UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E‘
~) {

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA GERAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA Pés-Graduagio
Genética

UFMG

DISSERTACAO DE MESTRADO

O Joco mating-type de Colletotrichum sublineolum:
caracterizacdao molecular e uso em analises de
variabilidade genética

ORIENTADO: Michele Groenner Penna
ORIENTADOR: Dra. Adlane Vilas Boas Ferreira

BELO HORIZONTE
Marco - 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Michele Groenner Penna

O loco mating-type de Colletotrichum sublineolum:
caracterizacao molecular e uso em analises de
variabilidade genética

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Poés-Graduagdo em Genética do
Departamento de Biologia Geral do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial para
obtencao do titulo de mestre em Genética.

Orientadora: Dra. Adlane Vilas Boas Ferreira
Laboratério de Genética de Microrganismos

Belo Horizonte
Departamento de Biologia Geral
Instituto de Ciéncias Biologicas

Universidade Federal de Minas Gerais
2008



Dedico meu trabalho ao Higgor e
ao meu pai, minha mae e meu irméao...



Agradecimentos

A minha orientadora Dra. Adlane Vilas Boas Ferreira pela competéncia, dedicacéo,
carinho e paciéncia que tornou sua orientagao decisiva em minha vida académica,
por ser tdo humana, tranquiila, sincera, enfim, pela amizade que tornou esses cinco

anos de convivéncia e minha formacéao profissional ainda mais prazerosos;

A Dra. Ménica Bucciarelli pelas risadas, pelos momentos inusitados de sua aparicéo

e pelos valorosos conselhos;

A Dra. Andréa Amaral pelos sorrisos matinais e pelos conselhos;

Ao Dr. Edmar Chartone pelas inumeras conversas, experiéncias de vida transmitida

e pelos conselhos;

Ao Dr. Evanguedes Kalapothakis pela imensa ajuda em meus experimentos e por

manter a porta de seu laboratério sempre aberta;

A todos os Laboratdrios do Programa de Pés-graduagao em Genética pelo apoio;

Aos professores da Genética pelos ensinamentos e por serem sempre tao

simpaticos comigo;
Aos queridos amigos do Laboratério de Genética de Microrganismos, principalmente
Claudia e Gilka, pela convivéncia, por tornarem os dias no laboratério alegres e

pelas inumeras ajudas;

Aos meus queridos companheiros de bancada, principalmente Mayara e Aline por

me ajudarem tanto e serem sempre preocupadas e prestativas;

Aos queridos amigos da Genética pelos momentos partilhados e pelo auxilio;



As amigas lzabela, Raquel, Marcela, Patricia, Paula, Ana Cristina, pela torcida e

paciéncia;

A minha querida amiga Ju e ao Dani por sempre poder contar com VOCés;

A minha linda amiga Marilene, Enio e Gabriel pelo apoio e pelos momentos lindos

que passamos;

A minha amiga Daniela e meu amigo Gustavo por dividirem comigo alegrias e
desesperos nesses anos de laboratorio e amizade, pelos momentos de

descontracdo, mesmo a distancia;
A minha amiga-irma Fabiana por ter paciéncia comigo, principalmente nos
momentos dificeis, por ser minha amiga de uma forma incondicional e por eu saber

que posso sempre contar com vocé;

As minhas queridas amigas Marcela e Fernanda pela amizade e por todos os anos

de convivéncia e luta;

A minha familia por sempre me apoiarem quando precisei e por entender minha

auséncia;

As pessoas mais importantes da minha vida meu pai, Carlos, minha mae, Susan e

meu irmao, Zé, por fazerem dos meus sonhos realidade;

Ao Higgor, companheiro inseparavel, por ser meu alicerce, minha alegria, por nao
me deixar desistir nunca, por ter sido minha forca nesses anos, pela amizade e
amor;

A todos que contribuiram para minha formacao e crescimento;

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Genética e a CAPES.



l. indice

LT 1eT =X OO STORROTO v
1. RESUIMO .ot e ettt e e e e e e e e e eeeaeea e e e e eeeeeeeennes vii
R o 1] 1 = o PR viii
[V. Lista de ADIreviaturas.............ooi oo iX
[V. Lista de ADIreviaturas.............ooi oo iX
V. LiSta d@ FIQUIAS .......ueiiiii s Xi
VI. Lista de Tabelas .......cccooo i XV
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 1
1.1 SO0 € ANFACNOSE .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 2
1.2 Colletotrichum sublINEOIUM ..........uiiiii e 5
1.3 Reprodugao Sexual € Genes Mating-type ........cccoevviiiiiiiiiieeeeieeeecee e, 11
1.4 Genes MAT e as estratégias reprodutivas de Colletotrichum.......................... 17
P O | = N I VL 1 S 21
2.1 ODJEUIVO GEIAI......eiiiiiiiiiiiieie 21
2.2 ODbjetivos ESPECIfICOS. .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 21
3  MATERIAIS E METODOS ...ttt 22
X Tt I o] =T o 23
3.2 Crescimento de C. sublineolum ... 23
3.3 EXIraca@o dO DINA ..o 24
3.4 Deteccao do gene MAT1-2 por amplificagao da regido HMG.......................... 25
3.5 AmpIificag@o do genNe MATL-2 ... e e 26
3.6 Amplificagao das Regides Flanqueadoras do MATL1-2.......cccoovieeiviiiiiiiiiiineeennn. 28
3.7 Amplificag@o da RegIG0 W1 ... e 29
3.8 Amplificagdo da RegiGo ITS..... ..o 30
3.9 Purificagdo dos Amplicons de Interesse do Gel de Agarose ...........cccccceeennn.... 30
3.10 Clonagem das regides flanqueadoras e do gene MAT1-2........ccoovvvvivvnieennnn. 31

3.11 SeqQUENCIAMENTO .....ue et 31



Vi

RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e s e nnnsrsnneeeeeas 33
4.1 Amplificacdo da Regiao HMG e Detecgdo do Gene MAT1-2 ........ceeeeeeeeeenn, 34
4.2 AmMplificacdo do Gene MATL-2 ... e e e e eeaeees 35
4.3 Sequenciamento do Gene MATL-2 ......oouiiiiiiee et e e eeaeees 42
4.4 Estudo das Regides Flanqueadoras de MATL1-2 .......cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeceee e, 47
4.5 Analise da Variabilidade Genética de C. sublineolum ..............cccccccuvvvvennnnnnnnns 52

4.5.1 Analise de Variabilidade da Regido W1 ..., 53

4.5.2 Analise de Variabilidade da Regido HMG ..., 58

4.5.3 Analise da Variabilidade da Regi@o ITS ..o, 62

4.5.4 Analise da Variabilidade pelo Método MLSA ..........ccoooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 65

DISCUSSAOD ...ttt eteete e neeeeeeeeeeeas 67

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 74



vii

IIl. Resumo

O fungo filamentoso Colletotrichum sublineolum €& responsavel pela
antracnose em Sorghum bicolor e causa prejuizo de bilhdes de ddlares ao ano. A
alta variabilidade desse fungo relacionada a viruléncia nos levou a investigar os
componentes genéticos relacionados a possivel reprodugdo sexuada de C.
sublineolum e sua relagdo com a variabilidade genética. O principal loco envolvido
na reproducao sexuada de fungos é o mating-type, que geralmente apresenta dois
idiomorfos: MAT1-1 e MAT1-2. O gene MAT1-2 codifica um fator de transcricao que
possui uma regido muito conservada, denominada HMG. Essa regido foi detectada
em 28 isolados de C. sublineolum de diferentes localidades do Brasil. A clonagem e
sequenciamento do gene MAT1-2 de C. sublineolum indicou uma ORF com grande
homologia com as sequéncias de MAT1-2 de C. graminicola e C. cereale. As regides
flanqueadoras do MAT1-2 também foram estudadas, sendo identificada uma regiédo
denominada W1, que contém uma ORF com homologia ao gene da DNA liase de
fungos filamentosos. Para a anadlise de variabilidade intraespecifica, as regides
HMG, W1 e ITS (Internal Transcribed Spacer do DNA ribossémico) foram
sequenciadas e comparadas em 10 isolados. Essas analises possibilitaram a analise
intraespecifica dos isolados de C. sublineolum de acordo com sua regido de origem
e permitiram a comparagdo com as sequéncias de C. cereale e, em alguns casos,
com as de C. graminicola. Os dados aqui obtidos serdo de grande valia para se
entender mais sobre mecanismos de reproducdo sexuada nesta e em outras
espécies, em estudos de funcionalidade do MAT1-2 de C. sublineolum e de

variabilidade em maior escala.
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[1l. Abstract

The filamentous fungus Colletotrichum sublineolum is responsible for
anthracnose in Sorghum bicolor which causes losses of billions of dollars every year.
The high variability on virulence of C. sublineolum led us to investigate the genetic
components related to a possible sexual reproduction and its relationship with
genetic variability. Mating-type is the most important locus involved in sexual
reproduction in fungi, and usually has two idiomorphs: MAT1-1 and MAT1-2. The
MAT1-2 gene encodes a transcription factor with a high conserved region called
HMG. This region was detected in 28 C. sublineolum isolates from different Brazilian
localities. Cloning and characterization of the MAT1-2 gene indicated an ORF with
high homology to sequences of MAT1-2 of C. graminicola and C. cereale. In an
attempt to study the MAT1-2 flanking regions, a region called W1 was identified
which contains an ORF with homology to DNA lyases from filamentous fungi. The
HMG, ITS (Ribosomal DNA Internal Transcribed Spacer) and W1 regions of 10
isolates were sequenced and compared for intraspecific variability analysis. These
analyses allowed intraspecific comparisons of the isolates of C. sublineolum
according to their origin and also to compare these sequences with those of C.
cereale and in some cases with those of C. graminicola. These data will be valuable
to understand more about the mechanisms of sexual reproduction in this and
correlated species, in studies of functionality of MAT1-2 of C. sublineolum and

variability on a larger scale.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA



1.1 Sorgo e Antracnose

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] € um cereal, membro da familia das
gramineas, muito proximo do milho (Zea mays L.) e da cana-de-agucar (Saccharum
officinarum L.). S. bicolor representa o taxon domesticado, resultado do
interacasalamento de sorgos domesticados e de seus parentes selvagens proximos
(Valério, 2004). Esse cereal é originario da Africa Central e passou a ser cultivado
em toda Africa e Asia, atingindo também as Américas e a Australia (Frederiksen,
1999).

O sorgo é o quinto cereal mais produzido no mundo, contribuindo com 14%
da produgao total de cereais (Chateraud e Nicou, 1994). O cultivo de sorgo é
altamente adaptado as condicbées de alta temperatura e de baixa precipitacao,
resultando em altas produc¢des de gréos e sendo também utilizado como forragem
nesses locais (Leslie e Frederiksen, 1995). Cerca de 80% da area total que produz
sorgo concentra-se em paises em desenvolvimento dos tropicos semi-aridos, o que
ressalta a relevancia dessa cultura no Brasil (Ngugi et al., 2002). A produgao
mundial por ano pode atingir 60 milhdes de toneladas e a area de cultivo ocupou
aproximadamente 44 milhées de hectares em todo o mundo em 2004. O Brasil
contribui com aproximadamente 1,5% da producdo mundial deste cereal, valor
equivalente a cerca de 1,4 milhdes de toneladas em 2005 (FAO, 2006; IBGE, 2006).

No Brasil, a cultura de sorgo esta sujeita a um grande numero de
enfermidades causadas por fungos, como: a antracnose (Colletotrichum
sublineolum); a ferrugem (Puccinia purpurea); o mildio (Peronosclerospora sorghi); a
queima das folhas (Exserohilum turcicum); a podriddo de macrofomina

(Macrophomina phaseolina); a mancha zonada (Gloecercospora sorghi); a



cercosporiose (Cercospora fusimaculans) e a doenca acucarada ou “érgot”
(Claviceps africana) (Casela et al., 1992, Ferreira & Casela, 1995).

A antracnose € uma das mais importantes doengas do sorgo. Ela limita a
producdo, podendo causar uma redugcdo de 50% a 80%, principalmente pelo
incompleto preenchimento dos graos, redugao no peso e na densidade de sementes
por panicula (Casela e Ferreira, 1995). As trés principais fases da doenga sao: a
antracnose foliar, a podriddo do colmo e a antracnose da panicula e do grao.

O agente causal da antracnose em cereais e gramineas sao espécies de
fungos filamentosos do género Colletotrichum. As espécies sdao denominadas de
duas formas: uma representa a forma anamorfa, que é a forma assexuada, e a outra
representa a forma teleomorfa que corresponde a forma sexuada. Na tabela abaixo,
as espécies de Colletotrichum sao descritas também de acordo com o hospedeiro no
qual sdo encontradas (Tabela 1). O patdégeno isolado de sorgo €& conhecido
atualmente como C. sublineolum uma vez que se distinguiu do isolado de milho, o C.

graminicola (revisado em Gale, 2002).

Tabela 1: Amostra representativa de espécies do género Colletotrichum, com suas respectivas formas
teleomorfas (sexuada) e com uma indicagdo da gama de hospedeiro atingido (adaptado de:

http://www.sorghumanthracnose.org/pathogen.html)

Colletotrichum (anamorfa) Glomerella (teleomorfa) Gama de Hospedeiro
Espécies com Esporos retos

acutatum - Plurivorous
coccodes - Solanaceae
kahawae - Coffea (café)
destructivum glycines Fabaceae

fragariae - Fragaria (morango)



gloeosporioides cingulata Plurivorous
lindemuthianum lindemuthiana Phaseolus (feijao)

musae musarum Musa (banana)

malvarum - Malvaceae

orbiculare lagenaria Cucurbitaceae, Asteraceae

Espécies com Esporos

falciformes

caudatum ) Poaceae

capsici - Solanaceae

circinans - Allium (cebola)

dematium : Plurivorous

falcatum tucumanensis Saccharum (cana-de-acgucar)
graminicola graminicola Poaceae (Zea)

sublineolum - Poaceae (Sorghum)
truncatum i Fabaceae

O controle quimico da antracnose nao € uma pratica com bom retorno: a
eficiéncia de fungicidas ainda n&o foi comprovada, principalmente apods uso
continuo, e os custos geralmente sdo muito altos para os agricultores (Pinto, 2003).
A utilizacdo de outras praticas, como a rotacdo de culturas e eliminacdo de restos
dos cultivares e de hospedeiros alternativos, pode reduzir indculos iniciais, mas nao
elimina o patégeno e a chance de uma contaminagdo na préxima cultura
(Frederiksen, 1999). Por outro lado, a utilizacdo de cultivares resistentes tem sido
uma forma relativamente eficiente no controle da antracnose, embora nessa pratica
exista algumas dificuldades: é sabido que o patdgeno pode apresentar grande

variabilidade na viruléncia, o que confere a esse organismo uma rapida



adaptabilidade a novos cultivares de sorgo resistentes, podendo gerar o
aparecimento de novas ragas (Pastor-Corrales & Frederiksen, 1979; Ferreira &
Casela, 1986; Ali & Warren, 1987; Casela & Frederiksen, 1993; Casela et al. 1998;

Valério et al., 2005).

1.2 Colletotrichum sublineolum

O fungo filamentoso C. sublineolum (Figura 1) era considerado ha décadas
atras um deuteromiceto, por ndo apresentar forma sexuada (teleomorfa). Com a
emergéncia das técnicas moleculares os fungos desse extinto grupo foram
reclassificados. Mas antes disso, estudando a forma dos conidios, tamanho e
morfologia dos apressorios, Sutton, em 1980, diferenciou essas estruturas nos
fungos da espécie Colletotrichum que eram patégenos do milho, do sorgo e da cana-
de-agucar e sugeriu que a espécie C. graminicola deveria abranger apenas isolados
de milho e que a espécie isolada de sorgo fosse denominada C. sublineolum P.

Henn, Kabat & Bulbak (revisado em Gale, 2002).

Figura 1: Aspecto de dois isolados distintos de C. sublineolum em meio minimo.



Entdo, métodos moleculares foram utilizados para confirmar as observacoes
de Sutton. Técnicas como analise de padrboes de isoenzimas, filtro de
aminopeptidase, padrdao de proteinas soluveis em gel de eletroforese e uma técnica
de aminopeptidase laser-enhanced conseguiram separar os isolados por tipo de
hospedeiro (revisado em Gale, 2002). Estudos de RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) do DNA mitocondrial e padrées de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) de Colletotrichum demonstraram que C. falcatum isolado de
cana-de-agucar esta filogeneticamente separado de Colletotrichum de milho e sorgo
por uma grande distancia evolutiva (revisado em Gale, 2002). Posteriormente, foi
proposto que as espécies de Colletotrichum isoladas de milho e sorgo
representavam espécies distintas (Vaillancourt & Hanau, 1992). Em 1996,
Sreenivasaprasad et al. em um estudo de filogenia e sistematica de 18 espécies de
Colletotrichum utilizando a regido espacgadora intergénica do rDNA respaldou o que
muitos estudos taxondémicos ja indicavam: o fungo ascomiceto causador da
antracnose de sorgo deveria ser distinguido daquele causador de antracnose de
milho e entdo ser sempre considerado como C. sublineolum. Entdo, mesmo sem
apresentar sua forma sexuada (anamorfa) C. sublineolum € considerado um
representante do Filo Ascomycota, da Subdivisdo Pezizomycotina, da Classe
Sordariomycetes, da Ordem Phyllachorales, da Familia Phyllachoraceae. Em um
estudo mais recente (Du et al., 2005), sequéncias da regidao do rDNA que
compreende a regido ITS1 e ITS2 (Intergenic Transcribed Spacers) e o 5,8S e
sequéncias da regiao HMG do gene mating-type, MAT1-2 (que sera tratado com
mais detalhes posteriormente, no item 1.3) foram utilizadas para demonstrar a
relacdo filogenética entre diversas espécies do género Colletotrichum, mostrando

gue essa se separa muito bem as espécies pelas sequiéncias da regido ITS e melhor



ainda pelas sequéncias da regido HMG (Ver Figura 2 e Figura 3). Através da
analise das relagdes obtidas com as seqUéncias de cada regido para as espécies C.
graminicola e C. sublineolum pode-se perceber que a arvore gerada com as
sequéncias do rDNA mantém os isolados de C. graminicola em trés clusters
distintos, enquanto que na arvore gerada com as sequéncias da regido HMG do
MAT1-2 os isolados dessa espécie estdo agrupados em dois clusters e esses
clusters estdo mais préoximos do cluster de C. sublineolum que na arvore das
sequéncias do rDNA. Isso sugere maior fidelidade e resolugado na analise da regiao

HMG que na analise do rDNA em um estudo filogenético.
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C. sublineolum apresenta grande variabilidade, principalmente relacionada a
viruléncia e isso € um importante problema a ser enfrentado quando se introduz
cultivares de sorgo resistentes. Essa resisténcia do sorgo pode ser rapidamente
superada pela adaptacdo dindmica do patégeno que, em menos de dois meses,
pode se instalar com sucesso em um novo cultivar de sorgo (revisado em Costa et
al., 2003). Muitos estudos realizados com C. sublineolum abordam a viruléncia, sua
capacidade de causar infeccdo e a severidade da mesma em diferentes cultivares
de sorgo (Gale, 2002), como o estudo realizado em isolados brasileiros por Valério
et al. (2003) . Esse fungo pode ser classificado em ragas através dos fenétipos de
viruléncia (Valério et al., 2005; Frederiksen et al., 1999; Gale, 2002; Costa et al.,
2003.). Analises de RAPD determinaram que populag¢des ndao eram geograficamente
definidas, existindo um mesmo haploétipo em diferentes localidades como Brasil e
Estados Unidos (Casela, 1992). Essa informagdo mostra que ha, ou houve, fluxo
génico impedindo a divergéncia desse patdégeno, o que leva a crer que populagdes
de areas distantes podem ter se originado de uma mesma linhagem (Gale, 2002).
No entanto, ndo se sabe se a grande diversidade na viruléncia desse patégeno de
sorgo é consequéncia da reproducao sexual (ja que esta nao foi ainda observada na
natureza) ou de outros fatores como a recombinagdo mitética e a presenga de
elementos geneticamente moveis.

No caso de C. graminicola, a espécie de fungo mais proxima
filogeneticamente de C. sublineolum, o mecanismo de troca génica que garante a
esse patégeno uma alta variabilidade também nao é muito bem conhecido. A fase
sexuada (teleomorfa), Glomerella graminicola, nunca foi observada na natureza,
apesar de que peritécios férteis e ascésporos viaveis foram obtidos em

acasalamentos de isolados de milho em condi¢gdes de laboratério (Vaillancourt &
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Hanau, 1991). Da mesma forma, a estrutura sexuada de C. sublineolum nunca foi
encontrada na natureza, mas em laboratorio a forma sexuada foi induzida com
sucesso, em isolados americanos. Essa forma apresentou-se similar a G.
graminicola, indicando que esse fungo possui a capacidade de se reproduzir
sexuadamente (Vaillancourt & Hanau, 1992). Pela dificuldade de se encontrar a fase
sexuada desse fungo, uma investigagao molecular das bases genéticas que tornaria
possivel a reproducao sexuada poderia fornecer evidéncias para acreditar que esse
tipo de reprodugao ocorre, como, por exemplo, a investigagdo dos genes envolvidos
NO processo.

A busca do conhecimento referente ao fungo Colletotrichum graminicola tem
levantado o interesse de diversos grupos de pesquisa. O projeto genoma desse
fungo foi iniciado em 2007 e envolve diversos institutos de pesquisa: University of
Kentucky, Broad Institute of MIT and Harvard University, Institute for Plant Genomics
and Biotechnology e Texas A&M University. Esse projeto tem como objetivo produzir
e disponibilizar sequéncias que cobrirdo oito vezes o tamanho do genoma de um
isolado americano de C. graminicola. Pesquisadores interessados em C.
sublineolum certamente se beneficiardo desse projeto devido a grande semelhanca

dessas duas espécies.

1.3 Reproducéo Sexual e Genes Mating-type

O termo mating-type é utilizado em fungos para designar tipos de
acasalamento, por exemplo, cada linhagem de um par de acasalamento constitui um

tipo de acasalamento, um mating-type. Da mesma forma esse termo € utilizado para
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denominar genotipicamente essas linhagens, uma vez que os fungos néao
apresentam dimorfismo sexual e as diferencas de um par interfértil sdo definidas
genotipicamente. Por exemplo, em Neurospora crassa os tipos de acasalamento
podem ser denominados mating-type A e mating-type a.

Tratando-se do mecanismo de reproducgao sexual, os fungos apresentam trés
estratégias principais: o heterotalismo, o homotalismo e o pseudohomotalismo. No
primeiro caso, os individuos sao auto-estéreis e necessitam de um parceiro
compativel para que ocorra o acasalamento. No homotalismo, o individuo & autofértil
podendo ocorrer tanto na presenca como auséncia de parceiros sexuais. O
pseudohomotalismo se caracteriza pela presenca de dois nucleos nao fundidos de
tipos diferentes que dao origem a micélios binucleados autoférteis, ou ainda pelo
fendmeno denominado mating-type switching (troca de tipo de acasalamento)
inicialmente descrito na levedura Saccharomyces cerevisiae. Independentemente da
estratégia de acasalamento, em todos os casos sdo 0s genes mating-type que
controlam a entrada no ciclo sexuado e garantem o desenvolvimento sexual
(revisado em Pdggeler, 1999; Souza et al., 2003).

Os fungos homotalicos, como, por exemplo, Sordaria macrospora,
desenvolvem micélios autoférteis a partir de um ascésporo mononucleado, micélios
esses que permitem a fusdo de nucleos idénticos (revisado em Pdggeler, 1999). Ha
muitos anos o heterotalismo foi observado em fungos onde o acasalamento de
linhagens monospodricas de um fungo zigomicota demonstrou pares interférteis, que
eram auto-estéreis. Cada fungo de um par interfértil representava um tipo de
acasalamento, ou mating-type. Essa classificagdo, entdo, define individuos da

mesma espécie que nao podem ser distinguidos morfologicamente, por nao
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apresentarem dimorfismo sexual, € que sao sexualmente compativeis (Coppin et al.,
1997).

Os tipos de acasalamentos descritos até aqui foram descritos para
ascomicetos, ja os fungos basidiomicetos apresentam dois sistemas principais de
acasalamento: bipolar ou tetrapolar. O acasalamento bipolar acontece através do
reconhecimento de um unico loco com duas especificidades; este € o sistema
menos comum nos basidiomicetos, porém € o mais encontrado nos fungos
ascomicetos. Ja o acasalamento tetrapolar apresenta-se extremamente complexo,
com dois locos que podem gerar, por exemplo, em Schizophyllum commune, um
basidiomiceto, cerca de 20.000 tipos diferentes de acasalamento. No caso do
acasalamento tetrapolar esses dois locos codificam uma proteina homeodominio e
feromoénios, dai gerando inumeras especificidades (Kronstad e Staben, 1997).

Nos fungos basidiomicetos, os genes mating-type estdo envolvidos com todo
o ciclo celular, com a manutengdao da fase hapldide (brotamento), dicaridtica
(crescimento filamentoso) e diploide (teliosporos) (Kronstad e Staben, 1997). Além
disso, os genes MAT estdao envolvidos com a produgdao de feromdnios e de
receptores para feromonios. Muitos desses eventos controlados pelos genes mating-
type estdo envolvidos na patogenicidade desses fungos (Kronstad e Staben, 1997).

Os genes mating-type de ascomicetos estdo envolvidos em mecanismos de
controle da diferenciagdo sexual, desenvolvimento sexual e eventos poés-fertilizagao
(Coppin, 1997), assim como fungbes vegetativas, como a incompatibilidade
vegetativa (Perkins & Turner, 1988; revisado em Glass & Kuldau, 1992; Souza et al.,
2003), o sistema de reconhecimento do proprio/ndo-proprio (revisado em Glass &
Kuldau, 1992), a morte celular, como a apoptose (Coppin, 1993) e a patogenicidade

e viruléncia (Kronstad & Staben, 1997).
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O loco mating-type (MAT) dos diferentes fungos ascomicetos apresenta
sequéncias dissimilares, com genes transcritos divergentemente (Figura 4). Essas
sequéncias sao denominadas idiomorfos, pois, apesar de se localizarem no mesmo
loco, sao suficientemente diferentes para nao serem denominadas alelos
(Metzenberg & Glass, 1990). Essa dissimilaridade tem como consequéncia uma
infima taxa de recombinacdo no loco MAT ocasionando a heranca uniparental dos
genes mating-type (Turgeon, 1998).

Os primeiros locos mating-type que tiveram suas sequéncias determinadas
foram MAT a e MAT a do fungo leveduriforme S. cerevisiae (Astell et al., 1981). O
idiomorfo mat a apresenta dois genes, MAT al e MAT a2 e o idiomorfo mat o
também apresenta dois genes MAT al e MAT a2. Esses genes codificam fatores de
transcrigdo envolvidos na determinagéo da identidade celular, com excec&o do gene
a2 que nao tem sua fungdo conhecida (Herskowitz et al., 1992). O sistema de
mating-type em S. cerevisiae € o sistema de acasalamento em fungos mais bem
caracterizado e serve ainda de modelo operacional para outros fungos (revisado em
Haber, 1998). Cada idiomorfo de S. cerevisiae apresenta dois genes transcritos
divergentes. Em 1988, foi caracterizado molecularmente o loco mating-type do
primeiro fungo filamentoso, os mat A e mat a de N. crassa (Glass et al., 1988). O
idiomorfo mat a apresenta uma sequéncia especifica de 3235 pb (pares de base) e
apresenta um gene, o mat a-1, que apresenta o motivo HMG (High Mobility Group).
A proteina codificada por esse gene € um fator transcricional envolvido com a
regulacdo direta ou indiretamente de genes que conferem identidade sexual,
funcdes de pos-fertilizagdo e de incompatibilidade vegetativa (revisado em Glass &
Kuldau, 1992; Ferreira et al., 1998; Souza et al., 2003). A sequéncia do locos matA

apresenta uma sequéncia especifica de 5301 pb e contém trés genes, o mat A-1, o
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mat A-2 e o mat A-3 (Glass et al., 1990; Ferreira et al., 1996). O gene mat A-1
apresenta fungdes similares ao gene mat a-1, sendo um fator transcricional que
também apresenta um motivo HMG de ligagdo ao DNA, porém esse motivo € menos
conservado entre fungos que o motivo HMG de mat a-1 (Staben e Yanofsky, 1990).
JA& o0s genes mat A-2 e mat A-3 ndo demonstraram envolvimento na
incompatibilidade vegetativa, mas ambos sao importantes para a produgao de
ascosporos resultantes do acasalamento (Ferreira et al., 1998).

Um grande numero de fungos ascomicetos teve, desde entdo, os genes
mating-type caracterizados molecularmente (revisado em Coppin et al, 1997).
Utilizando-se da regido contendo os motivos HMG do gene mat a de N. crassa e
MAT1-2 de C. heterostrophus foram desenhados iniciadores degenerados que
permitiram acessar sequéncias referentes ao motivo HMG de inumeros
loculoascomicetos e pirenomicetos (Arie et al., 1997). Uma nomenclatura universal
para os locos e genes mating-type foi proposta (Turgeon & Yoder, 2001) em que o
loco mating-type seria denominado MATL, e o idiomorfo correspondente ao mat A de
N. crassa seria MAT1-1, e MAT1-2, o idiomorfo alternativo (que contém um unico
gene com o motivo HMG). Os genes seriam denominados de acordo com sua
localizagdo em cada idiomorfo, como MAT1-1-2, representando assim o segundo
gene do idiomorfo MAT1-1 no loco MAT1. No caso dos genes mating-type de C.
sublineolum, a nomenclatura utilizada pelos pesquisadores que os descreveram foi
MAT1-2, sendo esse o idiomorfo parcialmente caracterizado (Vaillancourt et al.,

2000).
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Figura 4: Esquema geral dos idiomorfos de fungos ascomicetos mostrando a diregéo de transcrigcdo
dos genes presentes em MAT1-1 e MAT1-2 e os dominios representativos para a identificagdo de

cada idiomorfo (adaptado de Silva et al., 2003)

A taxa de evolugdo dos genes mating-type tem se apresentado maior que
para outros genes de fungos ascomicetos. Poggler (1999) analisou arvores geradas
com as sequéncias dos genes mating-type (matA-1 e mata-1) de fungos dos
géneros Neurospora e Sordaria em comparagdo com a analise da arvore gerada
com sequéncias do gene da (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) e
demonstrou que os genes mating-type evoluem mais rapidamente que o gpd,
concluindo que os genes mating-type séo bons candidatos para se inferir a histéria
evolutiva dos fungos, incluindo a diferenciacdo de homotalicos e heterotalicos,
principalmente daqueles que divergiram recentemente. Essa taxa de evolugao
observada para os genes mating-type condiz com o que acontece com as regides
sexuais de muitos eucariotos, pois estdo submetidos ao mesmo tipo de pressao
seletiva (Poggeler, 1999). Embora a taxa de evolugdo dos genes MAT seja alta, a
regidao do dominio HMG demonstrou ser bem conservada mesmo entre espécies
distintas de fungos, sendo, por isso, uma regiao utilizada para identificacdo de genes
mating-type e também analises de filogenia (Coppin, 1997). Através de analises
dessa regidao, muitos estudos identificaram genes mating-type de outros fungos,

como o gene MAT do fungo pseudo-homotalico Podospora anserina (Debuchy &
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Coppin, 1992), do fungo Cocchiobolus heterostrophus (Turgeon et al., 1993) e

Phycomyces blakesleeanus (Idnurm et al., 2008).

1.4 Genes MAT e as estratégias reprodutivas de Colletotrichum

Com o emprego de iniciadores degenerados foi possivel também acessar a
regido HMG de um gene mating-type de C. graminicola isolado de milho
(Vaillancourt et al., 2000). Com essas novas sequéncias, iniciadores especificos
para a regido HMG de C. graminicola de milho foram desenhados e puderam ser
utilizados em estudos de C. graminicola isolados da graminea Agrostis palustris
(Chen et al., 2002).

Diferentes estratégias reprodutivas podem ser usadas pelos fungos de acordo
com as condi¢des ambientais e bioldgicas que influenciam uma determinada
populagdo. No campo, os fungos reproduzem-se continuamente de forma vegetativa
- ou assexuada - ocorrendo eventos isolados de reprodugao sexuada (Leslie & Klein,
1996). Em estudos populacionais, os genes mating-type podem ser analisados para
inferir sobre a estratégia reprodutiva adotada em uma determinada populagdo, como
foi feito no estudo de C. graminicola de A. palustris. Nesse estudo, constatou-se que
nao existia o gene MAT1-1 na populagdo. Somente o MAT1-2, indicado que nessa
populacdo a principal forma de reproducdo possa ser a assexuada, uma vez que
seria necessaria a presenca dos dois tipos sexuais para o acasalamento,
considerando o sistema geral de reprodugdo dos fungos ascomicetos. No trabalho
citado, foram realizadas PCR (Polymerase Chain Reaction) com iniciadores

especificos para a regido HMG do MAT1-2 de trinta e cinco isolados. Todas as
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reacdes resultaram numa banda de cerca de 220 pb que seria correspondente a
regiao HMG. Dessas trinta e cinco amplificagdes, seis produtos de PCR foram
sequenciados e as sequéncias mostraram-se similares a regido HMG do MAT1-2 de
C. graminicola isolado de milho (Chen et al., 2002). Estudos semelhantes nunca
foram feitos no Brasil. Assim, a possibilidade de acessar a existéncia de diferentes
MAT em Colletotrichum no campo se mostrou promissora para se entender as
formas de reproducdo deste fungo e se possivel relaciona-las a variabilidade
genética.

O unico relato na literatura de genes MAT1-2 de C. sublineolum foi o trabalho
de Du et al. (2005) onde o idiomorfo foi identificado em nove isolados norte
americanos, quatro africanos e um brasileiro. Também o estudo onde foram
analisadas diversas ragas de C. graminicola isolados da graminea A. palustris
apenas o idiomorfo MAT1-2 foi detectado (Chen et al., 2002). Isolados interférteis de
C. graminicola e de C. lindemuthianum (teleomorfa: G. lindemuthiana) apresentaram
somente o idiomorfo MAT1-2 (Vaillancourt et al., 2000; Rodriguez-Guerra et al.,
2005). Diferente do que foi sugerido antes, esses resultados parecem sugerir que o
sistema de genes mating-type de Colletotrichum possa se diferenciar do principal
sistema que é descrito para outros ascomicetos, ou seja, podera ser um sistema
envolvendo alelos multiplos em um loco ou apresentar mais de um loco envolvido na
reprodugao, como ocorre em basidiomicetos (Vaillancourt et al., 2000).

Uma idéia levantada por Chen et al. (2002) trata do heterotalismo
desbalanceado, proposto por Wheeler em 1954 e recapitulado no trabalho de
Vaillancourt et al. (2000). No heterotalismo desbalanceado, um acasalamento entre
dois isolados auto-estéreis pode dar origem a uma progénie autofértil. Foi proposto

que isso seria consequéncia da acumulagao de mutagdes em diferentes genes que
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controlam a via que leva ao homotalismo. Estudos recentes encontraram dois locos
nao ligados, um independente do loco MAT, que afetam a compatibilidade para
acasalamento e que ainda estdo sendo descritos por Du e colaboradores
(comunicagao pessoal). Esses pesquisadores descreveram dois locos envolvidos na
repreducdo sexuada denominados Cfrl e Cfr2 que afetam fungdes de fertilidade e
compatibilidade, respectivamente (Du, 2002; Vaillancourt et al., 2000). Vaillancourt et
al. (2000) realizou uma analise de RFLP utilizando as linhagens parentais de um
acasalamento de C. graminicola que produziu ascosporos viaveis e 23 progénies
aleatérias desse acasalamento. O DNA gendmico foi digerido com Bgl Il e
hibridizado com sonda da regido HMG. No padrdo de bandas obtidas no perfil do
RFLP verificou-se a presenca de uma banda de tamanho diferente para cada
linhagem parental. Na progénie analisada, nenhum isolado apresentou as duas
bandas ou nenhuma banda. Os resultados sugeriram que as duas sequéncias HMG
eram alélicas ou ligadas.

Além da regido conservada HMG, aproximadamente 1,3 Kpb correspondentes
a ORF de MAT1-2 de C. graminicola foram determinados por Vaillancourt e
colaboradores (comunicagao pessoal). Os dados in silico estdo de acordo com uma
suposta funcionalidade do gene MAT1-2 nessa espécie (Du, 2002). Como C.
sublineolum é uma espécie muito proxima de C. graminicola, um mesmo sistema de
acasalamento com genes MAT bastante conservados € esperado para ambas as
especies.

Em 2004, um projeto que abrangia a pesquisa em biologia molecular de
fungos patogénicos para plantas foi iniciado tendo como colaboradores a Profa.
Adlane Vilas Boas Ferreira, do Departamento de Biologia Geral, a Profa. Maria

Aparecida de Resende e o entdo doutorando Henrique Valério Maia, do
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Departamento de Microbiologia, e o Dr. Carlos Roberto Casela, da Embrapa Milho e
Sorgo de Sete Lagoas. Esse trabalho, relatado em Groenner-Penna (2005),
possibilitou o acesso a um grande numero de isolados de C. sublineolum,
aproximadamente duzentos, que puderam ser analisados. Com isso, constatou-se a
presenca do gene MAT1-2 em todos os isolados desse patdégeno derivado do campo
de experimentagao de sorgo brasileiro da Embrapa Milho e Sorgo de Sete Lagoas.
Semelhante ao que foi encontrado em outra localidade e espécies, nao foi possivel
detectar o gene MAT1-1 nessa amostragem.

Como o gene MATI1-2 de C. sublineolum foi apenas parcialmente
sequenciado, a clonagem e sequenciamento da ORF inteira seriam necessarios e de
grande interesse para estudos funcionais envolvendo esse loco. A ordem e
variabilidade dos genes que flanqueiam o loco MAT também podem trazer
informagdes importantes a respeito da evolugdo do género. Assim, foi proposto um
projeto com o intuito de se aprofundar na pesquisa sobre o sistema reprodutivo de
C. sublineolum onde o loco MAT1-2 e possivelmente sua regido flanqueadora
fossem caracterizados molecularmente e esses dados pudessem ser relacionados
com a variabilidade genética de isolados de diferentes regides brasileiras através da
identificacdo de polimorfismos relacionados a essa regidao. Um melhor entendimento
sobre o ciclo reprodutivo do patégeno C. sublineolum e a utilizagdo da reprodugéao
sexuada como ferramenta em estudos genéticos pode fornecer grandes informagdes
para estudos de viruléncia, incluindo estudos de formas de combate viaveis e formas
de prevencdo. Tudo isso pode ainda beneficiar estudos envolvendo melhoramento

de cultivares de sorgo.



21

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar componentes genéticos relacionados direta ou indiretamente ao
sistema de reproducdo sexuada do fungo C. sublineolum e sua relagdo com a

variabilidade genética.

2.2 Objetivos Especificos

1. Pesquisar a presenga do gene MAT1-2 em isolados brasileiros de C.
sublineolum ;

2. Clonar e sequenciar o gene MAT1-2 de C. sublineolum;

3. Caracterizar a regido flanqueadora do gene MAT1-2 quanto a presenga de
ORFs e similaridade a outras espécies de Colletotrichum;

4. Verificar a ocorréncia de variagdo genética na regiao W1 (regido flanqueadora
1) nos isolados brasileiros comparando com a variagédo genética encontrada

para as regides HMG do gene MAT1-2 e ITS.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Isolados

Vinte e oito isolados, derivados de cinco campos de sorgo de diferentes
localidades do Brasil, foram cedidos pelo Dr. Carlos Roberto Casela da Embrapa

Milho e Sorgo. A origem desses isolados esta descrita na tabela abaixo (Tabela 2):

Tabela 2: Isolados de C. sublineolum originados de diferentes campos de cultivo de sorgo no Brasil.

Isolado Origem Isolado Origem
01 Jardinépolis-SP 146 Guaira-SP
10 Jardinépolis-SP 156 Guaira-SP
21 Jardindpolis-SP 221 Sete Lagoas-MG
32 Jardinépolis-SP 217 Sete Lagoas-MG
41 Jardinépolis-SP 192 Sete Lagoas-MG
51 Ipiacu-MG 186 Guaira-SP
64 Ipiacu-MG 182 Guaira-SP
72 Ipiagu-MG 172 Guaira-SP
87 Ipiacu-MG 06 Pelotas-RS
122 Guaira-SP 15 Pelotas-RS
127 Guaira-SP 19 Pelotas-RS
131 Guaira-SP 24 Pelotas-RS
223 Sete Lagoas-MG 169 Guaira-SP
232 Sete Lagoas-MG 176 Guaira-SP

3.2 Crescimento de C. sublineolum

Os isolados de C. sublineolum foram cultivados em meio de farinha de aveia-
agar (OMA) (Valério et al., 2005) e mantidos sob o6leo mineral (Nujol) para
conservagao. O micélio submetido a extracdo de DNA foi obtido a partir de um
pequeno indculo retirado do meio sélido e transferido para tubos de 50mL com 15mL

de meio Sabouraud liquido acrescido de tetraciclina (20pug/mL). Os isolados foram
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crescidas por sete dias em estufa a 25°C. Para a obtencdo de uma maior quantidade
de micélio os fungos foram crescidas sob agitagdo (a aproximadamente 150 rpm).
Apds o crescimento em meio liquido, o micélio de C. sublineolum foi isolado por

filtracdo do meio em papel filtro e congelado a —20°C até o momento da extragao.

3.3 Extracdo do DNA

O protocolo de extragdo de DNA com nitrogénio liquido e fenol-cloroférmio
descrito por Moller et al. (1992) foi utilizado. Ao final do processo o DNA foi
ressuspendido em 50 uL de agua Milli-Q (18,2 uQ/cm a 25°C) e tratado com RNAse
(200 pg /uL) a 37°C por duas horas. Para verificar a auséncia de degradagao de
DNA, presenca de RNA, e estimar a quantidade de DNA de cada extragdo, 1 uL de
cada amostra foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. A intensidade do DNA genémico foi comparada com o padrao de
peso molecular Lambda-Hind Il permitindo uma estimativa da concentracédo do DNA
a ser usado na PCR. A determinagao da concentragao do DNA foi realizada também
pela leitura da absorbancia de 1 uL a 260 nm no espectrofotdbmetro NanoDrop ND-

1000 (Thermo Fisher Scientific).
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3.4 Deteccao do gene MAT1-2 por amplificacdo da regiao HMG

Foi realizado um primeiro ensaio de PCR para verificar a presenga do gene
MAT1-2 em todos os isolados disponiveis utilizando-se iniciadores especificos para
a regido HMG desse gene (Du et al., 2005), correspondente a aproximadamente
220pb. As primeiras PCRs utilizaram as condigdes descritas por Arie et al. (1997)
para reacdes com iniciadores inespecificos. No entanto, como os iniciadores
utilizados eram especificos para a regiao HMG do MAT1-2 de C. graminicola (Du et
al., 2005) as condigdes de PCR precisaram ser otimizadas e foram determinados os
parametros que se seguem: 0s iniciadores HMGgramF 5
CGTATATTCTCTACCGCAAGG 3 e HMGgramR 5 GGGGGTGCAGTTTGTTATG 3’
foram utilizados em uma PCR com 10 mM Tris-HCI, 75 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, pH
9.2, 0,4 uyM de cada iniciador, 0,4 mM de dNTPs, 1U de Tag DNA polimerase e 10-
20 ng de DNA genbmico em uma reagado de 20 pL. O programa utilizado no
termociclador MJ Research PT-100 foi 95°C por 2 minutos, 94°C por 1 minuto, 50°C

por 40 segundos, 72°C por 1 minuto, 72°C por 10 minutos, totalizando 35 ciclos.

Para visualizar o resultado das PCRs, 3uL de cada reagao foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. O tamanho das
bandas obtidas foi comparado com o padrdao de peso molecular 1Kb Plus

(Invitrogen), em todas as reagdes.
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3.5 Amplificacao do gene MAT1-2

A PCR foi utilizada para isolar toda a regido codificante do gene MAT1-2 de
C. sublineolum. O uso de iniciadores especificos para Colletotrichum foi possivel
devido ao acesso a uma dissertacdo (Du, 2002) orientada pela Dra. L. Vaillancourt,
do Department of Plant Pathology da University of Kentucky, onde a sequéncia do
gene MAT1-2 de C. graminicola havia sido determinada a partir do sequenciamento
de um cosmideo de 2,6kb proveniente de uma biblioteca genémica. A regido que foi
identificada como a ORF de MAT1-2 possui aproximadamente 1,3 kb. Foram usados
os iniciadores MATCgramF 3'CCTCTGGCATTCTCGAGGGCS e MATCgramR
3 CATCTGGAGCAGTGACTGGAS'. A otimizacao da PCR foi feita para possibilitar

analises subsequentes, partindo-se das condi¢cdes acima descritas.

Para otimizar a reagdo de PCR para a regido do MAT1-2 foi realizada uma
PCR com gradiente de temperatura. Nessa reagcdo a temperatura de anelamento
variou 1°C de 50 a 62°C. Foi feita uma reagao para estabelecer a concentracido de
DNA mais adequada. Diluigdes de DNA gendmico foram realizadas para atingir as
concentragdes de 0,5 a 100 ng/reagao (reacdo de 20 pL) nas escalas: 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 50,0; 100 ng/reacdo. Também foi testada a
concentragéo dos iniciadores variando de 0,2 yM a 0,8 uM. Diferentes tipos de DNA
polimerases foram testadas, sendo essas: Taqg (Phoneutria), a Taq Platinum
(Promega) e a Tag Hot Start (Promega). Adjuvantes também foram testados nas

reagdes: foi usado DMSO a 5%, BSA a 100 pg/ml e gelatina a 0,2%.
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Outro teste foi realizado variando os diferentes tampbées de PCR como

descrito na Tabela 2 (Opti-Prime™ PCR Optimization Kit, Stratagene). Além desses,

foram testados o tampao IVB e o Pré-Mix (Phoneutria, Belo Horizonte, Brazil).

Tabela 3: Tampoes descritos pelo Manual do Opti-Prime™ PCR Optimization Kit da Stratagene

10 mM MgCl, 25 mM KCI 75 mM KCI
Tris-HCI

pH83 | 1.5mM Tampéo 1 Tampéo 2
pH83 | 3.5mM Tampéo 3 Tampéao 4
pHE.8 | 1.5 mM Tampéo 5 Tampé&o 6
pH8.8 | 3.5mM Tampao 7 Tampéo 8
pHO.2 | 1.5 mu Tampéao 9 Tampao 10
pH9.2 | 3.5mMm Tampao 11 Tampao 12

A PCR das amostras de C. sublineolum foi conduzida no minimo duas vezes

para cada amostra no termociclador MJ Research PT-100. Os produtos de PCR

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de

etideo.

MAT1-

Também foi desenhado um segundo par de iniciadores para a regidao do

2, MATCgram2F

5'AATCTCTCCCCAGCGTGCT3'

MATCgram2R

5TGGAGCTGTCATGTTTCTTTGS' cuja reagdo da PCR passou pelo processo de

otimizagao.



28

3.6 Amplificacao das Regides Flanqueadoras do MAT1-2

Através de uma colaboragdo com o grupo de pesquisa do Dr. Bradley Hillman
e sua orientanda Jo Anne Crouch do Department of Plant Biology and Pathology da
Rutgers, The State University of New Jersey, em New Brunswick, New Jersey, foi
disponibilizado um conjunto de iniciadores desenhados para regides flanqueadoras e
do préprio loco MAT1-2 de C. cereale, um patdégeno de gramineas da sub-familia
Pooideae, designados W1, W2, seguindo até W10 e MAT72/73, como descritos

(Tabela 4) e esquematizados (Figura 5) abaixo:

Tabela 4: Iniciadores das regides flanqueadoras e do gene MAT1-2 de C. cereale.

Tamanho
Regiao Iniciadores esperado do
fragmento (pb)

W1-F 57 ATGGAGCACAAAAACGAACA 3’

W1 Wi-R 5° GCGGAGCAGAGGATGTAGTC 3° 948
W2 W2-F 57 GTAAGGAGGGCATGTCGGTA 3~

W2-R 57 GTTGCTTGGGCTTGAAGAAG 3~ 853
W3 W3-F 57 TCTTTGATCCCATCGAGGTC 3~

W3-R 57 GTTTACAAGCATGGCGTCCT 3~ 972
Wa W4-E 57 TTGTATGCTTTTGCGAGTGC 3~

W4-R 57 TACACCGCCATTTGATCTGA 3~ 752
W5 W5-F 5° ATGCTTACCCCATCTGCATC 3~

W5-R 57 GGCTGAGGCTTGAGTACCTG 3~ 896
WE W6-F 57 ATAAGGCGTCTGATGGATGG 3~

W6-R 57 GCCTGGATCGAAAACCTGTA 3~ 998
W7 W7-F 5° TACTAACTGCCGCCAAGACC 3~

W7-R 57 TGGAAACCGTGATACGTCAA 3~ 831
W W8-F 57 CCATCACTCAGGCGATATGA 3~

W8-R 57 CGTTGCTGAAGAGGTGAACA 3~ 827
Wwo WO-F 57 GCTTTTACTTGTCGCCCGTA 3~

W9-R 57 ATGGAGTCTTGCAGGGAGAA 3~ 830
W10 W10-F 5° ATCATGGGCTATCGATCCT 3~ 801

W10-R 57 GTATGGTTTGGCTCCTCGT 3~
MAT72/73 MAT-72 5" ACGGCAAACGGCTCAGGGAGT 3 1583

MAT-73 5" AATGCCGAGTCCCACGAGGTTCG 3’
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W4
W1 MAT W6 W3 W10

w2 W3 W5 W7 wo

Figura 5: Esquema do gene MAT e suas regides flanqueadoras montado a partir de informacdes
fornecidas por J.A. Crouch (comunicacao pessoal) sobre os iniciadores desenhados para as regides

especificadas.

As condicdes iniciais utilizadas como ponto de partida para todas as PCR
foram as mesmas utilizadas para as PCR descritas anteriormente, sendo que
diversos passos para a otimizagdo foram realizados na tentativa de se obter o

amplicon especifico.

3.7 Amplificacao da Regiao W1

Dados preliminares (J. A. Crouch e B. Hillman, comunicagdo pessoal)
indicaram que a sequéncia flanqueadora W1 poderia ser uma boa regido para se
obter uma diferenciacao intraespecifia dos isolados de C. sublineolum. Para tanto,
essa regido foi amplificada em todos os isolados nas seguintes condigdes: 10 mM
Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 75 mM KCI, pH 9,2, 0,2% de gelatina, 0,4mM de cada
iniciador, 50ng de DNA genbémico e 1U de Taq DNA polimerase. A temperatura de

anelamento utilizada foi de 55°C.
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3.8 Amplificacédo da Regiao ITS

A regido do operon de rDNA, que inclui a regido espagadora intergénica 1
(ITS1), a regido 5,8S e a regido espagadora intergénica 2 (ITS2), é muito utilizada
em estudos de identificagdo e diferenciacéo inter e intraespecifica (Buchan et al.,
2003) e é denominada ITS. Por isso, a analise da regido ITS foi adotada neste
trabalho como parametro para comparar a resolucdo das analises obtidas com as
regibes HMG e W1. Os iniciadores especificos para ascomicetos ITS1F (5
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3) e ITS4A (5’
CGCCGTTACTGGGGCAATCCCTG 3’) (Larena et al., 1999) foram utilizados para a
PCR com as seguintes condigées: 10 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 75 mM KCI, pH
9,2, 0,2% de gelatina, 0,4mM de cada iniciador, 30ng de DNA gendmico e 1U de

Taqg DNA polimerase. Utilizou-se a temperatura de anelamento de 55°C.

3.9 Purificagcdo dos Amplicons de Interesse do Gel de Agarose

Devido a presenga de bandas inespecificas em algumas PCRs, o método de
purificacdo freeze/thaw com agarose low-melting (Kuriena & Scofieldb, 2002) foi
utilizado para a obtencdo do produto especifico da PCR. As bandas de tamanho
esperado foram extraidas do gel de agarose apds a eletroforese e entdo utilizadas

para a clonagem ou sequenciamento.
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3.10 Clonagem das regides flanqueadoras e do gene MAT1-2

Devido a presengca de amplicons inespecificos nas PCRs das regides
flanqueadoras mesmo apds varios passos de otimizacio, os produtos de PCR que
apresentavam um tamanho que coincidia com aquele esperado foram clonados no
vetor pCR2.1-TA da Invitrogen.

Com o intuito de se isolar todo o gene MAT1-2 em uma regidao de
aproximadamente 1,4 kb foram utilizados os iniciadores MATCgramR e
MATCgramF. Apés a PCR, o produto de tamanho esperado foi purificado e ligado ao
vetor pCR2.1-TA da Invitrogen. Para se certificar da ligagdo do MAT1-2 ao vetor
pCR2.1-TOPO, uma PCR de colonia (Marcus, 2005) utilizando os iniciadores M13F
(-20) e M13R foi conduzida. O vetor com o inserto foi clonado através de
eletroporagdo da Escherichia coli TOP10 ou DH5a eletrocompetente. As demais

instrugdes foram seguidas de acordo com as especificagdes do fabricante.

3.11 Sequenciamento

O sequenciamento da regido HMG amplificada, das regides flanqueadoras, da
regido ITS e do gene MAT1-2 para as analises e comparagao de sequéncias foi
realizado. Isso permitiu, entdo, que um estudo comparativo fosse feito com as
demais sequéncias dessas regides ja depositadas em bancos publicos ou
disponibilizadas para o nosso grupo de pesquisa por meio de comunicag¢ao pessoal,
principalmente entre fungos do género Colletotrichum, como C. graminicola e C.

cereale. Os produtos da PCR foram escolhidos para o sequenciamento e entio
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purificados pelo método de polietilenoglicol e etanol (Paithankar and Prasad, 1991).
As reacdes de sequenciamento foram conduzidas utilizando os iniciadores M13
direto e reverso e o DYEnamic ET Terminator Kit (Amersham Pharmacia Biotech),
seguindo o protocolo descrito pelo fabricante com as temperaturas de anelamento
adequadas a cada iniciador. Para cobrir toda a seqléncia a ser determinada foram
utilizados os iniciadores diretos e reversos da regido HMG do MAT1-2 (Du et al.,
2005) assim como os iniciadores MATCgramF/R. Apdés a reagdao de
sequenciamento, o produto foi purificado através do protocolo de precipitagao
padrao com etanol/acetato de amébnio. O sequenciamento foi realizado em
Megabace 1000 automatic DNA sequencer (Amersham Pharmacia Biotech). Os
programas PHRED e PHRAP foram utilizados através dos sitios da internet onde se
encontram o programa Electropherogram Quality Analysis da Universidade Catdlica
de Brasilia (UCB) e da Universidade de Brasilia (UnB) nos enderegos
http://www.bioinformatica.ucb.br/electro.ntml e  https://www.biomol.unb.br/phph/
respectivamente. Nesse ultimo sitio, as sequéncias de qualidade séo geradas pelo
programa Lucy (Sequence Quality Trimming and Vector Removal). Buscas com o
programa Blast (Altschul et al., 1990) foram realizadas contra o banco de dados do
NCBI/GenBank. Outras ferramentas de bioinformatica foram utilizadas para analises
de similaridade entre as sequéncias obtidas, como o MultiAlin (Corpet, 1988) e o
programa de alinhamento do MEGA versao 4 (Tamura et al., 2007) e BioEdit
Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). Arvores foram geradas para melhor
interpretacédo dos dados no programa MEGA versdo 4 (Tamura et al.,, 2007)
utilizando o algoritmo Neighbor-Joining (NJ) com 1000 repeticdes de Bootstrap. So

foram mostrados valores de bootstrap superiores a 50%.
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4  RESULTADOS
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4.1 Amplificacdo da Regido HMG e Deteccédo do Gene MAT1-2

O loco mating-type é imprescindivel para a reprodugao sexuada dos fungos. A
reprodugdo sexuada depende diretamente da regulagdo exercida pelos genes
codificados por esse loco, pois eles estdo envolvidos na ativacdo da transcricdo de
inumeros genes como, por exemplo, os de feromdnios e receptores de feromdnios
envolvidos no reconhecimento de pares de acasalamento (Kronstad & Staben,
1997). Por isso, tornou-se importante o conhecimento dessa regido para se analisar
a sequéncia génica e protéica de MAT1-2, gerando assim perspectivas de se
esclarecer pontos sobre a capacidade de C. sublineolum exercer a reprodugao
sexuada com sucesso.

No trabalho anteriormente realizado por Groenner-Penna (2005), foi
detectada a regido HMG de MAT1-2 de 200 isolados pela PCR dessa regido e
concluido que todos os isolados apresentavam o tipo sexual MAT1-2. Neste
trabalho, o gene de 28 novos isolados de diferentes regides do Brasil foram usados
para a detecgao da regido HMG.

A PCR para a regido HMG do MAT1-2 foi, no trabalho anterior, conduzida de
acordo com as condi¢gbes descritas por Arie e colaboradores (1997) que usou
iniciadores degenerados. No entanto, utilizamos os iniciadores descritos por Du e
colaboradores (2005), e por isso foi necessaria a otimizagdo das condigdes das
PCRs. A reacdo padronizada utilizou Tampao de PCR 1x (10 mM Tris-HCI, 1,5 mM
MgCly, 75 mM KCI, pH 9.2), 0,2% de gelatina, 0,4mM de cada iniciador, 50ng de
DNA genbmico e 1U de Tag DNA polimerase, com a temperatura de anelamento de
55°C. Todos os 28 novos isolados apresentaram a amplificagdo dessa regido. O

resultado da PCR, com a amplificagdo esperada, € mostrado abaixo na Figura 6,
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sendo o tamanho do produto da PCR de aproximadamente 220 pb. Esse
experimento sugeriu, novamente, a possibilidade que todas as populagdes de C.
sublineolum possuam o idiomorfo MAT1-2. A partir desses dados, o proximo passo
foi conhecer todo o gene Matl-2, através da clonagem e sequenciamento, assim
como do uso da regido HMG como ferramenta para se estudar as relagdes
filogenéticas entre os isolados de C. sublineolum, outras espécies de Colletotrichum

e diferentes ascomicetos.
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Figura 6: Gel mostrando bandas referentes a amplificagéo da regido HMG do MAT1-2 visualizadas
em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo sob luz UV. Acima da foto estdo discriminados
os isolados testados e ao lado o tamanho do amplicon e das bandas do Marcador de Peso Molecular

1Kb Plus (Invitrogen) mais proximas.

4.2 Amplificacdo do Gene MAT1-2

No intuito de se isolar todo o gene MAT1-2 de C. sublineolum foram
desenhados iniciadores baseados na sequéncia de um cosmideo no qual foi
sequenciado todo o gene MAT1-2 de C. graminicola, descrito na dissertacao de M.
Du apresentada na University of Kentucky (Du, 2002).

Como descrito em Materiais e Métodos (Item 3.5), foram realizados alguns

passos para a padronizagdo da PCR da regiao do MAT1-2. A foto da Figura 7
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mostra o resultado da primeira PCR para a regido utilizando os iniciadores
MATCgramF/R. Nessa primeira reagdo nao foi possivel a visualizagdo da banda
esperada para o amplicon de 1400 pb referente a toda regido de MAT1-2. Em vez
disso, uma série de bandas inespecificas foram obtidas, demonstrando que
otimizagdes deveriam ser feitas para se isolar a banda esperada, caso os iniciadores

baseados em sequéncia de C. graminicola ndo fossem espécie-especificos.

b 01 32 217 176 06 223 51 1kb

Blorp

Figura 7: Gel mostrando bandas referentes &8 PCR com os iniciadores MATCgramF/R visualizadas em

gel de agarose 1% corados com brometo de etideo sob luz UV.

Assim, tentando-se obter a amplificacdo da regido desejada foram realizados
varios teste incluindo PCR com gradiente de temperatura de anelamento, variagdes
nas concentragdes do DNA gendmico, uso de diferentes tampdes e iniciadores.

Na PCR com gradiente de temperatura de anelamento, variou-se 1°C a partir
de 51°C até 59°C. Foram utilizados os DNAs gendmicos de apenas dois isolados, 06
e 223. Somente na reacao realizada com a temperatura de anelamento de 52°C e
com o DNA do isolado 06 foi visualizada a banda de 1400 pb correspondente ao

amplicon desejado como mostrado na Figura 8.
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Figura 8: Gel mostrando bandas obtidas pela amplificagdo do MAT1-2 na PCR gradiente com os

iniciadores MATCgramF/R, variando a temperatura de anelamento de 51°C a 59°C e utilizando os
DNAs dos isolados 06 e 223, visualizadas em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo sob

luz UV. Seta branca: amplicon do tamanho esperado de 1400 pb.

Para se determinar a concentracdo de DNA mais adequada a reacéo, foi
realizada uma PCR com diluicdes de DNA gendmico. Foi determinado que o DNA
seria utilizado em uma concentragdo de 50ng/reagdo, pois nessa concentracédo a
banda de interesse foi obtida embora ainda estivessem presentes bandas

inespecificas.

Para que a PCR apresentasse uma maior especificidade, foram testados
diferentes tampdbes na reacdo. Foram utilizados doze tampdes descritos no Manual
do Opti-Prime™ PCR Optimization (Stratagene). Como pode ser analisado na figura
abaixo (Figura 9), a banda que representaria o amplicon desejado foi obtida com os

tampdes 6, 8 e 10. Porém, houve ainda a ocorréncia de bandas inespecificas.
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Figura 9: Gel mostrando bandas obtidas pela amplificagdo do MAT1-2 em teste de uma PCR com
diferentes tampdes, tampao 1 ao 12 de acordo com o kit Opti-Prime™ PCR Optimization (Stratagene)

e utilizando o DNA do isolado 06, visualizadas em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo
sob luz UV.

Constatando-se que seria muito dificil a obtencdo de uma banda unica a partir
da PCR com os iniciadores MATCgramF/R e objetivando-se amplificar todo o gene
MAT1-2 sem a interferéncia de amplificagdes inespecificas, foi desenhado outro par
de iniciadores, MATCgram2F/R, com base na mesma sequéncia do cosmideo do
trabalho de Du (2002). Esses iniciadores abrangem uma regido maior que 0s
iniciadores MATCgramF/R (de aproximadamente 1600 pb), sendo entdo externos a

estes. Esses novos iniciadores passaram pelo mesmo processo de otimizacdo da

PCR.

Inicialmente testou-se a quantidade de DNA na reagcao de PCR usando uma

diluigao seriada do DNA de 100 a 5 ng/reagao (20 pL). Porém, em nenhuma dessas
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condigdes a banda de 1600 pb foi nitidamente observada, como mostra a figura

abaixo (Figura 10).

1kb 1 2 3 4 5 6

1650 p
1000 p

Figura 10: Gel mostrando bandas obtidas pela amplificagdo do MAT1-2 em PCR que testou a
quantidade de DNA do isolado 06 a 100ng (canaleta 1), 50ng (canaleta 2), 30ng (canaleta 3), 20ng
(canaleta 4), 10ng (canaleta 5), e 5ng/reacdo (canaleta 6), visualizadas em gel de agarose 1%

corados com brometo de etideo sob luz UV.

Com esse resultado, a PCR passou a ser conduzida com DNA a
50ng/reacao(20uL). Foram testados varios tampdes nessas condi¢gdes e o0 unico que
levou a obtengcdo da uma banda de aproximadamente 1600 pb foi Pré-mix da

Phoneutria, como retratado na Figura 11.
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Figura 11: Gel mostrando bandas obtidas pela amplificacdo do MAT1-2 em PCR com diferentes
tampdes e utilizando o DNA do isolado 06 de C. sublineolum, visualizadas em gel de agarose 1%
corados com brometo de etideo sob luz UV. Canaletas 1-4: PCR com tampao 10 do kit Opti-Prime™
PCR Optimization (Stratagene) e com temperatura de anelamento de 50°C, 52°C, 54°C e 56°C,
respectivamente. Canaletas 5-8: PCR com o Pré-mix Phoneutria e com temperatura de anelamento
de 50°C, 52°C, 54°C e 56°C, respectivamente. Seta branca: amplicon do tamanho esperado, 1600 pb,

referente a amplificagdo do MAT1-2.

Para se certificar do funcionamento dos iniciadores que foram desenhados
com base na sequéncia do MAT1-2 de C. graminicola, os DNAs de quatro diferentes
isolados desse organismo foram utilizados como controle para a PCR. O resultado
abaixo (Figura 12) mostra que as amplificagdes utilizando os DNAs controles de
isolados de C. graminicola apresentaram a amplificagdo de tamanho esperado para
os iniciadores MATCgramF/R (1400 pb), porém com amplificagcdo inespecifica nas
reagdes com os quatro DNAs controles. Para os iniciadores MATCgram2F/R era
esperada a banda de 1600 pb, mas a reacdo com dois DNAs controles
apresentaram bandas inespecificas. No entanto, utilizando-se os DNAs de C.
sublineolum foram obtidas amplificagcbes com o tamanho proximo mas maior que o

esperado (1600 pb), além das amplificagdes inespecificas.
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Figura 12: Bandas obtidas na PCR para amplificagdo do MAT1-2 visualizadas em gel de agarose 1%
corados com brometo de etideo sob luz UV. Canaletas 1-8: PCR com o par de iniciadores
MATCgram2; canaletas 1-4: amostras de C. graminicola 1, 2, 3 e 4; Canaletas 5-8: isolados 223, 176,
06 e 51 de C. sublineolum. Canaletas 9-16: PCR com o par de iniciadores MATCgram; canaletas 9-
12: amostras de C. graminicola 1, 2, 3 e 4; Canaletas 13-16: isolados 223, 176, 06 e 51 C.

sublineolum.

Embora as amplificacbes obtidas para os isolados de C. sublineolum néao
terem sido exatamente do tamanho das amplificacbes obtidas para os controles, as
bandas com tamanho aproximado foram purificadas e clonados para o

sequenciamento.

Outra tentativa realizada para se obter a sequéncia de todo o gene MAT1-2
foi a realizagdo de duas reagbes de PCR: uma com os iniciadores MATCgramF e
HMGCgR e outra reagdo com os iniciadores MATCgramR e HMGCgF. Era esperada
para a primeira reacdo uma amplificacdo de aproximadamente 895 pb e para a
segunda uma de 711 pb. Porém, nessa PCR também houve amplificacdo
inespecifica. A primeira reagdo produziu duas bandas de aproximadamente 1200 pb
e 850 pb. A segunda produziu trés bandas de 1400 pb, 1000 pb e 700 pb
aproximadamente. Essas cinco bandas também foram purificadas e clonadas para o

sequenciamento (resultado n&o indicado).
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4.3 Sequenciamento do Gene MAT1-2

Através do sequenciamento de amplicons obtidos pelo uso dos iniciadores
descritos no item acima, foi obtida a sequéncia do gene MAT1-2 de C. sublineolum
(Figura 13). Os bancos de dados publicos de sequéncias de DNA tém registradas
apenas as sequéncias da regido HMG do gene MAT1-2 de C. sublineolum, sendo
este portanto o primeiro relato da determinacdo da sequéncia de MAT1-2. No
entanto, € do nosso conhecimento que a sequéncia de isolados americanos foi
determinada, devido a troca de informagdes informais do nosso grupo com o do Dr.
B. Hillman da Rutgers University. A sequéncia final resultou do alinhamento de no
minimo quatro sequéncias obtidas de reagdes com cada combinagdo dos
iniciadores: MATCgramF, MATCgramR, HMGF e MAT-73, e de sequéncias com o
DNA dos isolados 06, 24 e 176. Foi obtida entdo uma sequéncia de 1597 pb, sendo
apenas 36 pb antecedentes ao codon de inicio da tradugéo (ATG), 842 pb referente
a ORF do MAT1-2. Nesta ORF foram identificados trés éxons de 195 pb, 315 pb e
204 pb, e dois introns de 70 pb e 55 pb, como mostrado no alinhamento abaixo
(Figura 13), que traz também a sequéncia protéica predita para essa ORF
identificada. Os introns e éxons foram determinados através da identificacdo de
sitios de splicing conservados Essa proteina predita teria 238 aminoacidos e a

regiao HMG compreende os aminoacidos 149 a 203.
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1 aatacaccgctatttggcctaacgtctccacagggcatggcattaatatttaaccccggcaaaategttegtege
M A L I FNPG K 1 V RR

76 aacattgaccctacacaagtccacccggaaatactccgcattgtcatgcgcatcttggacctccacctcaacgct
N1 D P TOQVHWPETITDITlULWRIVMRI1TLDULHTLNA
151 tttgattccaccatcgcggtcccgggaaacgattataccgectttggecgaggaaggecgactgttaatggecatg
F DSTI1 AV P GNUDYTAFGETEGRTULILMAWM

226 cggatggggtaagcattcggcctccgtggcettcgtceccactatcatctettegtecttggcttctaacccttgatcacaga

R M G
305 cgtgtcctccgtaaaagegttatgtgggttaaagacggcatcgagacaaatagcaacagatggectcttggctca
R vV.,LRKSVWMWVYV KD GI1 ETNSNRWPL G S
380 tgtgataggtttatcaccgggccacaaatgatcgtttcagttaatggcattgctgtegttgtccgaaggeccgecy
c brRF I T GGPQM 1 VSVNSGIAVYV YV RRPP
455 cctcattttctcgaggacgcggctgaggcgaccacgcaccgcgccaatactcccgagcgagaaatcaaagtacct
P HF L EDAAEATTHIRANTWPERETIT1 KV P
530 cgctcgectaaggecttcattetctaccgcaaggaccgccaagcgcaagtcaagcagatggatectcagatecag

R S PKAFILY RIKDHR RO QQAQVIEKIOQMDE®POQTIOQ

605 aacaaaggtatctgtgagtatacaagcatgacttcctgcgacttccccatcgctgaccctttgcacagcgcaa

N K G 1 S Q
678 cttctgggtaaagcatggaatgccgagtcccacgaggttcgggaaaaatatagggcactcgcaaaagcgtataaa

L LGKAWNAESHEVR REI KYRALAIKAYHK

753 gagcgccataacaaactgcacccagactatcggtactctcecgegcaagtcttcagagaagecgtggtggtaaccag

E RHNIKILHPDYRY S PRIKSSEI KRGS GNDQ

828 aggagcacgtcaacccaatccactcgatcggctgactcaccatcaaggtgaggtcgecggctatgccgageatttg
R S T S TQ S TR S ADSUP SR *

903 aacggagcaggaatctcatgtctcccacttcggtaacccttagcaggcgcagtccatctgcettcactggaagtaa

978 cgagataccgagaatgagtttgtaaatagcttcaaagggatcggataatacctggcgtcgaaacatgccaaccag

1053 aacaagcagcggatgatggtatcggcgaagtcggaatgttcatacatcatttctttgaggattctgatatggagg

1128 ccatgtagtcacttaacgccgcataaaagtcatcgtgattatggcgaagtggaaaaggacgccacgcectatgact

1202 gagccctcttccagtegetgectecagatgaatgttecgcatctecactecgtteccttetectttteteccgact

1278 ttccgagaggccggggacaaatgtagaacgacctgectgcatgatgggtcaaccacggttccaaaggatctgaaa

Figura 13: Predicao da sequéncia de aminoacidos referente ao gene MAT1-2 de C. sublineolum.
Sublinhado: Provavel cédon de inicio da tradugdo e de parada da tradugdo. Sublinhado duplo:

provaveis sinais de splicing dos introns. Aminoacidos sublinhados indicam a regiao HMG.
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A sequéncia do MAT1-2 de C. sublineolum, cuja ORF foi identificada na
regidao compreendida entre as bases 773 e 1620, foi alinhada as sequéncias do
MAT1-2 de C. graminicola (Vaillancourt, comunicagéo pessoal) e C. cereale (Crouch,
comunicagdo pessoal). Nesse alinhamento pode ser percebida uma grande
similaridade entre as sequéncias, principalmente na regiao que compreende a ORF
de MAT1-2, incluindo ai a regiao HMG que comeca na base 1292 e termina na 1517.
A jusante da ORF pode ser encontrado um grande gap de 31 pb que ocorre apenas
para C. sublineolum e pode ser uma peculiaridade que diferencia essa espécie de C.
graminicola e C. cereale. O aumento das diferengas nas sequéncias de uma espécie
em comparacdo com as outras fora da ORF de MAT1-2 pode respaldar a
necessidade da otimizacdo dos iniciadores desenhados com base nas sequéncias
das outras espécies de Colletotrichum para ser utilizados nas amplificagcdes das

regides de C. sublineolum.
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CARGGATCGCCARGCGCATGTCARGCAGATGGATCCTCAGAT TCAGAARCAARGGCATCTGTGAGT TTGCARGCATAGCTTCCTTCGACT-TCCCATCGET
CARGGATCGCCARGCGCATGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGAACARRGGCATCTGTGAGT TTACARGCATGGCGTCCTTCARCT-CCCCATCACT
CARGGALCGCCARGCGCALGTCARGCAGATGGATCCTCAGATcCAGARCARAGGCATCTGTGAGTETaCAAGCAT ggCLTCCTECEACT .cCCCATCECT

1401 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 14350 1500
I |
GACCCTTTGCACAGCGCAACTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGT TCGGGARRAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARAGAGCGE
GACCCTT-TCACAGCGCAGCTTCTGGGTARAGCCTGGARTGCTGAGTCCCATGAGGTTCGGGARARATACAGGGCAC TCGCARARGCGTACAARGAGLGL
GACCTTT-GCATAGCGCGGATCCTGGGTARRGCCTGGAATGLCGAGTCCCACGAGGT TCGAGARARGTACAGGGCACTCGCARARGCATACARAGAGCGC
GACCcTT.gCAcAGLGLagcTECTGGGTARAGCCTGGAATGCcGAGTCCCACGAGGTTCGGARARAT AcAGGGCACTCGCARARGC ¢ TACARAGAGCGC

45
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1501 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1530 1600
1 1
HatCz CATARCAARCTGCACCCAGACTATCGGTACTCTCCGCGCARGTCTTCAGAGARGCGTGGTGG TARCCAGAGGAGCACGTCARCCCAARTCCACTCGATCGG
HatCg CATAACAARCTGCACCCGGACTATCGCTACACTCCGCGCARACCATCAGAGAAGCGTGGTGGTAACCGARGGAGCGTGTCARCCCARTCTGCTCGATCGE
HatCc CATARCAARCTGCACCCGGACTATCGGTACACTCCGCGCARGCCTACAGAGARGCGCGGTGGTATCCGGAGAAGCGTATCAGCCCAARTCCGCTCGATCGC
Consensus CATARCARACTGCACCCgGACTATCGgTACACTCCGCGCARgcCLECAGAGAAGCGLGGTGGTAACCggAGEAGCgtg TCAACCCARTCcgCTCGATCGg

1601 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
1 1
HatCz CTGACTCACCATCAAGGTGAGGTCGCGGCTATGCCGAGCATTTGAACGGAGCAGGAATCTCATGT=CTCCCACTTCGGTAARCCCTTAGCAGGCGCAGTCC
HatCg TCGACTCATCACCGAGGTGAGGTCGCGGCGATTCCCGGCGTTTGAACGGAGCAAGAATGACATATACCCCTACTTCGACGACCCGCAGCGGGCGCGGTCT
HatCc CCGACTCGCCATCAAGATGAGGTCGCGGCGATGCCCARCGTTTGAACGGAGCAGGAAARCCATGT-CCACTACTTCGGTARACCGTGGCAGGCACGATAA
Conzensus ccGACTCacCALCaAGg TGAGGTCGCGGCgATgCCocagle TTTGAACGGAGCAgGAAL , ,CATeT, CocCLACTTCGetaAcCCet aGLaGGleleeTe,

1701 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
1 1
HatCz ATCTGCTTCAC-TGGAAGTAACGAGATACCGAGAATGAGTTTGTAAATAGCTTCAAAGGGATCGGATAAT=--ACCTGGCGTCGARACATGCCARCCAGAA
HatCg ACCTGCTTTACCATG-AGTARCGAAATACCARGAATGAGTTTTTAAATAGCTTCAAAGGGGCCGGGCGAT--GCCTGTTGTCGARACCTGTCATCCAGAA
HatCc TCCTGCTTTACCAGGGAATARCGATATTCAGAGAATGTACTTGTAAATAGCTTCAAAAGGGTCGGGTGATATGCCTGTTGTCGAGATATGT TACCARAARA
Conzensus acCTGCTTEACcagG, AgTAACGA ,ATaCcgAGAATGagk TTeTAARATAGCTTCARAgGGEL CGGetgAT, , gCCTGELGTCGAaACaTGREcA, CcAgAA

1801 1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1830 1300
1 1
HatCs -CAAGCAGCGGATGATGGTATCGGCGAAGTCGGAATGTTCATACATCATTTCTTTGAGGATTCTGAT AT
HatCg -TARGCAGCGCATTATGGTTTCGGCGARGTCGCARTGTTCATACATCATTTCTTTGAGGCCT TGTGTAGCGCARAGGCCGCTATTTGGATTAGCTAGTAT
HatCc ATARGCAGCGGAGGATGGTGTCGGTTARGTCATGATGTTCACATATCATTTCTTTGAGGCCTCTTATGGCGCARAAGCCGCTACGTGGAT--——-| AGTAT

Conzensus ,bARGCAGCGgALgATGGT, TCGGegAAGTCy, aATGTTCALACATCATTTCTTTGAGGecTekbal , gegeaaa, gocpcta, bopat, ., . . astAT

1901 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
1 1
HatCz GGAGGCCATGTAGTCACTTARCGCCGCATARAAGTCATCGTGATTATGGCGAAGTGGARRAGGACGCCACGCCTATGACTGAGCCCTCTTCCAGTCGLTG
HatCg GGARGCCATGCAGTCACTCARCGCCGCAT-AAGACCATCGTGATTACAACATAGTGGAGCARGACGCCGTGCCTATGACTGATCCCTCTTCCAGTCACTG
HatCc GGARGCGTTTCAGTCACTCARCGCCGCATGARAACCATCGCGATTACGACGAAGGGGAGCARGACGCCACGCCTATGACTGATCCTTTTTCCAGTCGCTG
Conzensus GGAaGCcaTgcAGTCACTcAACGCCGCAT ,ARaacCATCGEGATTAcgalgafGtGGAgcAaGACGCCacGCCTATGACTGALCCeTeTTCCAGTC2CTG

2001 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
1 1
HatCs CTCCAGATGARTGTTCCGCATCTCCACTCCGTTCCCTTCTCCTTTTCTCCCGACTTTCCGAGAGGLCGGGGACARATGTAGARCGACCTGCCTGCATGAT
HatCg CTCCAGATGARRGTTCCACATCTCCATTCCGTTCCCTTCTCCTTTTGTCCCGATTGTCCGAGAGGCCGGGCGCARATGTAGAACGACCTGCCTGCATGAT
HatCc CTCCAGATGARTGTCCCGCATCTCCACTCCGTTCCCTTCTCCTTTTCTCCCGACTTTCCARGAGGCCGGGGGCARATGTAGAATGACCTGCCTGCATGAT
Consensus CTCCAGATGAALGTECCgCATCTCCAcTCCGTTCCCTTCTCCTTTTeTCCCGACTETCCgAGAGGCCGGG2gCARATGTAGARCGACCTGCCTGCATGAT

Figura 14: Alinhamento das sequéncias do MAT1-2 de C. sublineolum (Cs), C. graminicola (Cg) e C.
cereale (Cc). Realizado no programa MultiAlin (Corpet, 1988). Em vermelho as bases comuns para as
trés espécies, em azul as bases comuns para duas espécies, em preto bases singulares para as trés
espécies e (-) representa gap na seqiéncia. Abaixo de cada alinhamento é mostrada a sequiéncia

consenso para as trés espécies.

As sequéncias protéicas de MAT1-2 de C. sublineolum e C. graminicola
obtidas foram alinhadas no programa ClustalX2.0.3. Esse alinhamento mostrou a
grande similaridade entre as sequéncias de aminoacidos, 90,38%. Sendo que 5,02%
(12 de 238 aminoacidos) representam substituicbes por aminoacidos com
caracteristicas quimicas semelhantes, o que acarretaria uma menor possibilidade de
diferenga estrutural e funcional da proteina. A regido HMG encontra-se na posi¢céo
de 149 a 203. Dentro dessa regido ha apenas uma diferenga de C. sublineolum para
C. graminicola, a posi¢cdo 156 ha a substituicdo de uma histidina por uma glutamina
0 que provavelmente ndo deve causar grandes variagdes na estrutura terciaria da

proteina.
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rMatCs
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Figura 15: Alinhamento das sequéncias protéicas de 238 aminoacidos referentes a MAT1-2 de C.
sublineolum e C. graminicola, realizado no programa ClustalX2.0.3, utilizando a matriz pam120 com
0s parametros gap opening e gap extension de 11 e 4 respectivamente. (*): Aminoacido conservado,
(:) substituicdo por aminoacidos com caracteristicas quimicas similares e (.) indica substituicdo neutra
de aminoacidos, as cores representam grupos de aminoacidos estabelecidos da seguinte forma:
Laranja: GPST, Vermelho: HKR, Azul: FWY, Verde: ILMV.

4.4 Estudo das Regibdes Flanqueadoras de MAT1-2

Foram necessarios varios passos para otimizar a reagao de
amplificacdo com os iniciadores recebidos através da colaboragdo com os
pesquisadores Jo Anne Crouch e Dr. Bradley Hillman. Segundo eles, apenas as
reacdes para os pares de iniciadores referentes ao MAT e a W1 estavam otimizadas
para C. cereale e nenhum deles havia sido otimizado para C. sublineolum. Para
otimizar a reagcdo de PCR para as regides flanqueadoras foi realizada PCR com
gradiente de temperatura para cada par de iniciadores, assim como uma reagao
para estabelecer a concentragdo de DNA mais adequada. Reagbes com adjuvantes
também foram testados nas reagdes: foi usado DMSO a 5%, a BSA a 100 ug/ml e
gelatina a 0,2%. A melhor condicdo foi estabelecida com a temperatura de

anelamento de 55°C, com o tampéo 10 do Opti-Prime™ PCR Optimization Kit da
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Stratagene, com 50ng de DNA gendmico por reagao (20uL) e com o uso da gelatina
a 0,2% como adjuvante. Porém, bandas inespecificas continuaram presentes e em

algumas reagdes nao foi possivel obter o produto do tamanho esperado.

Na Figura 16 estao representados os produtos das amplificagdes das regides
W1 e W2 que deveriam corresponder a bandas de 948 pb e 853 pb,
respectivamente. O fragmento gerado com os iniciadores da regiao W1, por

apresentar o tamanho esperado, foi entao submetido a clonagem e sequenciamento.

1000bp
850bp —>

Figura 16: Gel mostrando bandas referentes a amplificagdo das regides flanqueadoras W1 e W2 do
MAT1-2 visualizadas em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo sob luz UV. 1. Marcador
de Peso Molecular 1Kb Plus (Invitrogen); 2. branco W1; 3. W1 do Isolado 24; 4. W1 do Isolado 06; 5.
branco W2; 6. W2 do Isolado 24; 7. W2 do Isolado 06. Seta branca: Amplicon de tamanho

correspondente ao esperado.

A Figura 17 mostra os produtos das PCRs para as regides W3 (972 pb), W4
(752 pb) e W5 (896 pb). Com esses pares de iniciadores houve amplificagcao
inespecifica. Ainda assim, das trés regides, uma banda de tamanho esperado

(indicada na figura) com os iniciadores W3 foi clonada e sequenciada. As demais
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reacdes nao produziram bandas com o tamanho esperado mesmo depois de muitas

tentativas de otimizacéao.

1 23 45 6 78 9 10

2000bp
1650bp

1000bp
850bp

Figura 17: Bandas referentes a amplificacdo das regides flanqueadoras W3, W4 e W5 do MAT1-2
visualizadas em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo sob luz UV. 1. Marcador de Peso
Molecular 1Kb Plus (Invitrogen); 2. branco W3; 3. W3 do Isolado 24; 4. W3 do Isolado 06; 5. branco
W4; 6. W4 do Isolado 24; 7. W4 do Isolado 06; 8. branco W5; 9. W5 do Isolado 24; 10. W5 do Isolado

06. Seta branca: Amplicon de tamanho correspondente ao esperado.

As reagdes com iniciadores das regides W6, W7 e W8 também produziram
bandas inespecificas. Um gel com os produtos das amplificacbes das regides W6,
W7 e W8, esta representado na Figura 18. A reagcdo de W6 que deveriam resultar
em bandas de 998 pb, ndo produziu amplificagdo alguma. Produtos de tamanhos
esperados ocorreram apenas para W7 e W8, de aproximadamente 800 pb. Os

produtos de W7 e W8 foram clonados e sequenciados.
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Figura 18: Bandas referentes a amplificacdo das regides flanqueadoras W6, W7 e W8 do MAT1-2
visualizadas em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo sob luz UV. 1. branco W6; 2. W6
do Isolado 24; 3. W6 do Isolado 06; 4. branco W7; 5. W7 do Isolado 24; 6. W7 do Isolado 06; 7.
branco W8; 8. W8 do Isolado 24; 9. W8 do Isolado 06; 10. Marcador de Peso Molecular 1Kb Plus

(Invitrogen);. Seta branca: Amplicon de tamanho correspondente ao esperado.

Os iniciadores das duas ultimas regides que foram amplificadas - W9 (830 pb)
e W10 (801 pb) - também produziram bandas inespecificas (Figura 19). Somente a
PCR para a regiao W10 resultou em uma amplificagdo com tamanho préoximo do que
era esperado. A banda foi isolada do gel, purificada, e entdo foi clonada e o DNA

sequenciado.
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iVa' s & 5 6

Figura 19: Bandas referentes a amplificacdo das regides flanqueadoras W9 e W10 do MAT1-2
visualizadas em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo sob luz UV. 1. branco W9; 2. W9
do Isolado 24; 3. W9 do Isolado 06; 4. branco W10; 5. W10 do Isolado 24; 6. W10 do Isolado 06; 7.
Marcador de Peso Molecular 1Kb Plus (Invitrogen);. Seta branca: Amplicon de tamanho

correspondente ao esperado.

A banda referente aos produtos da PCR para algumas regides flanqueadoras
foi purificada do gel de agarose, e o DNA foi clonado e sequenciado, como é o caso
dos amplicons de W1, W3, W7, W8 e W10. Excetuando-se a regiao W1, que sera
tratada com maiores detalhes posteriormente, as sequéncias obtidas para W3, W7,
W8 e W10 nao apresentaram similaridade com nenhuma sequéncia do Genbank e
nao permitiram nenhum tipo de sobreposi¢cao na tentativa de se formar algum contig.
Essa dificuldade na obtencdo de bandas unicas pode ser explicada pelo fato da
metodologia adotada neste projeto ser diferente da adotada por Crouch na obtengao
de sequUéncias das regides flanqueadoras do MAT1-2 de C cereale, pois essa
pesquisadora realizou as PCRs utilizando como molde um cosmideo e ndo o DNA
genbmico que pode trazer a PCR maiores complicagdes como foi o caso do

aparecimento de bandas inespecificas. Além disso, 0 organismo estudado nesse
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projeto, C. sublineolum, é de espécie distinta da que serviu como base para o

desenho dos iniciadores, o C. cereale.

4.5 Andlise da Variabilidade Genética de C. sublineolum

A variabilidade genética pode indiretamente ser uma evidéncia para
reproducdo sexual, indicando, por exemplo, possiveis pares para acasalamento. A
possibilidade de se usar genes com diferentes pressdes seletivas se apresentou
como uma boa oportunidade para que fossem analisados os isolados brasileiros de
C. sublineolum e para que assim se pudesse inferir sobre a estrutura genética
dessas populagdes. A descoberta da regido W1 (Crouch, comunicagéo pessoal) e a
indicacdo da boa resolucdo para se diferenciar os isolados de C. cereale abriu a
possibilidade de se usar a regido W1 como uma ferramenta de analise da
variabilidade genética também em C. sublineolum. A regido do rDNA (incluindo as
ITS) resulta na caracterizagdo dos isolados até na classificagdo da espécie. Essa
regido é amplamente utilizada em estudos da diversidade de comunidades de solos
e de identificacdo e diferenciagdo de fungos patogénicos (Anderson & Cairney,
2004; Du et al.,2005). Ja a regiao HMG do gene MAT 1-2 mostrou maior resolugéo
que a regiado ITS para as espécies de Colletotrichum (Du et al., 2005). Foi decidido
para este estudo analisar as trés regides que poderiam indicar o nivel de
variabilidade dos isolados de C. sublineolum, comparando-as entre si para verificar

aquela que forneceria melhores informacgdes sobre variabilidade intraespecifica.



53

4.5.1 Analise de Variabilidade da Regiao W1

Como informado ao nosso grupo de trabalho por J.A. Crouch, a regiao W1 foi
caracterizada como uma boa regido para diferenciar intraespecificamente os
isolados de C. cereale. Com a expectativa que essa diferenciacao fosse possivel
também para os isolados de C. sublineolum foi realizada a PCR da regiao W1 de
todos os isolados de C. sublineolum. Uma banda de aproximadamente 948 pb foi
obtida para todos os isolados, como ilustrado em uma das PCRs na Figura 20 que

representa o resultado obtido com a amplificagao da regido W1 de alguns isolados.

Isolados
17
2
6
1KbPlus

AN
(<]
—

1000 pb

~948 pb—» 850 pb

Figura 20: Gel mostrando bandas referentes a amplificacdo da regiao W1 de aproximadamente 948

pb visualizadas em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo sob luz UV.

Além dos DNAs dos isolados de C. sublineolum, os DNAs da linhagem CA de
C. cereale e os DNAs dos quatro isolados de C. graminicola foram utilizados na
PCR. A PCR com o DNA de C. cereale resultou na banda esperada de 948 pb, mas
a PCR com o DNA dos quatro isolados de C. graminicola ndo apresentou nenhuma

amplificagcdo, nem mesmo quando a temperatura de anelamento foi diminuida para

50°C.
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Para a anadlise da sequéncia da regiao W1 10 isolados foram selecionados
(01 e 32 de Jardindpolis-SP, 51 de Ipiagu-MG, 223 e 217 de Sete Lagoas-MG, 06 e
24 de Pelotas-RS e 176, 156 e 182 de Guaira-SP) e os produtos gerados foram
sequenciados. Além desses isolados, o DNA da linhagem CA de C. cereale, cedida
por Crouch, foi sequenciada. Nao foi possivel comparar essas sequéncias com as
sequéncias de C. graminicola pois nao houve amplificagdo para essa regiao nessa

espécie. O alinhamento das sequéncias obtidas € mostrado na Figura 21.



217/5etelagoas-HG
156/Guaira-5P
182/Guaira-5pP
223/5etelagoas-HG
01/ Jardinopolis-5P
h1/Ipiacu-HG
176/Guaira-5pP
06/Pelotas-RS
24/Pelotas-RS

32/ Jardinopolis-5P
C.cereale-CA
Conzensus

217/5etelagoas=-HG
156/Guaira=-5P
182/Guaira=-5P
223/5etelagoas=-HG
01/ Jardinopolis=5P
hl/Ipiacu=-HG
176/Guaira=-5P
06/Pelotas-RS
24/Pelotas-RS

32/ Jardinopolis=-5P
C.cereale-CA
Consensus

217/5etelagoas=-HG
156/Guaira=5P
182/Guaira=-5P
223/5etelagoas=-HG
01/ Jardinopolis=5P
51/Ipiacu-HG
176/Guaira-5P
06/Pelotas-RS
24/Pelotas-RS

32/ Jardinopolis-5P
C.cereale-CA
Consensus

217/5etelagoas-HG
156/Guaira-5P
182/Guaira-5P
223/5et.eLagoas-HG
o1/ Jardinopolis-5P
51/Ipiacu-HG
176/Guaira-5P
06/Pelot.as—RS5
24/Pelot.as-RS5

32/ Jardinopolis-5P
C.cereale-CA
Consensus

217/5etelagoas-HG
156/Guaira-5P
182/Guaira-5P
223/5etelagoas-HG
01/ Jardinopolis-5P
b1/Ipiacu-HG
176/Guaira-5P
06/Pelotas—RS
24/Pelotas—RS

32/ Jardinopolis-5P
C.cereale-CAH
Consensus

217/5etelagoas-HG
156/Guaira=5P
182/Guaira-5pP
223/5etelagoas-HG
01/ Jardinopolis-5P
h1/Ipiacu-HG
176/Guaira-5pP
06/Pelotas-RS
24/Pelotas-RS

32/ Jardinopolis-5P
C.cereale-CA
Conzensus
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1 10 20 30 40 50 60 20 g0 90 100
1 1
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATCAGCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATCAGCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATCAGCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATCAGCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATCAGCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCAATGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATC-GCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATC-GCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATC-GCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATC-GCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
ATCGCTCAGTATTCACGGTTACATCGTTTGGTCATC-GCTTCTGATCAGCTCGCCAGGCARTGTTCGAAA-CCTTRGAGGCGEATATTGTGGTTATGCAR
CTTGATTTGTACTTGCCTTTGTTCCAGCATGTAAACATGCCCAGCCGTGTAGGATGGGAGATTTTCGAAATCCGTGACGCARACTATAGTARTTATGCAR
alcbeTecaGTALTeaCggTTacatCgbtbghTeAt CagebbCtGatcalbct cGecalGecaATgTTCGAAA.CCE TGgaGgeggaTATEGT g TTATGCAR

101 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
1 I
GRARRCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARRGGTGAGCCTA
GRARRCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARRGGTGAGCCTA
GRRRCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARRGGTGAGCCTA
GARRCCAGGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARRGGTGAGCCTA
GRARRCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARRGGTGAGCCTA
GRARRCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARRGGTGAGCCTA
GRARRCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARRGGTGAGCCTA
GRARRCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARRGGTGAGCCTA
GAARCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARAGGTGAGCCTA
GARRCCAAGATTCAGAGAARAGATTTGCGTGATGACATGGTTCTCGTCCCCGGCTGGGACGTTGTTTTCAGCCTACCARAACACARGARAGGTGAGCCTA
GAGACCARGATCCAGCGTARARGACCTTCATGACGACATGGTTCTCGTCCACGGCTGGGACGTAGTTTTCAGCTTGCCARAACACARGARAGGTAAGCTTG
GRaACCARGATLCAGaGaARRGALL TgCeTGALGACATGGTTCTCGTCCcCGGCTGEGACGTEGTTTTCAGCc TaCCARAACACARGAARGGT¢AGCCTa

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
1 I
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
TCCGACTTTGGACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGTGACATGCTGCCCGATCCGCGCCGA
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
TCCGACTTTGAACGGGTGGGTGTGACCTGACTCACCGGACAGGATACTCTGGTGTCGTARTATACACACGCARCGLGACATGCTGCCCARTCCGCGCCGA
CGLTGTTTTGGACGGGTAGACGTGATCTARTTTGTCGGACAGGATACTCCGGTGTCGCTATATACACCCGCARCGCAACATGCTGCCCGATCCGCGCCGA
tcCgacTTTGaACGGGTghgt GTGACCTgAcTcacCGGACAGGATACTCLGATGTCGLaATATACACACGCARCGCgACATGCTGCCCAATCCGCGCCGA

301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
1 |
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGCGACCTGLCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGCGACCTGLCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGLGACCTGLCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGLGACCTGLCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGLGACCTGLCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGLGACCTGLCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGLGACCTGLCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARAGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGLGACCTGLCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGLGACCTGCCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGARGGCATTACGGGCATTCTCCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGCTTTCGLGACCTGCCCGAGACCCAGCAGAT TGGCGGCTACCCGLGACCTGACCAR
GGAGGGCATTACGGGCATTCTACCGGCCCCCARTTCCTCGACTAGTTTTCGCGATCTGLCCGAGGCTCAGCAGATCGGCGGCTACCCGLGACCGGACCAR
GGRaGGCATTACGGGCATTCTcCCGGCCCCCARTTCCTCCACTAGETTTCGLGACCTGLCCGAGaCcCAGCAGATEGGCGGCTACCCGLGACCLGACCAR

401 410 429 430 440 450 460 a70 480 490 500
1 |
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTACTTGGTGAAGTGGACGAGACAACGCTTGACTCCGAGGGCCGCTGCGTGGTGCTCGARTTCCCGGCCTTTGTCCTGATCGGARCCTACAGCCCGGCCA
CTTCCCGGCGAGGTGGACGAGGCCACGCTCGACTCCGAGGGCCGCTRLGTGGTCCTAGAGTTCCCGGCCTTTRTCCTGATCGGCACCTACAGCCCAGCCA
CTaCttGGtGAaGTGGACGAGACaACGCTEGACTCCGAGGGCCGLTRLGTGGTgCTecGRaTTCCCGGCCTTTRTCCTGATCGGAACCTACAGCCCgGCCA

501 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
1 I
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTARL
CGLGCGACTCCTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCARCGCTCTCGACGCGAGGGTGCGGARCCTCATGLL GGCGGGGARRCAGGTCATCCTARL
CGCGTGATTCRTCCCGCGACGATTTCCGGCTCGGGTACCTCAGCGCTC TCGACGCGCGAGTGCGGARCCTCATGAL GGCGGGEGARRCAGGTCATCCTGAL
CGLGeGAeTCeTCCCGCGACGATTTCCGGETCGGGTACCTCAACGCTCTCGACGLGaGGTGCGGARCCTCGTGAL GGCGGGEGAARCAGGTCATCCTAAC




217/5etelagoas-HG
156/Guaira=-5P
182/6Guaira-5P
223/5et.eLagoas-HG
01/ Jardinopolis=5P
51/Ipiacu-HG
176/Guaira=-5P
06/Pelotasz-RS
24/Pelotas-RS

32/ Jardinopolis-5SP
C.cereale-CA
Consensus

217/5eteLagoas-HG
156/Guaira-5SP
182/Guaira-5P
223/5etelagoas-HG
01/ Jardinopolis-5P
51/Ipiacu-HG
176/Guaira-5P
06/Pelotas-R5
24/Pelotas-RS

32/ Jardinopolis=-5P
C.cereale-CA
Consensus

217/5etelagoas-HG
156/Guaira-5P
182/Guaira-5P
223/5eteLagoas-HG
01/ Jardinopolis-5SP
51/Ipiacu=-HG
176/Guaira=-5P
06/Pelotas-RS
24/Pelotas-R5

32/ Jardinopolis=-5P
C.cereale-CA
Consensus

Figura 21: Alinhamento das seqiiéncias da regido flanqueadora W1 do gene MAT1-2 realizado no
programa MultiAlin (Corpet, 1988). Em vermelho as bases comuns para as trés espécies, em azul as
bases comuns para duas espécies, em preto bases singulares para as trés espécies e (-) representa

gap na sequéncia. Abaixo de cada alinhamento € mostrada a seqiiéncia consenso para as duas

espécies.

As sequéncias da regido W1 dos isolados de C. sublineolum quando
comparadas entre si apresentaram pouca variacdo. Essa diferenca acentuou-se
significativamente quando se comparou as sequéncias de C. sublineolum e C.

cereale. Com essas sequéncias foi gerada a arvore utilizando o algoritmo NJ com
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601 610 620 630 640 650 BB 670 680 690 200
1 1
TGGAGATTTGARTGTGATTCGTGAAGAGAGGGACACATGTARTATCAGGGAGGCACTGCGTAAAGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGARTGTGATTCGTGAAGAGAGGGACACATGTARTATCAGGGAGGCACTGCGTARAGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGARTGTGATTCGTGAAGAGAGGGACACATGTARTATCAGGGAGGCACTGCGTARAGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGAARTGTGATTCGTGAAGAGAGGGACACATGTAATATCAGGGAGGCACTGCGTARRGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGARTGTGATTCGTGACGAGAGGGACACATGTARTATCAGGGAGGCACTGCGTAAAGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGARTGTGATTCGTGAAGAGAGGGACACATGTARTATCAGGGAGGCACTGCGTAAAGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGARTGTGATTCGTGAAGAGAGGGACACATGTARTATCAGGGAGGCACTGCGTAAAGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGARTGTGATTCGTGAAGAGAGGGACACATGTARTATCAGGGAGGCACTGCGTARAGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGARTGTGATTCGTGAAGAGAGGGACACATGTARTATCAGGGAGGCACTGCGTARAGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGATTTGAATGTGATTCGTGACGAGAGGGACACATGTAATATCAGGGAGGCACTGCGTARRGARGGTATGTCGGTAGAGGAGT GGATGAGGATGCCA
TGGAGACTTGARTGTAATTCGTGACGAGATGGACACGTGTARCGT TCGGGAGGCACTGLGTAAGGAGGGCATGTCGGTAGARGAGT GGATGGAGATGLLG
TGGAGAETTGARTGTgATTCGTGAcGAGAgGGACACaTGTAAL aTeaGGGAGGCACTGLGTAAaGAaGGEATGTCGGTAGAZGAGTGGATGagGATGLC A

01 710 720 730 740 750 760 70 780 790 800

1 |
AGTCGGCGGCTGTTCARCCATCTTGTCTTTGATGGACARGTCGCCGGTGARAGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGARTAT
AGTCGGCGGCTGTTCAACCATCTTGTCTTTGATGGACARGTCGCCGGTGARRGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGAATAT
AGTCGGCGGCTGTTCAACCATCTTGTCTTTGATGGACARGTCGCCGGTGARRGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGAATAT
AGTCGGCGGCTGTTCAACCATCTTGTCTTTGATGGACARGTCGCCGGTGARRGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGAATAT
AGTCGGCGGCTGTTCAACCATCTTGTCTTTGATGGACAAGTCGCCGGTGARAGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGAATAT
AGTCGGCGGCTGTTCARCCATCTTGTCTTTGATGGACARGTCGCCGGTGARAGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGARTAT
AGTCGGCGGCTGTTCARCCATCTTGTCTTTGATGGACARGTCGCCGGTGARAGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGARTAT
AGTCGGCGGCTGTTCAACCATCTTGTCTTTGATGGACARGTCGCCGGTGARRGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGGATAT
AGTCGGCGGCTGTTCAACCATCTTGTCTTTGATGGACARGTCGCCGGTGARRGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGGATAT
AGTCGGCGGCTGTTCAACCATCTTGTCTTTGATGGACAAGTCGCCGGTGARAGGGATGARGGACGAGAGACACCAGTGCTTTACGACCTGACGCGAATAT
AGTCGGCGGTTGTTTAACCATCTTGTCTTTGATGGACAAGT TGCCGGTGARRGGGACGARGGCCGAGAGACGCCTGTACTTTACGACCTGACGCGAATCT
AGTCGGCGGeTGTTcARCCATCTTGTCTTTGATGGACARG TCGCCGGTGARAGGGALGARGGACGAGAGACACCAGT¢CTTTACGACCTGACGCGaATaT

a01 a10 a20 830 840 844
1 I
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGCTGGACACAAAAR
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGCTGGACACAAAAR
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGC TGGACACARARA
TCCACCCCACAAGACTGGGCATGTTTACATGCTGGACACARARA
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGCTGGACACAAAAR
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGCTGGACACAAAAR
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGCTGGACACAAAAR
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGCTGGACACAAAAR
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGC TGGACACARARA
TCCACCCCACARGACTGGGCATGTTTACATGCTGGACACAAAAR
CCCATCCTACACGGCTGGGCATGTTTACATGCTCATCACAAAAR
ECCAcCCcACAaGaCTGGGCATGTTTACATGC TggaCACAARAAR

1000 repeticdes e bootstrap (mostrada na Figura 22).
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g3 W1-06/Pelotas-RS
-|W1-24.-"F'E|DtES-RS

- WH1-223/Setelagoas-MG

W1-182/Guaira-SF

[1W1-51/piacu-MG

W1-176/Guaira-SF
W1-156/Guaira-SF

’7 W1-217Setelagoas-MG

l WA1-324Jardinopolis-SP

WH1-01Mardinopolis-SP

WH1-Colletotrichumcereale-CA

—
n.oz2

Figura 22: Arvore gerada com as seqiiéncia da regido W1 pelo algoritmo NJ com 1000 repeticdes de

bootstrap.

Nessa arvore, pode-se perceber nitidamente a separacao de C. cereale dos
isolados de C. sublineolum. Outro ponto que se destacou foi o agrupamento dos
isolados de Pelotas-RS por um Bootstrap de 63%. Isso pode ser um reflexo da maior
separagao geografica dos isolados de Pelotas-RS quando relacionados aos demais
isolados que se concentram na regiao sudeste.

As sequéncias da regiao W1 de C. sublineolum foram submetidas ao Blastn e
apresentaram alta similaridade com a sequéncia do gene de DNA liase de Beauveria
bassiana (eValue=5e-41 e 66% de identidade). Essa ORF de DNA liase ja havia sido
encontrada em C. cereale por Crouch (dados ndo publicados) e em C. graminicola
por Du (2002).

Para analisar comparativamente a sequéncia da proteina cogitada para a
regiao W1 foi realizado o Blastx da sequéncia e entdo se obteve sequéncias de DNA
liase depositadas no GenBank de espécies proximas a C. sublineolum e de

espécies modelo para fazer um alinhamento que € mostrado na Figura 23.
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N.crassa
M.graminicola

Figura 23: Alinhamento da ORF traduzida encontrada na regido W1 de C. sublineolum com
sequéncias de DNA liase das espécies Giberella zeae (numero de acesso: XP_389065), N. crassa
(numero de acesso: XP_964325.2) e Mycosphaerella graminicola (nimero de acesso: AAL30835.1),
realizado com o programa ClustalX2.0.3, utilizando a matriz pam120 com os parametros gap opening
e gap extension de 11 e 4 respectivamente. (*): Aminoacido conservado, (:) substituicdo por
aminoacidos com caracteristicas quimicas similares e (.) indica substituicdo neutra de aminoacidos,
as cores representam grupos de aminoacidos estabelecidos da seguinte forma: Laranja: GPST,
Vermelho: HKR, Azul: FWY, Verde: ILMV.

4.5.2 Analise de Variabilidade da Regiao HMG

Para se analisar e comparar os dados obtidos com o sequenciamento da
regidao W1, foi realizado o seqlienciamento da regido HMG do MAT1-2, sabidamente
bastante conservada e capaz de diferenciar as espécies de Colletotrichum (Du et al.,
2005). De todos os isolados de C. sublineolum amplificados, os dez que foram
analisados para a regidao W1, foram também selecionados para o sequenciamento
da regiao HMG: 01 e 32 de Jardindpolis-SP, 51 de Ipiagu-MG, 223 e 217 de Sete
Lagoas-MG, 06 e 24 de Pelotas-RS e 176, 156 e 182 de Guaira-SP. O
sequenciamento do produto de PCR obtido na amplificagcao da regido HMG do gene
MAT1-2 permitiu a comparagao das sequéncias dos 10 isolados com sequéncias

dessa regiao de outros fungos ascomicetos depositadas no GenBank. Os resultados
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obtidos nos seqlenciamentos foram submetidos ao Blastn e correspondiam a regiao
HMG do MAT1-2 de C. sublineolum (numero de acesso: DQ002866.2, identidade de
~98%; eValue ~8e-60). Todas essas dez sequéncias foram alinhadas juntamente
com as sequéncias da regiao HMG do MAT1-2 de G. graminicola, (numero de
acesso: DQO002858) (Figura 24). As sequéncias dos isolados de C. sublineolum
apresentaram uma homologia superior a 99,09%, pois nas sequéncia de 220 pb
apenas 2 pb diferenciaram-se, nas posicées 108 e 113. Nao houve diferenga quando
se comparou a sequéncia do HMG de C. sublineolum depositada no GenBank com
seis sequéncias dos isolados brasileiros. A similaridade encontrada entre C.
sublineolum foi 91,36%, uma maior diferenga foi encontrada na analise entre os
isolados de C. sublineolum e C. cereale na qual a similaridade foi de 90,90%. Isso
demonstra a alta similaridade dessa regidao quando se analisa a sequéncia de DNA

até mesmo entre espécies.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 111

217 /Setelagoas-HG
223/5Setelagoas-HG
176/Guaira-5P
182/Guaira-5P
Csublineolun512,001
32/ Jardinopolis-5SP
156/Guaira-5P
51/Ipiacu-HG
24/Pelotas—RS
06/Pelotas-RS

01/ Jardinopolis=-SP
CcerealePA-5211
GgraninicolaHlS,001
Consensus

217 /Setelagoas-HG
223/5Setelagoas-HG
176/Guaira—-5P
182/Guaira-5P
Csublineolun512,001
32/ Jardinopolis-SP
156/Guaira-5P
51/Ipiacu-HG
24/Pelotas—RS
06/Pelotas—RS

01/ Jardinopolis=-SP
CcerealePA-5211
Ggraninicolal5, 001
Consensus

1 1
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCAARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCGCTGA
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCAARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCGCTGA
TCTCTACCGCAAGGACCGCCARGCGCARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCGCTGA
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCAARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCGCTGA
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCAARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCGCTGA
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCGCTGA
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCGCTGA
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCCCTGA
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCCCTGA
TCTCTACCGCAAGGACCGCCARGCGCARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCCCTGA
TCTCTACCGCARGGACCGCCARGCGCARGTCARGCAGATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGTATCTGTGAGTATACARGCATGACTTCCTGCGACTTCCCCATCCCTGA
TCTCTACCGCARGGATCGCCARGCGCATGTCARGCARATGGATCCTCAGATCCAGARCARAGGCATCTGTGAGTTTTCARGCATGGCTTCCTTCARCT-CCCCATCACTGA
TCTCTACCGCAAGGATCGCCARGCGCATGTCARGCAGATGGATCCTCAGATTCAGARCARAGGCATCTGTGAGTTTGCARGCATAGCTTCCTTCGACTTCCC-ATCGCTGA
TCTCTACCGCARGGALCGCCARGCGCALGTCARGCAgATGGATCCTCAGATcCAGARCARAGGCATCTGTGAGTET ,CARGCATggCTTCCTECEACTECCCcATCCTGA
112 121 131 141 151 161 171 181 191 220

201 211

I I
CCTTTGCACAGCGCARCTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGGGARAAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARAGAGCGCCATARCARRCTG
CCTTTGCACAGCGCARCTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGGGARAAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARAGAGCGCCATARCARRCTG
CCTTTGCACAGCGCAACTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGT TCGGGARRAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARRGAGCGCCATARCARACTG
CCTTTGCACAGCGCARCTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGGGARAAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARAGAGCGCCATARCARRCTG
CCTTTGCACAGCGCARCTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGGGARAAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARAGAGCGCCATARCARRCTG
CGTTTGCACAGCGCARCTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGGGARAAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARAGAGCGCCATARCARRCTG
CGTTTGCACAGCGCAACTTCTGGGTARAGCATGGAATGCCGAGTCCCACGAGGT TCGGGARRAATATAGGGCACTCGCARRAGCGTATARRGAGCGCCATARCARACTG
CGTTTGCACAGCGCARCTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGGGARAAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARAGAGCGCCATARCARRCTG
CGTTTGCACAGCGCARCTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGGGARAAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARAGAGCGCCATARCARRCTG
CGTTTGCACAGCGCAACTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGT TCGGGARRAATATAGGGCACTCGCARARGCGTATARRGAGCGCCATARCARACTG
CCTTTGCACAGCGCARCTTCTGGGTARAGCATGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGGGARAAATATAGGGCACTCGCARARGCGTACARAGAGCGCCATARCARRCTG
CCTTTGCATAGCGCGGATTCTGGGTARAGCCTGGARTGCCGAGTCCCACGAGGTTCGAGARAAATACAGGGCACTCGCARRRGCATACARAGAGCGCCATARCARRCTG
CCCTTTCACAGCGCAGCTTCTGGGTARAGCCTGGARTGCTGAGTCCCATGAGGTTCGGGARAAATACAGGGCACTCGCARARGCGTACARAGAGCGCCATARCARRCTG
CekTTgCAcAGCGLage TTCTGGGTARAGCe TRGARTGCcGAGTCCCACGAGGT TCGgGARRAATACAGGGCACTCGCARARGC TAcARAGAGCGCCATARCARACTG

Figura 24: Alinhamento das sequéncias da regiado HMG do gene MAT1-2 realizado no programa
MultiAlin (Corpet, 1988). Em vermelho as bases comuns para as trés espécies, em azul as bases
comuns para duas espécies, em preto bases singulares para as trés espécies e (-) representa gap na

sequéncia. Abaixo de cada alinhamento € mostrada a sequiéncia consenso para as trés espécies.
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Com as sequéncias obtidas para a regiao HMG foi gerada uma arvore
utilizando o algoritmo NJ com 1000 repeticbes de bootstrap. A arvore (Figura 25)
mostra que o agrupamento das sequéncias de C. sublineolum se separa das
sequéncias de G. graminicola e C. cereale. Deve-se ressaltar que os isolados de
Pelotas-RS formaram um agrupamento definido dentro do agrupamento de C.

sublineolum, com este tipo de analise.

182/Guaira-3P

CsublineolumS12.001

217/Setelagoas-MG

176/Guaira-SP

g0 | ' 223/Setelagoas-MG
32/Jardinopolis-SP

1 156/Guaira-SP

Uty - 51/lpiacu-MG
?{ 06/Pelotas-RS
24/Pelotas-RS

— 01/Jardinopolis-SP
GgraminicolaMs. 001
CcerealePA-S211

—
0.om

Figura 25: Arvore gerada com as seqiiéncia da regido HMG do MAT1-2 pelo algoritmo NJ com 1000

repeticdes de bootstrap.

Foram usadas também as sequéncias protéicas da regido HMG de todos os
isolados de C. sublineolum que foram comparadas as sequéncias protéicas do HMG
de G. graminicola (numero de acesso: AF204961.1) e C. cereale (numero de
acesso: DQ663520). Como era de se esperar, essa regido se mostrou altamente
similar em todas as sequUéncias analisadas abaixo, aproximadamente 97% de

similaridade.
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Figura 26: Alinhamento da regido codificadora do HMG do MAT1-2 de C. sublineolum com
sequéncias de G. graminicola e C. cereale, realizado com o programa ClustalX2.0.3, utilizando a
matriz pam120 com os parametros gap opening e gap extension de 11 e 4 respectivamente. (*):
Aminoacido conservado, (:) substituigdo por aminoacidos com caracteristicas quimicas similares e (.)
indica substituicio neutra de aminoacidos, as cores representam grupos de aminoacidos
estabelecidos da seguinte forma: Laranja: GPST, Vermelho: HKR, Azul: FWY, Verde: ILMV.
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4.5.3 Analise da Variabilidade da Regiao ITS

Amplamente utilizada para analises de diversidade de microrganismos no
ambiente (Anderson & Cairney, 2004), a regido ITS pode também ser utilizada para
determinar a relagao filogenética de espécies de fungos e validar a analise de outras
sequéncias que possam, da mesma forma, determinar essa relagéo filogenética (Du
et al.,, 2005). A amplificagdo da regido ITS resultou no produto esperado de

aproximadamente 600 pb, como mostrado na Figura 27.
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Figura 27: Bandas referentes a amplificagdo da regido ITS de aproximadamente 600 pb visualizadas

em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo sob luz UV.

Os mesmos 10 isolados sequenciados para a regiao HMG e W1 tiveram a
regido ITS seqlienciada. As sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias de
C. sublineolum (numero de acesso: DQ003114.1), G. graminicola, anamorfa de C.
graminicola (numero de acesso: DQ003111.1)e G. tucumanensis, anamorfa de C.

cereale (numero de acesso: AY944753.1).
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GCCCTCCCGGCCGCGCCCTCCTCCTCOGGGAGGGGTCGCGGRCGCCCGCCGGAGGATARCCARACTCTGATTTARCGACGTTTCTTCTGAGTGGCACAAGE
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301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

1 1
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGCATTCTGELGGGCATGGCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGCACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGCATTCTGGLGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGCACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGCACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGCACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGCACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGCACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGCACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGCACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGRCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGLACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGRCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGLACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGRCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTTCGCTTGGTGTTGGGGLACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCTCCGCTTGGTGTTGGGGLCCT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGECGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCGGCTTGGTGTTGGGGLACT
ATCGARTCTTTGAACGCACATTGCGCCCGeCAGCATTCTGECGGGCATGeCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCAAGCLeeGCTTGGTGTTGEGGCACT

401 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
I I
ACGG=---TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGARCCTCCTTTGCGTARTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG=---TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGARCCTCCTTTGCGTAGTARCTARCGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG=---TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG=---TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG=---TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG=---TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG=---TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG-—-TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG-—-TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG-—-TTARCGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG-—-TTGACGTAGGCCCTCARARGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTARTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGGCGTACGTCGTAGGCCCTTARAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCTTG
ACGG-—-TCGACGTAGGCCCTTARAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTARCTARCGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCCTG
ACGG., . .bcGalGTAGGCCCTEARAZGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAgCCTCCTTTGCGTAgTARCTAACGTCTCGCATCGGGATCCGGAGGGACTCETG

501 510 520 530 540 550 560 571
I I
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CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCTARCTTTTARCTGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCARCTTTTTARCTGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCATAT
CCGTARAACCCCCACACTTTTT-CTGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCARAR
CCGTARAACCCCCaaacTTTTaaCTGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGARTACCCGCTGARCTTAAGCAL AL
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Figura 28: Alinhamento das sequéncias da regido ITS realizado no programa MultiAlin (Corpet,1988).
Em vermelho as bases comuns para as trés espécies, em azul as bases comuns para duas espécies,
em preto bases singulares para as trés espécies e (-) representa gap na sequéncia. Abaixo de cada

alinhamento é mostrada a seqliéncia consenso para as trés espécies.
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As sequéncias dos isolados de C. sublineolum quando comparadas
apresentaram variacdo, com a similaridade de 99,12%. Entre os isolados de C.
sublineolum e G. graminicola a similaridade foi de 94,57% e entre C. sublineolum e
C. cereale foi de 91,59%. Essa regido pbéde separar muito bem o grupo de
sequéncia de C. sublineolum das espécies G. graminicola e G. tucumanensis. Com
essas sequéncias foi gerada a arvore da Figura 29, onde é possivel observar a
separagao das sequéncias de C. sublineolum das de G. graminicola com um
bootstrap de 99%. Esta andlise agrupou os isolados de Sete Lagoas, MG, dentro do

cluster de C. sublineolum
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Figura 29: Arvore gerada com as seqiiéncia da regido ITS pelo algoritmo NJ com 1000 repeticdes de

bootstrap.

As analises das sequéncias de W1, HMG e ITS mostraram-se bastante
congruentes com os dados de Du et al. (2005). Os isolados de C. sublineolum

separaram-se nitidamente das espécies C. graminicola e C. cereale. Nas analises
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das sequéncias da regiao HMG a sequéncia de C. sublineolum obtida do banco de
dados formou um cluster com os demais isolados dessa espécie. No entanto, nas
analises das sequéncias de ITS a sequéncia de C. sublineolum do banco de dados
agrupou-se com os demais isolados de C. sublineolum mas sem se misturar pois se
separou dos outros com um bootstrap de 69%. Isso pode ter ocorrido por se tratar

de isolado americano em comparacdo com os isolados brasileiros.

4.5.4 Analise da Variabilidade pelo Método MLSA

Para se obter uma melhor resolucdo desse dados, a analise de MLSA
(Multilocus Sequencing Analysis) foi realizada. Essa analise deriva do método MLST
(Multilocus Sequencing Typing) que € utilizada para caracterizagdo de linhagens
distintas de bactérias analisando sequéncias de um grupo de locos housekeeping.
Ja o método MLSA permite uma utilizagdo mais ampla e tem como objetivo
caracterizar isolados genotipicamente, combinando sequiéncias de diferentes locos
que podem ser até especificos daquele grupo em estudo (Pontes et al., 2007). Essa
técnica também ja foi utilizada em fungos como Aspergillus fumigatus (Bain et al.,
2007) e Candida albicans (Odds et al., 2007). No estudo com A. fumigatus um dos
locos selecionados foi o loco mating-type. A analise de MLSA foi entdo realizada
para os isolados de C. sublineolum comparando apenas com C. cereale, pois esse &
0 Unico que possui a regiao W1 sequenciada. As sequéncias das regides W1, ITS e
HMG foram colocadas de forma continua para cada isolado, gerando entdo uma
sequéncia de 1573 pb. Essas sequéncias foram realinhadas e utilizadas para se

obter uma arvore (Figura 30) com o algoritmo NJ com 1000 repeticbes de bootstrap.
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Figura 30: Arvore gerada com as seqiiéncia da regido W1, ITS e HMG pelo algoritmo NJ com 1000

repeticdes de bootstrap.

Com esse tipo de analise foi possivel confirmar a tendéncia dos isolados de
Pelotas-RS a formar um grupo com bootstrap de 87% dentro do agrupamento maior
de C. sublineolum. Essa tendéncia pode indicar uma variacdo nesses isolados de
Pelotas-RS, principalmente porque esses sdo de uma regido geografica mais

distante daquelas dos demais isolados.
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5 DISCUSSAO



68

Os fungos ascomicetos apresentam sistema de acasalamento bipolar com
duas sequUéncias alternativas, idiomorfos, no loco MAT, o MAT1-1 e o MAT1-2.
Mesmo em fungos onde a reprodugcdo sexuada nao foi observada, os dois
idiomorfos ja foram detectados. Nesses casos, ainda é possivel fazer inferéncias se
existe reprodugdo sexual através da proporgdo dos individuos carregando um ou
outro idiomorfo. Desse fato surgiu a idéia de triagem dos genes mating-type em C.
sublineolum. A PCR é uma ferramenta poderosa, mas se a sequéncia alvo nao é
amplificada pouco pode se concluir se 0 genoma do organismo nao € conhecido.

O idiomorfo MAT1-2 ja havia sido detectado em C. graminicola isolado de
milho e outras gramineas, através de PCR da regido HMG; porém o idiomorfo
MAT1-1 ndo foi encontrado nos isolados analisados (Vaillancourt et al. 2000). Os
autores reportaram o insucesso ao tentar amplificar o gene MAT1-1 com iniciadores
degenerados para a regiao a-box, que estd presente em MAT1-1 de inumeros
ascomicetos. Em um grupo de espécies homotalicas do género Neurospora, apenas
o idiomorfo A (MAT1-1) foi identificado (Glass et al., 1988). Curiosamente, nenhum
grupo contendo apenas o gene correspondente ao MAT1-2 foi encontrado. Nao é
claro ainda se um terceiro idiomorfo possa ocorrer em ascomicetos. Foi sugerido, no
entanto, por Vaillancourt et al. (2000), que se C. graminicola possui um homdlogo ao
MAT1-1 de ascomicetos, a sequéncia a-box ndo é bem conservada. O mesmo foi
observado para C. sublineolum, que no estudo realizado anteriormente pelo nosso
grupo de pesquisa: a amplificagdo da regido a-box do gene MAT1-1 n&o foi realizada
com sucesso, sendo apenas MAT1-2 identificado em aproximadamente 200 isolados
(Groenner-Penna, 2005). Se essa busca pela regiao HMG resultasse numa média
de 50% de isolados apresentando o MAT1-2, poderia ser proposto que, apesar de

ndo ter sido detectado, outro determinante sexual ocorreria noutros 50% dos
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isolados indicando a formagao de parceiros sexuais. No entanto, todos os isolados
analisados anteriormente e nesse trabalho apresentaram a regido correspondente
ao HMG de MAT1-2. Esse fato foi também observado no estudo de mating-type de
C. graminicola isolado da graminea Agrostis palustris (Chen et al.. 2002). Nesse
estudo os autores obtiveram amplificagcdes somente do MAT1-2 de todos os 35
isolados estudados e n&o obtiveram amplificacbes do MAT1-1.

O estudo de Cisar & TeBeest (1999) demonstrou que Colletotrichum
gloeosporioides ndo se encaixa no sistema de acasalamento apresentado pela
maioria dos fungos ascomicetos. Foi sugerido que o acasalamento nessa espécie é
controlado por um unico loco, mas com multiplos alelos. No entanto a hipétese que
foi levantada por Vaillancourt et al. (2000) para C. graminicola se baseia também no
estudo onde isolados de C. graminicola de milho foram identificados como formas
homotalicas e heterotalicas e os fenodtipos variavam de completamente estéreis a
extremamente férteis, mostrando que a estrutura da reprodugdo sexuada em C.
sublineolum pode ser mais complexa que as ja descritas em ascomicetos.

Vaillancourt et al. (2000) demonstrou que ha outros dois locos denominados
Cfrl e Cfr2 que também apresentam funcido de reconhecimento e compatibilidade,
na reproducdo sexuada de C. graminicola. A possibilidade colocada por esse grupo
de pesquisa € que o loco Cfrl possui um papel na via de fertilidade e estabelece
funcdes como as encontradas para genes envolvidos no heterotalismo
desbalanceado descrito em G. cingulata por Wheeler em 1954. Ja Cfr2 deve ter
alelos distintos para o acasalamento, tendo entdo o mesmo perfil do MAT. Se
extrapolados para nosso estudo, esses dados sugerem que, se existente, o
mecanismo genético de reproducédo sexuada do fungo C. sublineolum pode também

apresentar a mesma complexidade sugerida para C. graminicola.
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No campo, diferentes estratégias reprodutivas podem ser utilizadas de acordo
com as condigdbes ambientais e biolégicas que influenciam uma determinada
populagdo. No campo, os fungos reproduzem-se continuamente, de forma
vegetativa ou assexuada, ocorrendo eventos isolados de reproducdo sexuada. E
comum a ocorréncia de esterilidade feminina por mutacido; esse & um fator
importante na determinagédo da razdo de geragbes sexuais/assexuais, que pode ser
de 1:15 a 1:2300, como por exemplo para Giberella fujikuroi (Leslie e Klein, 1996).
Considerando a reprodugdo vegetativa como basal na natureza, a reprodugao
sexuada so6 ocorreria raramente, decorrente de uma adversidade no ambiente, por
isso as estruturas reprodutivas de C. sublineolum podem néo ter sido encontradas
na natureza.

O isolamento e caracterizagao de todo o gene MAT1-2 de C. sublineolum
permitiu se conhecer a possivel sequéncia protéica deste fator de transcricdo. A
auséncia de alteragdo genética que pudesse indicar comprometido funcional, como
por exemplo a presencga de cdédons de parada antecipados ou nos sitios de splicing,
respalda a hipdtese que a reprodugdao sexual pode acontecer nessa espécie,
relembrando que Vaillancourt et al. (2000) conseguiram em laboratério realizar a
reprodugao sexuada na espécie aparentada C. graminicola.

Estudos realizados com C. sublineolum isolados de sorgo no Brasil,
demonstraram que esses isolados sao altamente heterogéneos em relagcdo a
viruléncia e que ndo ha similaridade entre os dendrogramas gerados com dados
relacionados a viruléncia e os dendrogramas gerados com dados obtidos com
marcadores de RAPD (Valério et al.., 2005). As sequéncias de C. sublineolum
apresentaram-se extremamente homogéneas alcangando uma similaridade de até

99%, principalmente para a regido HMG. Isso era esperado ja que o HMG faz uma
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diferenciacao interespecifica apesar da alta taxa de evolugcao (Pdggeler, 1999). Os
dados de Du et al. (2005) também mostraram uma grande homogeneidade das
sequéncias do HMG de C. sublineolum de diferentes regiées do mundo. O HMG
serviu para mostrar um agrupamento dos isolados de Pelotas, mas é importante
ressaltar que esses dados, pelo numero de amostras utilizadas, representam apenas
tendéncias, indicando possivel variabilidade. Essa tendéncia nao foi observada com
0 uso das sequéncias ITS, apesar de esses dados terem separado os isolados de
Sete Lagoas em um grupo a parte.

Neste trabalho, nas analises realizadas com os fungos C. graminicola e C.
sublineolum a similaridade protéica da regido do HMG de MAT1-2 apresentou-se
praticamente idéntica (1 aminoacido diferente em 55), retratando ainda mais a
proximidade entre essas duas espécies. Quando a sequéncia de DNA do HMG de
MAT1-2 de C. graminicola de A. palustris foi analisado notou-se similaridade com a
regiao de MAT1-2 de varios fungos (Chen et al., 2002). Quando as sequéncias
foram comparadas com sequéncias de MAT1-2 de C. graminicola isolado de milho,
houve 90-92% de similaridade, ja quando a comparagao foi com MAT1-2 de C.
gloeosporioides, a similaridade encontrada foi baixa (50-52%). Os dados deste
trabalho confirmam a capacidade da regido HMG em diferenciar isolados

interespecificamente.
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Figura 31: Evolugdo e arquitetura do cluster do gene mating-type em fungos filamentosos

ascomicetos (Adaptado de Crouch, comunicagéo pessoal).

Em fungos ascomicetos existe uma grande sintenia no bloco génico em que
se localiza o loco MAT (Fraser et al., 2004). Diversos estudos de identificacdo desse
loco envolvido na reprodugdo sexuada demonstraram que o0s locos vizinhos
apresentavam-se os mesmos até em espécies bem divergentes. Dados preliminares
de J. A. Crouch (comunicagéo pessoal) as espécies C. graminicola e C. sublineolum
seguem a mesma sintenia apresentada por fungos (Figura 31) como, por exemplo,
Fusarium graminearum, Coccidiodes immitis, Neurospora crassa, entre outros.

O presente estudo € o primeiro feito com linhagens brasileiras na tentativa de
se isolar genes flanqueadores da regido Mat de Colletotrichum sublineolum. Embora,
nao tenha sido possivel investigar em detalhes todos os genes o0s quais 0s

iniciadores estavam disponiveis, foi possivel analisar uma importante regidao, a W1
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que permitiu a identificacdo da DNA liase APN1 a montante do loco mating-type. O
gene APNL1 codifica uma DNA liase, cuja fungao é o reparo do DNA e € um dos
genes adjacentes ao MAT na maioria das espécies estudadas até o momento. Essa
regido foi indicada por J. A. Crouch (comunicagcdo pessoal) como eficiente na
diferenciacao intraespecifica de isolados de C. cereale e como discutido
anteriormente, foi também eficiente em C. sublineolum.

QOutro locos vizinhos de MAT1-2 podem ser destacados, como o COX13 que
codifica a subunidade VI da citocromo oxidase c, e SLA2 que codifica uma proteina
de organizacdo do citoesqueleto celular. Esses locos sao frequentemente
identificados em estudos que visam a descrever o gene MAT de fungos
ascomicetos, como no estudo desse loco em espécies de Coccicidioides (Mandel et
al., 2007), em Leptosphaeria maculans (Cozijnsen e Howlett, 2002) e em
Neosartorya fischeri (Rydholm, 2007). A finalizagcdo do projeto genoma de C.
graminicola certamente deixara mais claro a organizacéo desta regido o que podera
ser de grande utilidade para se identificar mais facilmente os genes correspondentes
em C. sublineolum e outras espécies do género que sdao menos estudadas, devido

ao seu menor impacto econémico.
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