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Resumo

A PCM € uma micose sistémica que ocorre em varios paises da América
Latina, principalmente Brasil, Venezuela e Colombia e, afeta principalmente individuos
da populagao rural. Estudos de variabilidade genética de isolados do Paracoccidioides
brasiliensis, utilizando diferentes tipos de marcadores moleculares, j4 mostraram uma
alta variabilidade genética deste patégeno. O isolado PbO1, em especial, diverge das 3
espécies filogenéticas identificadas previamente (S1, PS2, PS3) e sua classificacdao
taxondmica dentro do género Paracoccidioides ainda permanece ndo definida. Neste
trabalho, foram identificados mais 16 isolados que apresentaram um genotipo
semelhante ao Pb01, por andlise de um marcador molecular presente no intronl do gene
hsp70, os quais foram denominados “Pb0I-like”. Utilizando a metodologia do
reconhecimento de espécies filogenéticas pela concordancia genealdgica (GCPSR), este
trabalho teve como objetivo investigar a existéncia de um grupo sistematicamente
significante que abrigasse estes isolados do tipo “Pb0I-like”, em uma amostragem total
de 88 isolados. Para andlise filogenética foram utilizados os métodos de méxima
parcimOnia e andlise de Bayes de 13 loci polimorficos, tanto individuais ou
concatenados, o que permitiu agrupar estes isolados “Pb0I-like” em um grupo
filogenético separado das 3 espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3. Foi detectado um alto
nimero de polimorfismos fixados entre os dois grupos geneticamente isolados, o que
sugere um bloqueio do fluxo génico entre eles. O evento de especiacdo do grupo
filogenético “Pb0l-like” ¢é simpatrico uma vez que compartilha algumas regides
geograficas das outras 3 espécies filogenéticas. Os dois grupos, “Pb0l-like” e
S1,PS2,PS3, sdo altamente divergentes e o tempo médio estimado de isolamento
genético entre eles foi de 19 milhdes de anos atrds. A andlise de recombinagdo
possibilitou detectar que o evento de recombinac@o ocorre dentro das duas populacdes
de forma separada, o que € compativel com o isolamento reprodutivo. De acordo com o
critério do método de reconhecimento de espécies filogenéticas pela concordancia
genealégica (GCPSR) o grupo “Pb0l-like” pode ser considerado uma nova espécie
filogenética, diferente das trés espécies filogenéticas previamente mencionadas (Matute
et al., 2006), uma vez que o clado correspondente aos isolados “Pb0l-like” aparece
fortemente sustentado nas genealogias geradas a partir dos dados de polimorfismo de 13

loci analisados, tanto simples como concatenados, com valores de probabilidade
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posterior (1.0) e “bootstrap” (100%) altamente significantes. Andlise sobre
caracteristicas morfolégicas, possibilidade de cruzamento genético, caracteristicas
fenotipicas e da doenca (PCM), utilizando isolados representativos dos 2 grupos, se
encontram em andamento. Se forem confirmadas as caracteristicas exclusivas e
especificas para cada grupo aqui identificado, em conjunto com os dados de filogenia
molecular, isto sustentaria fortemente a descricdo formal de uma nova espécie para o
género Paracoccidioides. e devido a grande relevancia deste patégeno na area médica
na América Latina seria importante nomear o clado “Pb0l-like”. Uma nova
nomenclatura pode facilitar a comunicagao entre médicos patologistas e pesquisadores
da area. Para a espécie filogenética correspondente aos isolados “Pb01-like” sugere-se a
descricdo formal de uma nova espécie: Paracoccidioides lutzii, em tributo ao médico
micologista Adolpho Lutz, que foi o pioneiro a descrever o fungo patogénico humano

P. brasiliensis ha exatamente 100 anos atras (1908).



Abstract

Paracoccidioidomycosis is a systemic illness with an area of occurrence
covering most of Latin America, with highest prevalence in Brazil, Venezuela and
Colombia, and that affects mainly individuals living in the countryside. Studies on
difference isolates of the causative agent, Paracoccidoides brasiliensis, have revealed a
great degree of genetic variability in this pathogen. The Pb01 isolate, in particular,
differs from the three previously described phylogenetic species (S1, PS2 and PS3;
Matute et al., 2006) and its taxonomic classification in the genus Paracoccidioides
remains undefined. In the present work, sixteen isolates genotypically similar to Pb0O1
have been identified by analysis of a molecular marker from the first intron of the hsp70
gene; these isolates have been dubbed ‘PbO1-like’. Using the method of recognition of
phylogenetic species by genealogic concordance (GCPSR), this work aimed at looking
into the existence of a systematically significant group of ‘PbOl-like’ isolates from a
total of 88 samples. For phylogenetic analysis the methods of maximal likelihood and
Bayesian analysis were applied to thirteen polymorphic regions, including individual
and concatenated loci. This allowed the grouping of the ‘PbOl-like’ isolates in a
phylogenetic group distinct from S1, PS2 and PS3. A high number of fixed
polymorphisms was identified between the ‘PbO1-like’ cluster and that composed of the
other three species, which suggests a blockage of all genetic flow between them. The
speciation event that defined the new phylogenetic group is sympatric relative to S1 and
PS2. The group that includes S1, PS2 and PS3 and the ‘PbO1-like’ cluster are highly
divergent and have been genetically isolated for about 19 million years. Recombination
analysis revealed that recombination events occur independently inside the two groups,
which suggests reproductive isolation. In keeping with GCPSR, the ‘Pb01-like group’
can be considered a new phylogenetic species distinct from the other three, since the
clade corresponding to ‘Pb0l1-like’ isolates is strongly supported by all pedigrees
independently generated from polymorphism data of the thirteen loci, with values of
posterior probability (1.0) and of bootstrap agreement (100%) highly significant.
Further analysis of morphological, phenotypical and pathogenic profiles, and of the
possibility of mating, is under way for isolates representative of all species. If exclusive

and specific characteristics are identified for the ‘PbO1-like’ group, this would justify, in



conjunction with molecular phylogeny data, the formal description of a new species for
the genus Paracoccidioides, which would be accompanied by a renaming of the group,
in the light of the medical relevance of this pathogen in Latin America. A new
nomenclature would obviously ease information exchange among pathologists and
researchers. We suggest formally to name the phylogenetic species encompassing the
‘PbO1-like’ clade as Paracoccidioides lutzii, as a tribute to medical mycologist Adolpho
Lutz, who first described human pathogen P. brasiliensis exactly one hundred years

ago.
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Introducao
O reino Fungi

O reino fungi possui uma ampla distribui¢do global e interage das mais variadas
formas com micro e macrorganismos. Variam de tamanho microscopico € unicelular até
colonias multicelulares. Atualmente estdo descritas cerca de 70.000 espécies, entretanto
estima-se que possam existir cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos (Hawksworth,
1991; Hawksworth et al., 1995). O reino tem origem monofilética e compartilha alguns
grupos-irmaos de eucariotos; os animais divergiram dos fungos ha cerca de 0.9 - 1.6
bilhdes de anos atrds. O surgimento dos fungos ocorreu no periodo de escala de tempo
geoldgico proterozdico tardio (900-570 milhdes de anos atrds) e hoje constituem um grupo
independente como sdo também os animais e plantas. O agrupamento de animais e fungos
como grupos irmaos ainda € controverso, uma vez que resultados de andlises filogenéticas
de genes codantes ora suporta a associacdo ora ndao (Wang et al, 1999; Loytynoja &

Milinkovitch, 2001; Hedges et al., 2004) (Figura 1).

Choanoflagsliates
Mesomycetozoa

Animals

Fungi

Green Plants
Figura 1. Arvore filogenética mostrando as relagdes dos fungos, animais e plantas, baseados em
seqiiéncias nucleotidicas das regides nSSU e rDNA. (Extraido de “Assembling the Tree of Life”.

Cracraft, J e M. J. Donoghue, pg 171-194, 2004. Oxford University Press.).

Os fungos sdo organismos heterotroficos como os animais. Desde leveduras
unicelulares a longas hifas, os fungos sdo capazes de absorver moléculas simples e
transformé-las em polimeros complexos como carboidratos, lipideos, proteinas e dcidos
nucléicos. Na natureza, a parte do fogo, quase todo carbono bioldgico é reciclado por
microrganismos. Os fungos participam de muitas relacdes de simbiose, as mais comuns em
nosso ambiente sdo: liquens em associagdo com algas e cianobactérias, fungos-micorrizas
em associagdo com raizes de plantas e no interior de plantas como fungos endofiticos.
Quase um quarto de todos os fungos descritos ocorre na forma de liquens, sendo este

ultimo o de vida menos complexa (Brodo et al., 2001). Quase todas as espécies de plantas
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estdo associadas com micorrizas, constituindo-se em um bom indicador foéssil e
filogenético de que as primeiras plantas terrestres ja possuiam fungos rizomas (Smith &
Read, 1997).

A diversidade de adaptacdo dos fungos permitiu a colonizagao de ambientes mais
complexos tais como os animais, rompendo as barreiras imunoldgicas e criando micro-
ambientes propicios para sua perpetuacdo (Romani et al., 2003). A associacdo de plantas
com os fungos endofiticos aprimorou a adaptagcdo das plantas ao ambiente (Clay, 2001). A
relacdo de simbiose com animais varia desde associacdes com pequenas formigas e outros
insetos até intestinos de animais ruminantes e herbivoros (Blackwell, 2000). Além disto,
muitos insetos sdo capazes de ocupar novos habitats devido a interacdo com leveduras
intestinais que dispdem de enzimas digestivas permitindo a sobrevivéncia destes insetos
(Suh et al., 2003).

Os fungos também s@o conhecidos como parasitas. O espalhamento de patégenos
de plantas como a ferrugem do arroz estd associado ao transporte intercontinental de
fungos. Este transporte trans-oceanico e trans-continental se deve a eventos de dispersao
principalmente de esporos desses patégenos por tempestades de ventos (Kellogg & Griffin,
2006). Além das plantas, os fungos possuem a capacidade de causar doencas em humanos
podendo até levar a morte. Os casos mais graves de infec¢Oes sistémicas ocorrem
preferencialmente em individuos com imunidade deprimida e dentre os principais
patégenos destacam-se: Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum,
Cryptococcus  neoformans, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis e
Paracocccidioides brasiliensis. Os fungos podem se acasalar e através do processo da
meiose gerar sua progénie, a qual possui gendtipos recombinantes, ou entdo utilizar o
evento de mitose para a geracdo de uma progé€nie clonal com gendtipos idénticos
(Alexpoulos et al., 1996) formando esporos. Estes possuem a capacidade de dispersao tanto
em curtas distincias como migracdo intercontinental, resistindo as condi¢des ambientais
adversas. Os fungos buscam parceiros, estabelecendo comunicacdo com outros individuos
via sinalizacdo de ferormodnios, podendo variar de compostos organicos, produzidos por
individuos dos filos Chytridiomycota e Zygomycota, até oligopeptideos produzidos por
Ascomycota e Basidiomycota. Os esporos podem tanto germinar para produzir uma hifa ou
germinar por brotamento gerando leveduras.

Dentro do reino monofilético dos fungos, cinco grandes filos importantes sdao
geralmente encontrados: Basidiomycota, Ascomycota, Zigomycota, Chitridiomycota e

Glomeromycota. Andlises de nSSU e rDNA mostram que os filos Ascomycota,
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Basidiomycota e Glomeromycota sao monofiléticos (possui um unico ancestral comum),
porém os filos Zigomycota e Chitridiomycota ndo sdo facilmente definidos quanto a sua
monofilia (possui mais de um ascentral comum). Estudos recentes utilizando as seqii€ncias
nucleotidicas de seis genes nucleares de 200 espécies de fungos mostraram que o filo
Chytridiomycota € polifilético. A sua semelhanca com formas flageladas aqudticas simples
sugere que estes sejam o ancestral direto dos fungos acompanhado da perda do flagelo que
coincidiu com o mecanismo de dispersdo de esporos (zodsporos) (James et al., 2006). Os
filos Ascomycota e Basidiomycota compartilham caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas
comuns como, por exemplo, septos espacados regularmente em suas hifas, oligopeptideos
como ferormdnios sexuais e durante o acasalamento e a fusdo nuclear, surgem ntcleos

dissimilares pareados na hifa acasalada (dicarion).

Ascomycota
Os ascomicetos ou “fungos de saco” (ascus, saco; mycetos, fungi) formam o maior
grupo existente, possuindo aproximadamente 45.000 espécies sexuadas e/ou assexuadas.
Os ascomicetos incluem muito dos fungos conhecidos que fazem parte do cotidiano de
nossa civilizacdo, tanto na alimentagdo como na medicina. Sdo organismos modelo para o
estudo de mecanismos moleculares de células eucaridticas nos quais os maiores avancos na
ciéncia vém ocorrendo. Alguns exemplos destes fungos incluindo Saccharomyces
cerevisiae (levedura comercial usada em processos fermentativos), Penicililum
chrysogenum (produtor do antibidtico penicilina), Tolypocladium inflatum (produtor da
droga imunossupressora ciclosporina A usada em transplantes), e Neurospora crassa
(organismo-modelo por possuir uma genética bem dominada, mecanismos de reprodugdo
bem conhecidos e por ter ciclo de vida hapléide). Muitos individuos membros dos
ascomicetos podem causar doengas em humanos e em outros organismos de importancia
ecologica e econdmica. Dentro deste grupo destacam-se os fungos Aspergillus flavus
(fitopatégeno do amendoinzeiro, produtor da aflotoxina, agente carcinogénico natural para
o homem,), a Candida albicans (patégeno humano e agente etioldgico da candidiase),
Pneumocystis carinii (causador da pneumonia em pessoas imunocomprometidas), e
Magnaporthe grisea (causadora da doenga do arroz denominada de brusone).
Os ascomicetos sdo considerados um “grupo-irmao” dos basidiomicetos e estudos
de filogenia molecular mostram que ambos compartilham um ancestral muito mais recente
do que quando comparado com outros filos, como os zigomicetos e chritidiomicetos. A

comparacdo de genes que codificam RNAs ribossomais (rRNAs) e genes da familia das
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RNA polimerases, especialmente a RNA polimerase II subunidade B, sustentam a
monofilia do filo Ascomycota, o qual possui trés subfilos: Taphrinomytina
(Arquiascomicetos), Saccharomicotina (Hemiascomicetos) e Pezizomicotina
(Euascomicetos) (Barbee & Taylor 1993, Lutzoni et al., 2001, Barbee & Taylor 2006). O
subfilo Pezizomicotina é o maior contendo mais de 90% dos membros dos ascomicetos,
sendo que mais de 32.000 espécies ja foram descritas (Kirk et al., 2001). A classificacdo
dos ascomicetos produtores de esporocarpos era antes baseada em variadas interpretacdes
de morfologia e desenvolvimento da ascomata (esporocarpos) € o asco (meiosporangia).
Alguns estudos revelam que a presenga da apoteca € uma caracteristica plesiomorfica
(caracteristica herdada) do subfilo Pezizomicotina. Dentro deste subfilo, baseado em
caracteristicas morfoldgicas e desenvolvimento da ascomata e do asco, quatro principais
classes foram definidas: Discomicetos, Pirenomicetos, Plectomicetos e Loculoascomicetos
(revisado em Alexopoulos et al., 1996). No entanto, a andlise filogenética de cinco “loci”
nucleares rejeita esta classificacdo e sustenta a existéncia de pelo menos 10 clados
reconhecidos: Pezizomicetos, Orbliliomicetos e Artroniomicetos, Dotideomicetos,
Laboulbeniomicetos, Lecanoromicetos, Eurotiomicetos, Lichinomicetos, Leotiomicetos e
Sordariomicetos e Geoglossaceae. O grupo dos Geoglossaceae foi adicionado ao clado dos

Leotiomicetos, porém esta classificacdo ainda é controversa. (Spatafora et al., 2006).

(Figura 2).

Orbiliomycetes

Pezizomycetes
pe— |_&canoromycetes
p— EUrotiomycetes

p—— |_ichinomycetes
Geoglocassaceae

—E Leotiomycetos
Sordariomycetes
p——— _aboulbeniomycetes

_E Dothideomycetos
Arthoniomycetes

Figura 2. Representacdo da ultima classificacdo sistemdtica do Subfilo Pezizomicotina

através da reconstrucdo filogenética (médxima parcimOnia com peso € maxima

verossimilhanga) de cinco genes nucleares proposta por Stapafora et al., 2006.

A classe dos eurotiomicetos, pertencente a superclasse Leotiomiceta, €
caracterizada por possuir dois clados importantes: as subclasses Eurotiomicetidae e

Caetotiriomicetidae. A grande maioria dos Pezizomicotina patégenos humanos sio
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Eurotiomicetos, particularmente os da ordem Eurotiales, Onygenales e Caetotyriales.
Devido a ampla importincia da sua contribui¢do para pesquisa bdsica e saude publica,
vdrios projetos genoma vém focando em espécies de Onigenales (Histoplasma capsulatum)
e Eurotiales (Aspergillus fumigatus) (Geiser et al., 2006). Os Onigenales constituem um
grupo monofilético dentro dos ascomicetos, incluindo espécies com a ascomata do tipo
gimnoteca ou cleistoteca, asco evanescente, ascosporos unicelulares e aleurioconidios ou
artroconidios anamorfos. Dentro dos Onigenales encontra-se a familia Onigenaceae que
inclui espécies com ascésporos ranhurados e anamorfos. Estudos filogenéticos de genes
nucleares realizados com 61 taxons Onigenales mostraram que esta familia possui clados
ndo correspondentes as familias previamente descritas com dados de estudos de ecologia,
sistemdtica molecular e morfologia (Currah, 1997 e Sugiyama et al.,1999). Um clado
distinto da familia Onygenaceae (Figura 2) foi encontrado incluindo os géneros
Ajellomyces (indica a forma sexuada destes fungos - como Blastomyces e Histoplasma)
Emmonsia e Paracoccidioides. Os membros deste clado sdo fungos saproéfitas, dimérficos e
patogénicos associados a vertebrados, distintos por sua ascomata globosa com acessorios
em espiral, ascésporos achatados nos pélos e falta de atividade queratinolitica. Baseado em
dados moleculares, morfoldgicos e similaridades fisiolégicas, Untereiner et al, 2004
descreveram uma nova familia, Ajellomycetaceae (Figura 3). Estudos filogenéticos
avaliando as relagdes de Lacazia loboi com os outros membros da familia
Ajellomycetaceae mostraram que esta espécie estd contida dentro desta familia e que € o
grupo-irmao de P. brasiliensis (Herr et al., 2001; Untereiner et al., 2004).

Dentro desta familia, o género Paracoccidioides merece extrema aten¢do quanto a
sua representatividade e relevancia na satde publica na América Latina, por causar a
micose sistémica de maior freqii€ncia nesta regiao, sendo a espécie P. brasiliensis o objeto

de estudo desta dissertacdo de mestrado.
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Figura 3. Relagdes filogenéticas da familia Ajellomycetaceae deduzida pelos dados de
seqiiéncias combinadas referente as regides ITS, LSU parcial e seqiiéncias de rDNA. Esta
arvore de mdxima parcimoOnia foi gerada a partir de uma anélise heuristica de 1149 pb para
21 taxons (CI =0.654, RI = 0.632). Os valores de “bootstrap” maiores que 50% calculados
de 1000 randomizagdes sao dispostos em cima dos ramos ou nas linhas diagonais dos
ramos. O tiaxon designado grupo externo foi Auxarthron californiense. (extraido de

Untereiner et al., 2004).

Reproducio em fungos

As espécies sexuadas sdo caracterizadas pela producdo de meidsporos (ascésporos)
que ficam alojados em células na forma de saco (asco). Os ascos sdo constituidos por
ascosporos (esporos sexuais) decorrentes da fusdo de dois niicleos hapldides (cariogamia).
O nucleo dipléide sofre reducdo meiotica e da origem a 4 nucleos hapldides. Cada nicleo
hapléide, por sua vez, sofre uma mitose resultando em 8 nicleos hapldides que sao
posteriormente empacotados dando origem aos ascésporos. Os ascosporos sao formados
dentro dos ascos pelo sistema de empacotamento de membranas, cardter unico

compartilhado pelos ascomicetos. O duplo sistema de membranas empacota cada niucleo
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com seu citoplasma e organelas adjacentes e fornece o local para a formacao da parede do
ascosporo. Estas membranas sdo aparentemente derivadas da membrana plasmatica do asco
na maioria das espécies filamentosas, e da membrana nuclear na maioria das leveduras (Wu
e Kimbrough, 1992; Raju,1992).

Dentro do grupo dos ascomicetos, existem duas principais formas celulares: espécies
que formam micélio ou filamentos, frequentemente ramificados designados de hifas e a
levedura. A hifa exibe um crescimento atipico e nos ascomicetos elas sdo
compartimentalizadas em septos espacados, originados pelo crescimento centripeto da
parede celular. Os septos sdo relativamente simples em sua morfologia e possuem poros
que permitem conectividade citoplasmdtica entre os compartimentos da hifa. A segunda
mais importante forma de crescimento encontrada nos ascomicetos € a levedura, uma célula
simples que se multiplica por brotamento. Ambos, micélio e levedura, tém parede celular
constituida por propor¢des variadas de quitina e B ou a-glucana (Wessels, 1994). Muitas
espécies de ascomicetos sdo dimorficas, transitando entre a fase filamentosa e a
leveduriforme, como por exemplo, os fungos C. albicans, C. immitis, Coccidioides.
posadasii, H. capsulatum, B. dermatitides, P. brasiliensis, Sporothrix schenckii e
Penicillium marneffei. Espécies dipldides sao também observadas entre os ascomicetos
como, por exemplo, o fungo dimoérfico patogénico C. albicans ou espécies que possuem
estdgios em seu ciclo de vida dipléide como, por exemplo, a levedura Saccharomyces
cerevisiae entre outros. E importante notar que as caracteristicas morfolgicas da hifa ou da
levedura sdao consideradas relevantes para definir as relacdes taxondmicas entre as varias
espécies; mais recentemente os dados moleculares de seqiiéncias génicas corroboram,
reforcam e em muitos casos eliminam possiveis dividas de taxonomia que ndo podem ser
resolvidas apenas por caracteres morfoldgicos, fisioldgicos e/ou comportamento de
reproducao.

Os fungos possuem mais de uma opcdo reprodutiva, fendmeno este intitulado de
pleomorfia (Sugiyama, 1987). E mais comum nos ascomicetos podendo produzir esporos
tanto assexuadamente (conidios ou mitdsporos) ou sexuadamente (ascOsporos ou
meidsporos) (Figura 4). Muitas espécies sdo capazes de reproduzir somente por ascOsporos
e muitas outras se reproduzem somente via produgdo de conidios. O ascésporo € modelado
dentro do asco com nove células da parede celular. Os conidios contém nucleo mitético, e
sua parede celular € uma extensdo ou modifica¢do da parede de uma hifa ou levedura pré-

existente.
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Figura 4. Representacdo esquemadtica das formas de reproducdo em fungos. No
processo assexuado células especializadas sdo envolvidas na produgcdo de conidios ou
mitdsporos resultantes de eventos mitéticos. No processo sexuado existe a necessidade de
existir fungos de tipos sexuais diferentes. Neste caso ocorre a fusdo das células e nucleos,
acompanhado por etapas de mitose e meiose para a produ¢cdao dos meidsporos ou ascosporo.

Figura extraida de http://plantbio.berkeley.edu/~taylor/.

Nos ascomicetos, o conidio pode ser produzido por uma hifa especializada (hifa
conidiogénica) que pode variar de estruturas sutilmente diferenciadas do micélio
(Geotrichum candidum, Cole, 1976) a hifas elaboradas, que formam verdadeiros ramos de
conidios ornamentados (Aspergillus niger, Anderson & Smith, 1971). A classificacdo de
uma nova espécie no grupo dos ascomicetos € baseada em caracteristicas de reprodugao
sexual, e por isto espécies que se reproduzem somente assexuadamente tém sido
problematicas para serem integradas dentro da classificacdo dos ascomicetos. Esse sistema
de classificacdo de fungos vem sendo complementado e aprimorado apds o
desenvolvimento de ferramentas moleculares, drea esta denominada de filogenia molecular,
onde espécies sexuadas ou assexuadas podem ser posicionadas em um sistema comum de
classificacdo, baseado na comparacdo de seqiiéncias nucleotidicas distribuidas em seus
genomas (Taylor, 1995; Taylor et al., 2000).

Ascoésporos e conidios sdo propagulos capazes de dispersar e colonizar um substrato
ou hospedeiro adequado. Os ascdsporos podem ser ejetados do asco resultante de uma
erupcdo extremamente forte ou podem ser passivamente liberados pela quebra mecénica da
parede do asco. Os conidios podem ser produzidos em uma massa seca e dispersos pelo
vento ou serem produzidos em meio aquoso ou viscoso e dispersos pela dgua ou por

artrépodes. Na maioria das espécies de ascomicetos ambos os conidios e ascdsporos sao
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capazes de germinar e dar origem a um micélio hapldide. Os ascomicetos podem ser
homotdlicos (capazes de realizar auto-fecundacdo) ou heterotalicos (necessitam de duas
formas sexuais para fecundagdo). Os mecanismos moleculares da regulacdo genética da
expressao do sexo e do acasalamento sdo entendidos em varios membros dos ascomicetos,
como a levedura de brotamento (Saccharomyces cerevisiae), levedura de fissao
(Schizosaccharomyces pombe) e Neurosopora crassa. Estes fungos possuem dois sexos € 0
acasalamento € coordenado por ferormonios oligopeptidicos. Em espécies de leveduras,
células individuais leveduriformes de sexos opostos (a e a) funcionam como gametangias e
se fundem para formagao do zigoto, o qual se torna um asco apds a cariogamia e meiose.
Nas espécies filamentosas, a gametingia-fémea (ascogonia) € produzida e fertilizada tanto
pela gametangia-macho ou por conidios que funcionam como espermatide. Neste ultimo
exemplo, a fusdo citoplasmatica (plasmogamia) ndo deve ser imediatamente acompanhada
da cariogamia, levando a uma pequena fase onde dois nicleos diferentes ocupam o mesmo
segmento de hifa. Esta hifa dicaridtica pode ser protegida e nutrida por hifas hapléides
diferenciadas, formando o corpo de frutificacdo. Os sacos sdo produzidos a partir da hifa
dicaridtica originada da reproducdo sexuada. Em alguns casos o asco pode ser semi-aberto
por uma ‘“tampa” nos quais os ascosporos sdo liberados. Hd casos em que o asco nao é

semi-aberto entdo os ascosporos sdo liberados através de poros ou fendas apicais.
Recombinacio sexual em fungos

O evento de recombinagdo relatado em fungos € causado, na maioria das vezes,
pela reproducdo sexuada em seu ciclo de vida. A deteccdo da ocorréncia de recombinagao
pode ser identificada por andlise de filogenia molecular, onde espécies posicionadas em
clados divergentes surgem devido a processos evolutivos de selec@o natural e especiacio, o
que pode acarretar severas mudangas de fendtipos entre estas espécies, tais como
estratégias de adaptacdo, viruléncia, patogenicidade, entre outros. Dois nicleos hapléides
de isolados sexuais diferentes unem-se para formacao do nucleo dipldide (zigoto). O zigoto
se divide por meiose e produz novas células hapldides. A recombinacdo genética ocorre
durante a divisdo meidtica do zigoto, em que parte das cromatides (e os genes que eles
carregam) de um cromossomo do par sdo substituidos por partes das cromadtides do

cromossomo do outro componente.

A recombinagdo sexual dentro das espécies dos microrganismos patogénicos

também pode ser detectada pela presenca de fatores de transcricdo (a-box e HMG) que
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determinam o sexo e controlam a sintese de ferormonios, responsaveis pelo acasalamento
dos fungos, como em N. crassa (Glass et al.,1990), S. pombe (Fukui et al., 1986) S.
cerevisiae (Wilkinson & Pringle, 1974). Os ferormoénios sexuais também ja foram
identificados e purificados em fungos patogénicos como C. neoformans (Kwon-Chung et
al., 1992.), C. albicans (Bennett et al., 2003) e H. capsulatum (Bubnick & Smulian, 2007).
Estes fungos também sdo capazes de se reproduziram sexuadamente in culture e seus
fatores transcricionais, a-box e HMG, também ja foram identificados. Em fungos
heterotdlicos, uma célula normalmente carrega no 16cus MAT um dos dois tipos de alelos
que codificam para estes dois diferentes fatores de transcricdo (Fraser et al., 2007). A
presenca destas seqiiéncias responsaveis pela sexualidade (no 16cus MAT) no genoma de
fungos indica fortes evidéncias de reproducdo sexuada também nas espécies de C. immitis e
posadasii onde este evento nunca foi demonstrado in vitro ou observado in vivo (Fraser et
al., 2007). Recentemente, o nosso grupo identificou no genoma do isoladoPb3
(http://www .broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis. 1/MultiHome.
html) e também no transcriptoma do isolado Pb0O1 (Felipe et al., 2003; Felipe et al., 2005)
as seqiiéncias génicas que codificam os fatores transcricionais a-box e HMG bem como as
proteinas que participam do ciclo sexual ja descritos em outros fungos, como por exemplo,
receptores dos ferormonios, moléculas de processamento de ferormdnios e outros (Teixeira

et al., trabalho em andamento).

Outra maneira de se gerar recombinacdo em fungos € através da parasexualidade
que complementa a reproducdo sexuada e assexuada em fungos como A. nidulans, M.
grisea e Rhynchosporium secalis (Zeigler et al., 1997; Newman & Owen, 1985;
Pontecorvo et al., 1953). Este processo envolve a anastomose da hifa hapléide, formacao
do heterocério, acompanhado pela cariogamia, resultando em um ntcleo dipléide. Apds o
crossing-over mitético, o nucleo dipléide instdvel comega perder seus cromossomos
aleatoriamente e retorna ao seu estado hapldide por sucessivas divisdes mitéticas,
resultando eventualmente em célula hapldide geneticamente diferente daquela que lhe deu

origem (Becker et al., 2006).
Definicao de espécie em fungos

O conceito de defini¢do de espécie evolutiva resume-se em “... a single lineage of
ancestor-descendent populations which maintains its identity from other such lineages and

which has its own evolutionary tendencies and historical fate” (definido por Willey, 1978).
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O conceito de espécie morfolégica (CEM), espécie bioldgica (CEB) e espécie filogenética
(CEF) foram introduzidos para impor critérios especificos no reconhecimento de espécies
evolutivas. Nenhum método de reconhecimento de uma nova espécie detecta o exato
momento em que individuos de uma espécie ancestral se decompdem em espécies
progénie, pois muito tempo pode ter passado antes que alteracdes na morfologia, nos
padrdes de acasalamento ou nas seqiiéncias de DNA ocorram e possam ser reconhecidas na
espécie progénie. Nos fungos, as andlises filogenéticas de seqiiéncias de nucleotideos
polimérficos sdo as que mais se aproximam dos métodos de reconhecimento de espécies e
sao também concordantes com o conceito de espécie evolutiva. O reconhecimento de
espécie através de filogenia molecular se tornou um método de anélise bastante difundido,
pois alteracdes nas seqiiéncias de nucleotideos em diferentes loci podem ser detectadas
antes mesmo que ocorram mudancas morfolégicas ou nos padrdes de acasalamento (Taylor
et al., 2000); que, de fato comegam a ocorrer assim que uma progénie de uma espécie

evolutiva surge a partir de um ancestral.
Deteccao de espécie morfologica

A descri¢ao da maioria das espécies de fungos até hoje, cerca de 70.000, tem sido
feita pela identificacdo de caracteres morfoldgicos ou fenotipicos, tais como: crescimento
em diferentes temperaturas, producdo de metabdlitos especificos ou a presenca de
pigmentos, entre outros. Ao reconhecer uma unica espécie morfologica ndo se sabe ao certo
quantas espécies evolutivas podem estar presentes dentro do grupo de individuos que
apresentam determinada caracteristica morfoldgica analisada e que foi utilizada para
descrever a espécie. O estado dos caracteres morfolégicos € compartilhado entre as
espécies ou possuem uma extensa sobreposicdo, o que dificulta a sua utilizagdo para a

identificacdo de novas espécies (Steenkamp et al., 2002; Chaverri et al., 2003).

Deteccao de espécie bioldgica

O conceito de espécie bioldgica foi descrito por Mayr (1940) como sendo “...
groups of actually or potentially interbreeding natural populations which are
reproductively isolated from other such groups”. A primeira aplicagdo cldssica deste
conceito em fungos foi com a espécie Monilia sitophila, definida como espécie baseado em
critérios morfoldgicos, cujos isolados quando submetidos aos testes de acasalamento,
davam origem a trés grupos reprodutivamente isolados: Neurospora crassa, N. sitophila e

N. tetrasperma. Brasier, 1987 listou mais de 40 casos de espécies morfoldgicas que
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abrigavam mais de uma espécie bioldgica, geneticamente isolada. A técnica de
reconhecimento de espécie bioldgica pode ser utilizada em fungos apenas para espécies que
sdo compativeis para o acasalamento. No caso de fungos que ndo possuem meidsporos, os
testes de acasalamento ndo sdo possiveis de serem realizados experimentalmente e isso se
estende a cerca de 20% das espécies do reino Fungi (Reynolds, 1993). Outros fungos sao
homotélicos (sdo auto-férteis, possuem os dois tipos sexuais) € neste caso 0s meidporos
produzidos ndo terdo um padrdo de heranca detectdvel. Nestes fungos, somente a presenca
de meidsporos nao € suficiente para deduzir se ocorre o acasalamento, necessitando-se de
marcadores genéticos para assegurar que a progénie possui dois genitores distintos. Além
disto, outros fungos heterotalicos que ndo podem ser manipulados em meios de cultivo para
acasalamento “in vitro” ou ndo podem ser cultivdveis, impossibilitam a aplicacdo das
técnicas de reconhecimento de espécies bioldgicas. Um exemplo deste caso € o
basidiomiceto Pleuros ostratus, no qual foram identificados oito grupos interestéreis ou
espécies bioldgicas. Através de andlise filogenética de regides ribossomais repetitivas de
individuos de cada uma destas espécies bioldgicas foi demonstrado que trés de oito delas
continham mais de uma espécie filogenética (Vilgalys & Sun, 1994; Zervakis et al., 2004).
Dentro dos ascomicetos o modelo mais estudado € o do gé€nero Neurospora,
devido a sua vasta colecdo de 4.500 isolados armazenados no “Fungal Genetics Stock
Center” onde os tipos sexuais foram identificados e os cruzamentos intraespecificos
realizados (Perkins & Turner, 1988; Turner et al., 2001). Muitas sdo as evidéncias de que a
aplicacdo da técnica de reconhecimento de espécies bioldgicas em Neurospora mascara a
existéncia de grupos geneticamente isolados. Individuos de N. intermédia e N. cassa
necessitam de maior nimero de cruzamentos para se obter novos isolados, pois nem todos
os membros destas espécies sdo capazes de se acasalarem. Estudos filogenéticos realizados
com espécies do género Neurospora sugerem que o complexo da espécie bioldgica
Neurospora discreta possui uma grande variedade de espécies filogenéticas (Dettman et
al., 2003a). Ao analisar trés loci microssatélites de 73 individuos deste complexo, os
autores sugeriram a existéncia de sete espécies filogenéticas (Dettman et al., 2006). O
reconhecimento de espécies bioldgicas por testes de intercruzamentos ndao é capaz de
distinguir o real fluxo génico na natureza, ndo sendo surpresa encontrar espécies bioldgicas

que possuem mais de um grupo geneticamente isolado.
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Deteccao de espécie filogenética

Harrington & Rizzo, 1999 definem o método de reconhecimento de espécies

13

filogenéticas como sendo “... the smallest aggregation of populations with a common
lineage that share a unique, diagnosable phenotypic characters”. Uma grande quantidade
de estudos englobando os trés métodos de deteccdo de espécies demonstrou que o
reconhecimento de espécies filogenéticas através da concordancia genealdgica (GCPSR) é
bem aceito e se tornou muito comum entre os micologistas. Esta técnica oferece muitas
vantagens para quem enfrenta problemas como populacdes morfologicamente homogéneas
ou quando nao ha conhecimento suficiente a respeito da existéncia de reproducdo sexuada
do microrganismo.

De acordo com o método de GCPSR, diferentes loci génicos apresentardo
diferentes genealogias dentro da mesma espécie devido a existéncia do processo de
recombinacdo génica. Entretanto, entre duas espécies diversas as genealogias para os
diferentes loci serdo concordantes devido aos processos de deriva e de isolamento genético.
Pode-se observar este fendmeno na figura 5 onde duas espécies sao identificadas pela
concordancia genealdgica coincidente para os trés loci génicos (linhas azul, vermelha e
preta, cada uma representando um locus génico). E possivel notar que os ramos que
separam a espécie formada pelos tdxons A, B, C, D e a espécie formada pelos tixons W, X,
Y, Z sdo concordantes para as trés genealogias génicas. Deve-se ressaltar que dentro de
cada espécie ocorre um conflito entre os ramos gerados decorrente da recombinacdo entre

os taxons da mesma espécie.

CONCORDANCE BETWEEN SPECIES

LIMIT OF
SPECIES

LIMIT OF
SPECIES

R

A B C D W X ¥ 4
INCONGRUITY WITHIN SPECIES

Figura 5. Andlise simultinea de trés genealogias génicas mostrando como ocorre a
transi¢do de concordancia entre os dois ramos para a discordancia (incompatibilidade) entre

os taxons das duas diferentes espécies (extraido de Taylor et al., 2000).
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A deteccdo destes ramos comuns entre arvores génicas € a chave para
identificacdo de espécies filogenéticas. A perda de um polimorfismo ancestral devido a
deriva genética resulta em novas espécies divergentes. Estas passam por estidgios de
polifilia (grupo onde o tdxon possui varios ancestrais comuns), parafilia (grupo que possui
um ancestral comum, mas ndo exclui tixons de diferente ancestralidade) levando a uma
eventual monofilia (tdxon que possui um Unico ancestral comum) (Avise & Ball, 1990).
Muitos sdo os exemplos da aplicagdo deste método para descrever o limite entre espécies
tanto para fungos mitospdricos quanto meiosporicos.

O patégeno humano C. immitis representa um exemplo de defini¢do de espécies
filogenéticas geograficamente distintas. Através da andlise de 12 /oci nucleares (cinco
descritos por Koufopanou et al., 1997 e sete descritos por Fisher et al., 2000) de isolados
de C. immittis (isolados californianos) e Coccidioides posadasii (isolados ndo-
californianos) mostraram um alto grau de isolamento genético. O status de nova espécie foi
concedido ao grupo ndo-californiano devido aos cumprimentos dos critérios de
concordancia entre as genealogias geradas a partir de loci Gnicos e nao discordancia entre
os clados observados nas genealogias génicas simples, quando comparado com a
genealogia gerada pelos loci agrupados. O tempo do isolamento genético entre as duas
espécies € muito longo variando de 11 — 12.8 milhdes de anos atrds e sdo geograficamente
distintas. (Koufopanou et al., 1997; Fisher et al., 2000; Fisher et al., 2002).

O fungo dimérfico patogénico H. capsulatum possui uma ampla distribuicao
geografica abrangendo todos os continentes. Baseado em dados morfolégicos e de
patogenicidade o género Histoplasma consiste em trés variedades H. capsulatum (Hc) var,
capsulatum, Hc var. duboisii e Hc var. farciminosum (Kwon-Chung & Bennett, 1992;
Rippon, 1988). Através de estudos de concordancia genealdgica de quatro regides génicas
nucleares foi possivel observar a existéncia de oito clados geneticamente isolados (Kasuga
et al., 1999), sendo sete deles geograficamente separadas (Kasuga et al., 2003).

Estudos filogenéticos do fitopatégeno Magnaphorthe grisea (causador da doenca
brusone em arroz e também capaz de infectar cerca de 50 outras espécies de gramineas)
foram realizados por utilizagao de marcadores moleculares do tipo RFLP e seqiienciamento
de loci génicos, além de testes de cruzamentos entre diferentes isolados. Os resultados
mostraram que isolados de M. grisea - patégeno de Digitaria ssp se agrupavam
separadamente dos isolados de M. grisea - patégeno de Oryza sativa e outras gramineas

(Borromeo et al.,, 1993; Burting et al., 1996; Kato et al., 2000; Couch & Kohn, 2002).
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Através da andlise de concordancia genealdgica de trés regides génicas nucleares de
isolados de M. grisea, obtidos de vérios tipos de gramineas, foi possivel determinar a
existéncia de duas espécies filogenéticas altamente divergentes. Os fungos isolados de
Digitaria se agrupavam em clados distintos dos isolados de outras gramineas e dos isolados
do arroz. Os autores denominaram de M. oryzae o patégeno de Oryza sativa e outras
gramineas, devido a: 1) esta espécie estar representada por clados monofiléticos distintos;
2) aparecimento de um uUnico polimorfismo conservado entre as espécies preponderando a
fixacdo das diferengas nucleotidicas; 3) associacdo a diferentes tipos de hospedeiros; 4) sao
reprodutivamente separados (Couch & Kohn, 2002).

Outro caso relatado foi o do fungo Metharhizium anisopliae, patdgeno de insetos,
utilizado para o controle bioldgico de pragas agricolas. Ao analisar 6 regides génicas em
um conjunto de 14 isolados da regido de Ontario — Canadad foi identificado a presenga de 2
grupos geneticamente isolados com caracteristicas fenotipicas diferentes. Um grupo possui
capacidade de crescer em baixa temperatura (8°C) e o outro cresce em temperatura elevada
(37°C). Estes resultados mostram o evento de especiacdo simpdtrica com alto grau de
recombinacdo e diferencgas fenotipicas dentro dos grupos identificados (Bidochka er al.,

2005).

Paracoccidioides brasiliensis e a doenca Paracoccidioidomicose (PCM)

O Paracoccidioides brasiliensis ¢ um fungo termodimoérfico causador da
paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sist€émica que atinge principalmente
trabalhadores rurais que convivem diretamente com o solo em dreas rurais ou de
desmatamento. A doenca foi primeiramente relatada por Adolf Lutz, em 1908, em dois
pacientes internados em Sdo Paulo (Lutz, 1908). Afonso Splendore, em 1912, foi
responsavel pelo isolamento do fungo classificando-o como Zymonema brasiliensis,
denominacdo que perdurou até 1930, quando foi criado o género Paracoccidioides. Este
patdgeno apresenta-se como levedura a 37°C no hospedeiro e a temperatura ambiente (22 a
25°C) na forma de micélio. As coldnias leveduriformes macroscopicamente sao
caracterizadas por serem enrugadas e de coloracdao creme sendo usualmente ovaladas ou
elongadas. A caracteristica microscdpica mais marcante e singular da levedura de P.
brasiliensis € a presenca de multiplos brotamentos periféricos da célula-mae, parecendo
roda-de-leme, utilizada no diagndstico histopatolégico. A fase miceliana € caracterizada
por produzir colonias brancas, pequenas e irregulares cobertas por um micélio aéreo. Um

pigmento marrom pode ser produzido por alguns isolados, sua hifa é delgada e septada e a
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Unica estrutura observada € o clamiddsporo. Sob condi¢des de estresse nutricional, o
micélio origina varios tipos de propagulos como artroconidios ou conidios de célula-tnica
(Bustamante-Simon et al., 1985 e San-Blas, 1991). Estes propdgulos uninucleados podem
originar micélios multinucleados ou células leveduriformes com multiplos brotamentos,
dependendo da temperatura em que se encontram. A inala¢do dos propagulos por via aérea
em modelos animais (camundongos) causa uma doenga cronica e progressiva (McEwen et
al., 1987), podendo também induzir a fibrose pulmonar como observado em humanos
(Restrepo et al., 1992). Especula-se que este possa ser o modo de infeccdo pelos humanos.

A infec¢c@o nos humanos pode originar a forma assintomadtica ou ativa da doenga,
causando infecc¢do primdria no tecido pulmonar podendo se disseminar para outros 6rgaos e
tecidos. A PCM ocorre em individuos imuno-competentes e geralmente mais freqiientes em
homens. Existem duas principais formas da doenga, a aguda ou subaguda (PCM juvenil) e
a cronica (PCM adulta), entretanto a apresentacdo e o curso da doencga variam caso a caso
(Brummer et al., 1993 e Franco, 1994). O tipo adulto da doencga, o qual representa mais de
90% dos casos, ocorre principalmente em homens adultos, € lento podendo levar de meses
até anos para se instalar, afeta primariamente o epitélio pulmonar, causando problemas no
funcionamento do pulmao. Subsequentemente, a doenca pode disseminar para outros
orgdos e tecidos, gerando lesdes secunddrias na mucosa, pele, linfonodos, figado, bago e
glandulas adrenais. A forma juvenil da PCM € de evolucdo rapida (semanas a meses) sendo
que a mais severa pode gerar taxa de mortalidade significante por afetar o sistema
reticuloendotelial e disfun¢ao da medula-6ssea. Independente do 6rgao envolvido, a PCM
usualmente leva a formagdo de seqiielas fibrosas. A PCM predomina em adultos do sexo
masculino (80 - 90% dos casos), independendo do grau de exposicao de homens e mulheres
nas dreas endémicas (Restrepo et al., 1984). Foi mostrado que o hormonio feminino f3-
estradiol bloqueia a transformacao in vitro do micélio ou conidios de P. brasiliensis para
levedura sugerindo que o hormonio possui efeito protetor contra o patégeno (Restrepo et
al., 1984; Salazar et al., 1988).

A PCM ¢ caracterizada por ser uma doenga de perfil granulomatosa sendo esta a
lesdo resultante da reagdo de hipersensibilidade tardia (DTH) contra antigenos do agente
infeccioso, o que permite a contencdo do patégeno e impede assim a sua disseminacao pelo
organismo (Romani, 1997). Plasmdcitos, eosinéfilos e fibroblastos estdo presentes no
granuloma (de Brito & Franco, 1994), entretanto, a principal célula presente é o macréfago,
que possui como principal fun¢do a liberacdo de substancias microbicidas (6xido nitrico,

radicais superéxido e peréxido de hidrogénio). A apresentacdo de antigenos e recrutamento
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dos linfécitos T para a producdo de citocinas varia de acordo com a susceptibilidade do
hospedeiro (Calish & Kashino, 1998). O padrao de citocinas varia muito dependendo do
tipo da PCM (crénica ou aguda). A atividade de linfécitos T e a resposta granulomatosa siao
caracteristicas da forma localizada da infec¢ao, enquanto que na forma disseminada nao se
observa a formacdo de granuloma epitelidide. Individuos sadios sensibilizados por P.
brasiliensis demonstram uma producdo substancial de II-2, IFN-y e IL-10, enquanto
pacientes que desenvolveram a doenga apresentam niveis baixos de IL-2 e IFN-y e niveis
elevados de IL-10 (Bernard et al., 2001). Trabalhos avaliando os niveis de citocinas
liberadas em soro de pacientes com PCM cronica apresentavam altos niveis de IL-10, TNF-
a e IL-2 e pequena producdo de IFN-y. (Fornari et al., 2001). Os dados relatados acima
sugerem que a resposta imunoldgica celular, caracterizada pela producdo de citocinas de
resposta tipo Thl (IL-2, IFN-y e IL-12) é o principal mecanismo de defesa do hospedeiro
contra o P. brasiliensis. Este fungo pode apresentar-se como um patdégeno intracelular
facultativo, capaz de sobreviver e multiplicar no interior de células epiteliais e de
macréfagos murinos € humanos nao ativados (Brummer et al.,, 1989; Moscardi-Bacchi et
al., 1994), sendo que a resposta imune celular e a formacao do granuloma propiciam uma
resposta protetora maxima (migragdo, diferenciacdo e ativacdo de macréfagos) contra o

patégeno (Rumbley & Philips, 1999).

Avancos moleculares em P. brasiliensis

A mudancga fenotipica de hifas de um fungo que vive no ambiente para levedura,
forma patogénica, ndo resulta somente em alteracdes morfoldgicas em alteracdes
moleculares resultantes de uma re-programacdo génica para permitir a sua adaptacdo e
sobrevivéncia (Felipe et al., 2005). Uma caracteristica marcante de patégenos dimorficos é
a correlacdao dos altos niveis de a-(1,3)-glucana na parede celular com a capacidade de
viruléncia de cada fungo (Hogan & Klein, 1994; Nemececk et al, 2006). Além disto,
ocorre também alteracio na composicdo lipidica da membrana plasmatica da célula
provocando um remodelamento e reorganizacdo da membrana (Maresca & Kobayashi,
2000).

Andlise in silico do transcriptoma de P. brasiliensis revelaram a presenga de
varios genes ortélogos envolvidos em viruléncia, quando comparado com outros patdgenos
como, por exemplo, genes codificadores de enzimas do ciclo do glioxilato, sintese de
parede celular, genes envolvidos em processos de detoxificacdo celular e fatores secretados

(Tavares et al., 2005). Com o desenvolvimento do projeto “Genoma funcional diferencial
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do P. brasiliensis” do isolado Pb01 foi possivel identificar 6.022 EST’s (“Expressed
Sequence Tag”) do qual destas 69,4% mostraram similaridade com seqii€ncias ja descritas
de outros fungos. Foram identificados 328 genes diferencialmente expressos durante a fase
de transi¢ao de micélio para levedura, sendo destes 58 expressos na fase miceliana e 270 na
fase leveduriforme. Os genes regulados positivamente foram identificados como
participantes do ciclo celular, resposta ao estresse, resisténcia a drogas e vias de
sinaliza¢do, demonstrando o mecanismo de reprogramacio génica que o fungo sofre na
transicdo dimorfica. (Felipe et al, 2003, Felipe et al., 2005). Através de andlise do
transcriptoma do isolado Pb01 foi possivel identificar varias cascatas de sinalizacdo celular,
sendo as mais importantes: 1) MAPKinases envolvidas em integridade celular; 2) via
AMPc/PKA responsdvel pela regulagdo do desenvolvimento celular e viruléncia fingica;
3) Ras-GTPases permitindo a interagao das vias MAPKinases e AMPc/PKA; 4) via célcio-
calmodulina-calcineurina que controla a sobrevivéncia dos fungos em condigdes de
estresse oxidativo e/ou térmico e 5) via TOR que por sua vez controla crescimento e
proliferagdo celular (Fernandes et al., 2005). Recentemente foram identificados em P.
brasiliensis os genes rasl e ras2 codificadores para duas proteinas diferentes, porém com
alto grau de identidade entre si. Fernandes et al., 2008 sugerem que estes genes estejam
envolvidos no dimorfismo, resposta ao choque térmico e na interacdo de P. brasiliensis
com a célula hospedeira. Estudos do transcriptoma das células de levedura do isolado Pb18
de P. brasiliensis permitiram a identificacdo de 4.692 genes expressos, entre eles genes
homdlogos de viruléncia em C. albicans. Também foi avaliada a expressdo de genes
expressos por PCR em tempo real, durante a transi¢do de levedura para micélio e de
micélio para levedura. Genes como hidrofobina, isocitrato liase e malato desidrogenase
possuiam altos niveis de mRNA durante a fase miceliana enquanto genes como ubiquitina,
delta-9 desaturase, hsp70, hsp82 e hsp 104 possuiam altos niveis de expressdo durante a
fase leveduriforme (Goldman et al., 2003). Trabalhos realizados utilizando as técnicas de
microarranjos de cDNA possibilitaram avaliar a resposta transcricional do fungo ao
ambiente de macréfagos peritoniais murinos. Entre 1152 genes analisados, 152 foram
diferencialmente transcritos, sendo estes responsaveis por suprir limitacdes de glicose e
aminodcidos dentro da célula hospedeira, construcao de parede celular e estresse oxidativo
(Tavares et al., 2007). Em paralelo, Silva et al., 2007 avaliaram o perfil da resposta génica
dos macréfagos peritoniais (hospedeiro) infectados por P. brasiliensis. Foi observado um
aumento de moléculas pro-inflamatérias codificadoras de proteinas de membrana,

metaloproteinases envolvidas na adesao/fagocitose do fungo. Além disso, foi observado um
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aumento na transcricdo de genes apoptoticos induzido em macréfagos apds 24h de
infecgao.

Em P. brasiliensis, proteinas envolvidas na interacdo e adesdao do fungo as células
do hospedeiro t€m sido associadas com a viruléncia e patogenicidade, como a glicoproteina
43kDa (gp43) (Puccia et al., 1986), uma adesina de 30 kDa (Andreotti ef al., 2005) e a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Barbosa et al., 2006), entre outras. A proteina Gp43
¢ produzida e secretada pelo fungo, além de ser a molécula mais abundante em
sobrenadante de culturas leveduriformes de P. brasiliensis (Stambuk er al., 1988). Esta
proteina ja foi isolada, caracterizada e € usada para diagndstico sorolégico em paciente com
a PCM (Cisalpino et al., 1996; Taborda & Camargo, 1993). Estudos comparando
seqiiencias do gene codificador da Gp43 mostraram uma alta variabilidade genética entre
isolados de P. brasiliensis, porém o epitopo de reconhecimento de células T de
camundongos se mantém inalterado (Moraes et al, 2000). Além disto, estudos
filogenéticos mostram que a alta variabilidade genética detectada nas seqiiéncias do gene
gp43 de diferentes isolados deste patégeno pode ser utilizada como um bom marcador
evolutivo das espécies filogenéticas ja descritas (Matute et al., 2006). Os genomas dos
isolados PbO1, Pb18 e Pb3 estdo no momento sendo seqiienciados pelo Broad Institute —
USA em colaboracdo com os grupos que trabalham com este patégeno e dados relevantes

da biologia deste fungo estdo emergindo em grande velocidade.

Habitat e nicho ecologico de P. brasiliensis

O fungo P. brasiliensis é encontrado geograficamente na América Latina,
estendendo do México até o extremo sul da Argentina. Apresenta-se como saprdfita,
vivendo no solo junto com matéria organica em decomposi¢ao. O micélio emite propagulos
infecciosos na forma de artroconidios ou aleuroconidios que s@o dispersos pelo vento e
consequentemente, se inalado, pode levar a PCM (Restrepo, 1985). O fungo j4 foi também
isolado de tatus (Dasypus novemcinctus — Brasil e Cabassous centralis — Colombia) que
habitam regides onde a PCM € endémica e estes animais sdo reconhecidos hoje com
reservatorios naturais do fungo (Bagagli et al., 1998, Bagagli et al., 2003; Corredor et al.,
2005). Além disso, P. brasiliensis também foi encontrado em caes da raca dobermann onde
foi constatado provocar a PCM (Ono et al, 2001). Nao existe correlacio entre a
variabilidade genética de diferentes isolados de P. brasiliensis e infec¢dao preferencial de

um determinado hospedeiro, homem e/ou tatu, uma vez que estes isolados apresentam o
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mesmo gendtipo (Bagagli et al., 1998). Estudos comparando regides parciais do gene da
gp43 sugerem que multiplas infec¢des possam ocorrer no mesmo animal (Sano et al.,
1999). Bagagli et al., 2006 sugerem que a re-infec¢do de animais com diferentes isolados e
em diferentes tempos pode contribuir com a reproducdo sexuada, uma vez que o micro-
ambiente do tatu pode favorecer o encontro de tipos sexuais diferentes do fungo. Os tatus
sd0 membros pertencentes a ordem Xenarthra e sua existéncia na América do Sul esta
estimada em 65 milhdes de anos. A familia Dasypodidae, correspondente aos tatus, € os
fungos pertencentes a familia Ajellomycetaceae sao organismos que co-habitaram as
mesmas areas continentais cerca de 10-20 milhdes de anos passados e provavelmente co-
evoluiram ao longo deste periodo. C. immitis também foi isolado de tatus na regido
nordeste do Brasil e evidéncias moleculares sugerem que este patégeno foi introduzido na
América do Sul recentemente pela migracdo humana. (Fisher et al., 2001; Euldlio et al.,
2001). Evidéncias moleculares sugerem que P. brasiliensis e outros fungos dimérficos
como B. dermatitides, C. immitis e H. capsulatum, pertencentes a familia Onygenaceae,
surgiram cerca de 150 milhdes de anos atrds (Bagagli ef al., 2006). A ecologia de P.
brasiliensis e sua relacdo com diversos hospedeiros estdo diretamente envolvidas com a
histéria evolutiva do fungo uma vez que o processo de co-habita¢do com estes hospedeiros
favorecem a manutengdo da espécie (Bagagli er al., 2006). Observou-se também que P.
brasiliensis pode ser encontrado em fezes de morcegos frutiferos Artibeus lituratus (Greer
& Bolamos, 1977), em mamiferos encontrados mortos em rodovias (linfonddos, bago,
pulmao, glandulas adrenais e rins de pred selvagem - Cavia aperea), em pulmao e figado
de ourico-cacheiro (Sphiggurus spinosus), em pulmao de furdo (Gallictis vittata) e mao -
pelada (Procyon cancrivoros), indicando a variedade de hospedeiros deste fungo,
principalmente em dreas endémicas (Costa et al, 1995; Richini-Pereira et al, 2007).
Recentemente testes sorologicos em duas populagdes de primatas revelaram que estes
animais entraram em contato com o patégeno P. brasiliensis em algum momento da vida.
(Corte et al., 2007). Estudos realizados com animais infectados capturados na regido de
Botucatu-SP mostraram que os tatus infectados foram encontrados em areas umidas, de
vegetacdo perturbada como em plantacdes de Pinnus, em altitudes médias de 800m e perto
de fontes de dgua (Bagagli et al., 2003). Teracoli et al., 2007 mostraram que a presenca de
dgua constitui um fator limitante para o crescimento deste patdgeno enquanto que a
presenca de elevadas taxas de aluminio no solo e baixos niveis de bases saturadas
impediram o crescimento do fungo nesse tipo de solo. Além disso, P. brasiliensis foi capaz

de crescer em solo tanto arenoso quanto argiloso. Alguns autores especulam que o P.
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brasiliensis possui como reservatério natural animais heterotérmicos (peixes, anfibios,
moluscos e etc...) que vivem em contato com agua. As aves aqudticas, ao ingerirem estes
animais, iriam defecar o fungo que entraria em contato com o solo, iniciando a producao de
estruturas dispersivas podendo contaminar tanto humanos quanto animais (Conti-Diaz &

Rilla, 1989).
Estudos genéticos em P. brasiliensis

Trabalhos utilizando a técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (Pulse
Field Gel Electrophoresis — PFGE) permitiram a estimativa do nimero dos cromossomos
deste patogeno. Montoya et al., 1997 e Montoya et al.,1999 mostraram que isolados clinicos
apresentam variabilidade tanto no nimero de bandas (variou entre 4-5) como no tamanho
molecular das bandas cromossomais (a maior banda ¢ >10 Mpb até a menor de 3.2 Mpb).
Entre os isolados ambientais analisados nao foi detectado variacdo no nimero de bandas
(todas tinham 5 bandas no gel de PFGE) e nem no tamanho das respectivas bandas
cromossomais. Quando se comparou o perfil de bandas entre os isolados clinicos e
ambientais observou-se que os tamanhos moleculares das 5 bandas eram similares, com
excecdo da quarta banda de 8.8 Mpb do isolado clinico que passou para 7.2 Mpb nos

isolados ambientais.

O tamanho molecular estimado do genoma do fungo P. brasiliensis varia entre 23
e 31Mpb (Cano et al., 1998) dependendo do isolado analisado. Esta estimativa estd dentro
da faixa de tamanho do genoma de outros fungos patogénicos como C. immitis (29Mb)
(Pan & Cole, 1993) e H. capsulatum (30Mb) (Carr & Shearer, 1998). Entretanto, Cano et
al., 1998 e Feitosa et al, 2003 analisaram o tamanho do genoma de isolados de
P.brasiliensis pela técnica de microfluorometria. Os dados revelaram que alguns deles
apresentavam um tamanho de genoma de 46-61Mb, ou seja, duas vezes maior do que o
tamanho estimado em trabalhos anteriores, sugerindo entdo a possibilidade do fungo ser
dipldide, mas nao descartando a possibilidade de haver isolados hapléides ou aneupldides.
O P. brasiliensis é multinucleado na forma leveduriforme. A determinacdo do tamanho do
genoma por microfluorometria em microrganismos no qual a ploidia ainda ndo se encontra
definida pode levar a conclusdes erroneas devido aos limites impostos na separacdo de
cromossomos homdlogos e também por variacdes no nimero de nicleos por células

(Torres-Guerrero, 1999).
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A padronizacdo de protocolos utilizando citometria de fluxo para estudos de
quantificacdo do conteido nuclear de células uninucleadas de P. brasiliensis foi de extrema
significancia para estudos de ploidia deste patégeno. Almeida et al., 2007 ao avaliarem o
tamanho do genoma de células uninucleares de leveduras de 10 isolados de P. brasiliensis,
previamente caracterizados como membros de trés diferentes espécies filogenéticas
(Matute et al., 2006a), mostraram que o tamanho do genoma variava de 26-35 Mb. Estes
mesmos autores determinaram que todos os isolados analisados eram hapldides, utilizando
a razdo entre a fluorescéncia emitida pelo contetido uninuclear de DNA e o tamanho em
quilobases do genoma hapldide do fungo (previamente determinado por eletroforese de
campo pulsado por Feitosa et al, 2003). Foi também avaliada a variabilidade inter-
individual do gene gp43 entre quatro isolados de P. brasiliensis, nao se detectando variacdo
entre os isolados analisados, o que indica a presenca de um unico alelo deste gene,
reforcando assim o perfil hapléide dos isolados analisados (Almeida et al., 2007). A
variacdo nos tamanhos dos genomas hapléides (26-35 Mb ) é provavelmente devido a
grande variabilidade genética entre os isolados de P. brasiliensis, em decorréncia dos
processos evolutivos sofridos por esta espécie que podem acarretar grandes
insercoes/delecoes de nucleotideos dentro dos genomas dos isolados que estdo em

constante processo de recombinagdo em sua populagcdo na natureza.

Diversidade genética em P. brasiliensis

O modo que fungos se reproduzem (clonal ou recombina¢do) vem sendo discutido
por muitos autores como sendo um importante processo para especiacdo (Maynard Smith
& Szathmary 1995; Coyne & Orr 2004). Tanto os organismos clonais como também
aqueles que s@o capazes de se recombinar estardo aptos a formarem novas espécies, porém
organismos que recombinam fardo isto mais eficientemente, pois respondem mais rapido
aos processos da selecdo natural, além de apresentarem mais variedades fenotipicas
(Goddard et al., 2005). A especiacdo ndo envolve somente a divergéncia, mas também a
sua manutengao, particularmente quando a nova espécie derivada coexiste com a anterior
no mesmo habitat.

Estudos de variabilidade genética deste patdgeno, iniciados em 1995, e utilizando
marcadores moleculares do tipo RAPD (Soares et al., 1995; Molinari- Madlum et al.,1999;
Hahn et al., 2002; Hahn et al, 2003) RFLP (Nino-Vega et al., 2000) cariotipagem
(Montoya et al.,1997; Montoya et al., 1999; Cano et al.,1998) microssatélite (Nascimento
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et al., 2004; Matute et al., 2006b) e através da andlise de polimorfismos de seqii€ncias
geénicas (Matute et al., 2006a) mostram uma extensa variabilidade genética entre isolados
do patégeno humano P. brasiliensis. Estes trabalhos mostraram correlacio de grupos
geneticamente isolados de P. brasiliensis com isolamento geografico (Nino-Veja et al.,
2000), resisténcia a drogas (Hahn et al., 2003) e viruléncia (Molinari-Madlum et al.,1999).
Estudos de filogenia molecular utilizando o seqiienciamento de nucleotideos de 8 loci
génicos de 65 isolados de P. brasiliensis revelaram a existéncia de trés espécies
filogenéticas distintas. Destas, duas delas sdo monofiléticas (PS2 - isolados do Brasil e
Venezuela e PS3 — isolados da Colombia) e uma espécie parafilética (S1), formada por
isolados do Brasil, Argentina, Peru, Paraguai e Venezuela de maior abrangéncia geogréfica
(Figura 6).

Por meio de anélise de recombinagao Matute et al., 2006 consideraram S1 e PS2
como espécies sexuais recombinantes devido a falta de associacdo entre os alelos dos genes
gp43 e tks. As espécies S1 e PS2 foram consideradas simpétricas, ou seja, o evento de
especiacdo destas espécies filogenéticas ocorreu dentro de uma mesma drea geografica. A
espécie filogenética PS3 mostrou-se clonal e alopatrica, ou seja, o evento de especiacdo €
geograficamente restrito a Coldombia. A espécie filogenética PS2 apresenta caracteristicas
proprias como: lenta transicdo de micélio para levedura, células leveduriformes alongadas e

producdo de artroconidios em larga escala em dgar extrato de solo (Tergarioli et al., 2007).

s
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Figura 6: Arvore sem raiz mostrando as divisdes encontradas em 65 isolados de
P. brasiliensis, baseado na andlise de parcimonia e de Bayes, de 8 loci considerados em
conjunto. Os valores acima representam os valores individuais de cada ramo na seguinte

ordem: comprimento dos ramos (o que reflete a distancia genética entre os grupos), valores
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de “bootstrap” e probabilidade posterior (estes dois parametros refletem a confiabilidade e
a forca da existéncia dos diferentes grupos). Os ramos com valores de “bootstrap”
inferiores a 70% e com valores de probabilidade posterior <0.95 ndo foram considerados
por ndo obedecerem ao critério de concordancia genealdgica e de ndo-discordancia
(GCPSR - genealogical concordance phylogenetic species recognition). A estrutura
topoldgica da drvore se divide em dois ramos, subdividindo a populacdo em trés espécies

filogenéticas (Matute et al., 2006).

Estudos filogenéticos analisando 21 isolados de P. brasiliensis (14 préviamente
identificados como S1 e PS3 por Matute et al., 2006) em 21 loci polimorficos revelaram a
existéncia de um isolado atipico que apresenta alta variabilidade genética quando
comparados com os demais 20 isolados; isolado PbO1 (Carrero et al., in press). O Pb01 se
separa de todos isolados analisados em 19 loci além de se separar das trés espécies
filogenéticas descritas por Matute et al.,, 2006. Estes resultados levaram os grupos que
trabalham com variabilidade genética e evolugdo deste patdgeno a especularem se o isolado
Pb01 poderia representar uma nova espécie filogenética, porém para que isso seja valido
deveria ser demonstrada a existéncia de outros isolados que se agrupam com o PbOl.
Estudos anteriores utilizando a técnica de RAPD ja mostravam que o isolado Pb01 se
agrupava com outros isolados e que existia a possibilidade de encontrar outros individuos
na natureza com o mesmo perfil genético (Soares et al., 1995; Molinari-Madlum et al.,
1999).

A espécie P. brasiliensis foi considerada uma tunica espécie morfolégica até
meados de 2000 (Moraes et al., 2000) ja que ainda ndo foi isolada a forma teleomorfica.
Também nao foi relatada a existéncia de reprodugdo sexuada, o que inviabiliza a aplicacao
do método de reconhecimento de espécie bioldgica e/ou morfoldgica para este fungo.
Estudos utilizando marcadores moleculares do tipo RAPD, mostraram a existéncia de
isolados genotipicamente semelhantes ao PbO1 indicando a possibilidade de haver um
grupo geneticamente isolado na natureza, que englobe o isolado PbO1 e que seja distinto
das trés espécies filogenéticas de P. brasiliensis, descritas por Matute et al., 2006. Para isto
a identificacdo de isolados “Pb0I-like” é de extrema relevancia para rastrear este grupo

visando formalizar um possivel evento de especiacgao.
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Objetivos

Investigar a possivel existéncia de uma nova espécie filogenética de P. brasiliensis

que agrupe o isolado PbO1 com outros isolados provenientes da América Latina, pelo

método de GCPSR (“Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition”).

Objetivos especificos

1) Desenvolver um marcador molecular (gene hsp70) para possibilitar a

2)

3)

4)

5)

6)

7

identificacdo de isolados de P. brasiliensis que compartilhem o mesmo INDEL
presente no intron 1 do gene hsp70, aqui denominados “Pb01 — like™;

Avaliar o padrao de amplificagao por PCR da regiao do promotor e intron 1 do
gene hsp70, em duas colecdes de isolados utilizadas em trabalhos anteriores
(Soares et al., 1995, Molinari-Madlum et al., 1999, Hahn et al., 2002 ¢ Hahn et
al., 2003) provenientes das regides Norte, Centro Oeste, Sudeste e Sul do Brasil,
além de outros paises como Peru, Uruguai, Equador e Venezuela com a
finalidade de identificar os individuos “Pb01 — like”;

Amplificar por PCR e sequenciar 13 regides gé€nicas, potencialmente
correspondentes as seqiiéncias polimérficas, de 17 isolados “Pb0I — like”
identificados conforme descrito no item 2;

Avaliar o grau de divergéncia entre o grupo “Pb01-like” e o grupo de isolados
composto pelas trés espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3 (Matute et al., 2006),
utilizando o software DNAsp v 4.10.9 (Rozas et al., 2006);

Realizar as andlises de filogenia molecular para os 13 loci polimérficos
investigados pelos métodos de médxima parcimodnia (PAUP versdao 4.0b.10a;
D.L. Swofford 2000) e andlise de Bayes (Mr.Bayes versao 3.1.2 Huelsenbeck, J.
P. 2000);

Calcular a tempo estimado do isolamento genético entre o grupo de isolados
“Pb01-like” e o grupo de isolados composto pelas trés espécies filogenéticas
S1, PS2 e PS3, conforme proposto por Ney M., (1987);

Analisar possiveis eventos de recombinacdo entre os dois grupos genéticos
isolados identificados neste trabalho, por andlise de decomposi¢do de arvores
utilizando os dois conjuntos de dados de seqiiéncias dos 13 loci (Splitstree4 v4.8

Huson & Bryant, 2006).
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Justificativa

A PCM € a micose sistémica de maior relevancia na América Latina que afeta
uma grande parcela da populacdo rural no Brasil, Colombia e Venezuela. O isolado Pb01
de P. brasiliensis foi obtido de um paciente com PCM cronica na cidade de Goidnia sendo
este um dos isolados bastante estudados até hoje em nimeros de trabalhos publicados na
literatura. Entretanto, ndo € certa ainda sua classificacdo taxondmica dentro do gé€nero
Paracoccidioides em relagdo as espécies filogenéticas ja descritas para o P. brasiliensis
(Matute et al., 2006, Carrero et al., in press). Este trabalho visa a identificacio de isolados
genotipicamente similares ao isolado PbOl, uma vez que este isolado apresenta um
genotipo diferente das trés espécies cripticas descritas em P. brasiliensis (Carrero et al., in
press). Populacdes de fungos geneticamente distintas tendem a apresentar diferentes tipos
de resposta ao hospedeiro, além de caracteristicas fenotipicas exclusivas e particulares
como diferentes niveis de viruléncia, resisténcia a fungicidas, diferentes taxas de
proliferacdo do patdgeno, entre outras. Os estudos e a identificacdo destas populacdes
geneticamente diferentes dentro do género Paracoccidioides possibilitam a associa¢do de
diferentes fendtipos a estes grupos geneticamente isolados. Em adi¢do, a localizacdo das
variagdes genotipicas dentro dos grupos de P. brasiliensis viabiliza o desenvolvimento de
diagndstico diferencial para estes grupos geneticamente distintos, além da grande
contribuicdo aos estudos epidemioldgicos, ecoldgicos e filogeograficos deste patdégeno

humano.
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Materiais e Métodos

Cultivo de isolados de P. brasiliensis e extracao de DNA

Os isolados de P brasiliensis foram mantidos em meio semi-sélido Fava-Netto
(Fava-Netto, 1969), repicados a cada sete dias no caso de leveduras e incubados a 37C. O
procedimento experimental para extracdo de DNA gendmico foi baseado no método
descrito por Raeder & Broda (1985). Resumidamente, as células de levedura foram
maceradas com pistilo e nitrogénio liquido em almofariz de porcelana até obtencao de um
po fino. Esse pod foi transferido para tubo de 2mL (cerca de 50mg de micélio por tubo) e
ressuspendido em 500ul de tampao de extragdo. Essa suspensdo foi misturada com
agitacdo forte por 15 minutos, e em seguida foram adicionados 500uL de clorofane.
Misturou—se vigorosamente, e centrifugou-se por 1 hora a 12.000g. A fase aquosa foi
transferida para novo tubo e tratada com RNase A numa concentracdo final de 100ug/ml
por 15 minutos em banho a 37°C. Apds esse tratamento, adicionou-se igual volume de
cloroférmio, misturou-se vigorosamente e centrifugou-se a 12.000g por 10 minutos. A fase
aquosa foi transferida para novo tubo, foram adicionados 0,5V de isopropanol e a solugdo
foi centrifugada a 12.000g, por 20 minutos a 4°C. O DNA precipitado foi lavado com
etanol 70%, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em volume apropriado de dgua

destilada .

Identificacdo de isolados com gendtipo ’Pb01 - like” através do marcador molecular
PLMMT1/HSPMMT1

Foram analisados por PCR 51 isolados de P. brasiliensis utilizados em trabalhos
anteriores de varabilidade genética utilizando marcadores moleculares do tipo RAPD.
(Hahn et al., 2002; Hanh et al., 2003; Soares et al., 1995; Molinari-Madlum et al., 1999)
inclusive o isolado 7455, que j4 tinha sido mostrado pertencer a0 mesmo grupo do isolado
Pb01 por RAPD (Tabela 1). Estes isolados sdo provenientes das regides Sul, Sudeste,
Centro-Oeste e Norte do Brasil além de outros paises como Peru, Uruguai, Equador e
Venezuela. Para a identificacdo dos isolados “Pb01-like” foi realizada a amplificacdo das
duas regidoes, S’UTR e intron 1, do gene que codifica a proteina Hsp70, utilizando
oligonucleotideos que se anelam em uma regidao de INDEL exclusivo ao isolado Pb01
(Teixeira et al., 2005; Carrero et al. in press). As reacdes de PCR foram realizadas em um
volume total de 25ul consistindo de: tampao Taqg Pol 1X; MgCl, 1,5mM; dNTP 50uM;
oligonucleotideoss HPSMMT1 (5’AACCAACCCCCTCTGTCTTG 3’) e PLMMTI1 (5°
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GAAATGGGTGGCAGTATGGG 3’°) 0,5uM de cada um; 80ng de DNA gendmico; 1 U
de Tag DNA polimerase (Cenbiot). Os ciclos da PCR foram: pré-desnaturacdo de dois
minutos a 94°C; amplificacdo em 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento de 60°C por 30 segundos e extensao final de 68°C por 1 minuto. Os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0.8% e os isolados PCR

positivos para o compartilhamento do INDEL presente no intron 1 do gene hsp70 foram

denominados de “Pb01-like”.

Tabela 1: Descri¢do do isolado, forma e local de coleta do isolado e resultado quanto a presenca (+) ou ndo
(-) do amplicon gerado a partir do conjunto marcador molecular especifico do gene Asp70 para o isolado de P.

brasiliensis Pb01

Isolado Forma/Local de isolamento Positivo (+) ou
negativo (-) para
reag¢do de PCR
com marcador hsp

70

PbO1 PCM Cro6nica/Goids - Brasil +
3171 -i- +
6810 -- +
7455 PCM Cronica/Guaiaquil - Equador +
769 PCM Crdnica/Roraima -Brasil +
717 PCM Crdnica/M ato-grosso - Brasil +
133 PCM Cro6nica/M ato-grosso - Brasil +
Raj-2 PCM Crdnica/M ato-grosso - Brasil +
189 PCM Crdnica/M ato-grosso - Brasil +
218 PCM Cro6nica/M ato-grosso - Brasil +
206 PCM Crdnica/M ato-grosso - Brasil +
84 PCM Crdnica/M ato-grosso - Brasil +
61 PCM Cro6nica/M ato-grosso - Brasil +
57 PCM Crdnica/M ato-grosso - Brasil +
694 PCM Cro6nica/M ato-grosso - Brasil +
397 PCM Cro6nica/M ato-grosso - Brasil +
351 PCM Crdnica/M ato-grosso - Brasil +
SN PCM/Sidao Paulo Brazil -
JT-2 PCM Crdnica/M ato-grosso - Brasil -
JOA PCM/ Minas gerais - Brasil

1087 PCM Crdnica/Rio Grande do Sul - Brasil -
JT-5 PCM Crdnica/Minas gerais - Brasil -
JT-4 PCM Crdnica/Minas gerais - Brasil -
689 .- -
686 PCM Cro6nica/Rio Grande do Sul - Brasil -
53 -:- -
52 - -
333 PCM/Lima- Peru -
113 PCM Crdnica/Sdao Paulo - Brasil -
5979 -- -
135 PCM Cro6nica/Goids - Brasil -
Givaldo -i- -
1430 PCM Cro6nica/Rio Grande do Sul - Brasil -
16 -i- -
662 PCM Cronica/Guaiaquil - Equador -
306 PCM /Trujjilo - Argentina -
728 -i- -
369 PCM Cro6nica/M ato-grosso - Brasil -
339 PCM /Brasil -
73 -/Antioquia - Coldmbia -
JT-1 PCM Crdnica/Minas gerais - Brasil -
YRIJ PCM sub-aguda/ M ato-grosso - Brasil -
283 PCM Cro6nica/M ato-grosso - Brasil -
Pingiiim Fezes de Pingiiim - Uruguai -
262 Racdo de cdo/ Minas Gerais - Brasil -

*(-) Dado faltante
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Tabela 2. Dados de descricao, pais e/ou estado de isolamento, origem e referéncia da utilizagdo de 88 isolados de P.

brasiliensis utilizados para andlise filogenética pelos métodos de andlise de parcimdnia e andlise de Bayes.

Isolado* Descricdo original Pais e/ou estado de Origem Referéncia ! 2

do Isolado isolamento

PbO1 PbO1 Brasil, Goids Clinico Neste trabalho, Carrero et
al. in press

7455 7455 Equador,Guayaquil Clinico Neste trabalho

3171 3171 - - Neste trabalho

6810 6810 - - Neste trabalho

133 133 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

84 84 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

769 769 Brasil, Roraima Clinico Neste trabalho

717 717 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

RAJ-2 RAJ-2 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

189 189 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

61 61 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

218 218 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

206 206 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

694 694 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

397 397 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

57 57 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

351 351 Brasil, Mato Grosso Clinico Neste trabalho

P1 P1 Paraguai Clinico Matute et al. 2006.

P2 P2 Paraguai Clinico Matute et al. 2006.

A8 A8 Argentina Clinico Matute et al. 2006.

A7 A7 Argentina, Misiones Clinico Matute et al. 2006.

A6 A6 Argentina, Misiones Clinico Matute et al. 2006.

A5 A5 Argentina,Chaco Clinico Matute et al. 2006.

Ad Ad Argentina,Chaco Clinico Matute et al. 2006.

A3 A3 Argentina,Chaco Clinico Matute et al. 2006.

A2 A2 Argentina,Chaco Clinico Matute et al. 2006.

Al Al Argentina,Chaco Clinico Matute et al. 2006.

PE1 Pb10 Peru Clinico Matute et al. 2006.

Ul Ul Antartida Fezes Matute et al. 2006.

(pygoscelis)

\' Pbl5 Venezuela Clinico Matute et al. 2006.

V5 Pb381 Venezuela - Matute et al. 2006.

\Z! Pb304 Venezuela, Barinas Clinico Matute et al. 2006.

V3 Pb305 Venezuela, Caracas Clinico Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press, Neste
trabalho **

V2 Pb2 Venezuela, Caracas Clinico Matute et al. 2006.

Vi Pb300 Venezuela, Miranda Solo Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

C21 CIB40392/DASYPUS  Colémbia, Caldas Tatu Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

C20 Pb73 Coldémbia, Antioquia - Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

C19 CIB44197 Colombia, Caldas Tatu Matute et al. 2006.

CI18 P151 Colombia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

C17 P206 Colombia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

Cl6 H47 Colémbia, Arauca Clinico Matute et al. 2006.

Cl15 H45 Colémbia, Clinico Matute et al. 2006.

Cundinamarca

Cl4 H31 Coldombia, Boyaca Clinico Matute et al. 2006.

Cl13 76533 Coldémbia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

Cl12 P161 Colombia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

Cl1 P46 Coldémbia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

C10 P72 Colémbia, Cérdoba Clinico Matute et al. 2006.

C9 P68 Colombia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

C8 P202 Coldémbia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

C7 P204 Coldémbia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

C6 P196/HIGUITA Coldémbia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

C5 P141 Coldémbia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

C4 ATCC60855P163 Coldémbia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

C3 P163 Coldémbia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

C2 P159 Colombia, Antioquia Clinico Matute et al. 2006.

Cl P149 Colombia Clinico Matute et al. 2006.

B26 Pb3 Brasil, Sdo Paulo Clinico Matute et al. 2006 Neste
trabalho

B25 Pb8 Brasil, Sdo Paulo Clinico Matute et al. 2006.

B24 Pb6 Brasil, Parana Clinico Matute et al. 2006.

B23 Pb4 Brasil, Sdo Paulo Clinico Matute et al. 2006, Neste
trabalho

B22 Pbl4 Brasil, Sdo Paulo Clinico Matute et al. 2006.

40



B21 Pbll Brasil, Parana Clinico Matute et al. 2006.

B20 Pb9 Brasil, Sdo Paulo Clinico Matute et al. 2006.

B19 Pbl3 Brasil, Goids Clinico Matute et al. 2006.

B18 Pb339 Brasil Clinico Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

B17 Pbl18 Brasil, Sdo Paulo Clinico Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

B16 14121 Brasil,Rio de Janeiro Clinico Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

Bl15 BT84 Brasil, Sdo Paulo Clinico Matute et al. 2006.

Bl14 BT60 Brasil, Sdo Paulo Clinico Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

B13 Uberlandia Brasil, Minas Gerais Racao de Caes Matute et al. 2006.

B12 IBIA Brasil, Minas Gerais Solo Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

Bl1 TATU Brasil, Para Tatu Matute et al. 2006.

B10 T15LN1 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006.

B9 T13LN1 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

B8 T5LN1 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006.

B7 T10B1 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006.

B6 T9B1 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006.

B5 T8B1 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

B4 T7B6 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

B3 T4B14 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006.

B2 T3B6 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006.

Bl T1F1 Brasil, Sdo Paulo Tatu Matute et al. 2006, Carrero
et al. in press

Pb 309 Pb 309 Venezuela Clinico Carrero et al. in press

Pb 307 Pb 307 Venezuela Clinico Carrero et al. in press

Pb 1684 Pb 1684 Brasil Clinico Carrero et al. in press

BT BT Brasil Clinico Carrero et al. in press

Pb 135 Pb 135 Brasil Clinico Carrero et al. in press

ESLAVA ESLAVA Coldmbia, Antioquia  Clinico Carrero et al. in press

*Qs isolados destacados em vermelho foram utilizados para gerar 13 fragmentos génicos (esquematizados na
Figura7) para serem analisados filogeneticamente em conjunto com isolados utilizados em trabalhos
anteriores (Matute et al., 2006 e Carrero et al., in press)

** Qs isolados Pb2, Pb3 e Pb4 foram utilizados para gerar dados de seqiiéncias génicas para os 5 loci do
conjunto 2 ede dados afim de representar o grupo filogenético PS2

1 As sequencias de oito regides génicas dos 65 isolados utilizadas no trabalho de Matute et al., (2006) foram
utilizadas para gerar matrizes de seqiiéncias (Tabela 3), juntamente com as sequencias geradas para o
isolados “Pb0I1-like” depositadas no banco de dados GenBank (gp43 promotor-exon 1 DQO003984-
DQO004048, gp43 exon 2 DQ003724- DQO03788, fks exon 2 DQ003919-DQ003983, fks exon 3 DQO03854-
DQO003918, adenyl ribosylation factor (arf) DQ004049-DQ004113, chs2 promotor-exonl DQO004114-
DQO004178, chs2 exons 2-4 DQ004179-DQ004243, a-tubulina DQO03789-DQ003853.)

2 As sequencias de cinco regides génicas dos 21 isolados utilizadas no trabalho de Carrero et al., in press
foram utilizadas para gerar matrizes de seqiiéncias (Tabela 3), juntamente com as sequencias geradas para o
isolados “Pb01-like” depositadas no banco de dados GenBank ( hyd 5’UTR EF672155 - EF672175, hyd
3’UTR EF672134 - EF672154, hsp70 EF672113 - EF672133, kex EF672176 - EF672196, e ITS EU118540-
EU118561)
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Amplificacao por PCR e sequenciamento dos 13 loci nucleares para os 17 isolados

“Pb01-like”.

Foram adotados 13 loci de 9 genes nucleares previamente descritos em P.
brasiliensis, (Tabela 3) para amplificacdo nos 17 isolados “Pb01-like”. . Destes 13 loci, 8
deles (gp43 Promotor-Exonl, gp43 Exon2, Glucana Sintase Exon2, Glucana Sintase Exon
3, ADP-Fator de Ribosilacio Exons 2-3, Quitina sintase II Promotor-Exonl, Quitina
sintase II Exons 2-4 e Alfa tubulina) j& tinham sido utilizados no trabalho de Matute et al.,
2006 e os outros 5 (Hidrofobina 5° UTR, Hidrofobina 3° UTR, Hsp70, Kex e ITS )
utilizados no trabalho de Carrero et al., in press. As andlises foram divididas em dois
conjuntos de dados pelo fato de que o laboratério ndao dispunha do DNA de todos isolados
utilizados por Matute et al., 2006 para serem utilizados na amplificacdo e sequenciamento
das 5 regides utilizadas por Carrero et al., in press. Se isto fosse possivel os dados
coresponderiam a apenas um conjunto totalizando 88 isolados amplificados pelas 13
regides génicas. Por outro lado, a formacdo de dois grupos de anélises (8 loci analisados
por Matutue et al.,, 2006 e 5 loci analisados por Carrero et al., in press) proporciona um
aumento da robustez da técnica de GCPSR, uma vez que aumenta o nimero de loci (2
conjuntos) a serem concordantes quanto a divisdo gerada dentro do filograma entre os

1solados do grupo “Pb01-like” e demais isolados de P. brasiliensis.

Tabela 3. Seqiiéncias dos oligonucleotideos senso e anti-senso utilizados para amplificar das 13 regioes

génicas indicadas na tabela, para todos os 17 isolados “Pb01-like”.

Conjuntol
Seqiiéncias* Oligonucleotideos Oligonucleotideos Tm (°C) Referéncia
(senso) 5°> (anti-senso) €3’
gp43 Promotor-  GAATTCCCAGTTGAAAAAATG TATTGCTGATCCTGCTTGAC 48,0 Cisalpino et al., 1996
exonl
gp43 exon2 CCAGGAGGCGTGCAGGTGTCCC GCCCCCTCCGTCTTCCATGTCC 51,5 Cisalpino et al., 1996
Glucana Sintase  TCCGAGTACGAGAGAGTCCGC CCATCACCGATCCTATTTTGCC 51,6 Pereira et al., 2000
exon2
Glucana Sintase  TGGCATTCGATGTCTCAGC CTAATAGTCTTCCCCCAAAC 53,0 Pereira et al., 2000
exon 3
ADP-Fatorde ~ TCTCATGGTTGGCCTCGATGCTGCC ~ GAGCCTCGACGACACGGTCACGATC 50,5 Kasuga et al., 2002
Ribosilagdo exons
3
Quitina sintase I GCAACTCTACCCCAGAGCAAGC GGGTTCCAGGTCTTGGGCTAC 51,6 Nifio-Vega et al., 2004
Promotor-exonl
Quitina sintase I CTTAACGGTGCCTTCTTTGCGG GTGAAAGTATTGTTGCCCAGCG 57,0 Nifio-Vega ef al., 2004
exons 2-4
Alfa tubulina CTGGGAGGTATGATAACACTGC CGTCGGGCTATTCAGATTTAAG 48,0 Kasuga et al., 2002
Conjunto2
Segqiiéncias** Oligonucleotideos Oligonucleotideos Tm (°C) Referencia
(senso) 5°=> (anti senso) €3’
Hidrofobina ATCATCAACAAGCATCAGTAC CCGCTCGAGGGTGTCGATTGGGCATT 52,0 Andrade et al., 2002
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5'UTR TAC

Hidrofobina GATAGCTACTCATGTTTTC CTAAAGGAAAGTTAAGAAGC 50,0 Andrade et al., 2002
3'UTR

Hsp 70 AACCAACCCCCTCTGTCTTG TACCCTGTTCGTTGGCAATG 60,0 Da Silva et al., 1999
Kex GTCACTAAGGAGCTGTTGG GAGTTGCCAGTCGATGAAC 52,0 Venancio et al., 2003
ITS TCGACTCGGGCACGAGCATA TGCCCGTGAGGGTCAGAGTA 57,0 Redecker et al.., 1997

* Os oitos pares de seqii€ncias dos oligonucleotideos “foward e reverse” foram os mesmos utilizados para
amplificacdo dos oitos fragmentos génicos de Matute et al., 2006.

** Os cinco pares de seqiiéncias dos oligonucleotideos “foward e reverse” foram os mesmos utilizados para
amplificacdo dos cinco fragmentos génicos de Carrero et al., in press.

Os oligonucleotideos utilizados para as amplificagdes foram os mesmos utilizados
pelos autores nos trabalhos anteriores (Matute et al., 2006; Carrero et al., in press), ver
Tabela 3. Excepcionalmente, o oligonucleotideo senso usado na amplifica¢do da regido do
promotor do gene gp43 foi re-desenhado e re-sintetizado &)
TCGATGATCGACTTTCTCCTGATG 3') j4 que uma parte do o DNA dos isolados
“Pb01-like” nao geravam produto de PCR amplificado. A regido utilizada para
amplificacdo, onde cada par de oligos foi desenhado, bem como o tamanho do fragmento
de PCR gerado estao mostradas na figura 7. As reacdes de amplificacdo foram realizadas
em duplicatas e em volumes de 50 ul utilizando 25 pl de PCR FideliTaq PCR Master Mix
2X (USB), 0,2uM de cada oligonucleotideo (oligonucleotideo senso e anti-senso) e agua
g.s.p 50ul. Os ciclos da PCR foram: pré-desnaturacao de dois minutos a 94°C; amplificacdo
em 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento
especifica por 30 segundos e extensdo final de 68°C por 1 minuto A temperatura de

anelamento foi ajustada para cada par de oligonucleotideo (ver Tabela 3).

Para a regido do exon 2 do gene gp43 os ciclos foram constituidos de pré-
desnaturacdo de dois minutos a 94°C; amplificacdo em 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento inicial de 70°C por 30 segundos e extensdo final de 68°C por
1 minuto. A temperatura de anelamento foi reduzida em um grau a cada dois ciclos
(touchdown). Os produtos de PCR amplificados foram analisados em gel de agarose 0.8%
e a qualidade do fragmento amplificado foi analisada, avaliando-se a integridade do
amplicom. Os produtos amplificados foram submetidos a purificagdo para retirada da
enzima, dNTP’s ndo incorporados, oligonucleotideos e sais em excesso utilizando os kits
PCR Ilustra GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). Os produtos da

PCR purificados foram quantificados em gel de agarose 0.8% pelo marcador de massa
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molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). As 220 seqiiéncias nucleotidicas
amplificadas foram determinadas por sequenciamento automético em capilar (MegaBACE
500) utilizando DYEnamic ET dye terminator kit (GE Healthcare). Os fragmentos foram
seqiienciados em ambas as fitas a fim de se obter a melhor qualidade da seqiiéncia do
amplicom (phred>30). As seqiiéncias foram inicialmente alinhadas utilizando o software
BioEdit (Hall, 1999) através do algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994) e entdo
manualmente editadas para corrigir eventuais bases mal alinhadas pelo programa. O
programa DNASp v. 4.0.6 (Rozas et al., 2003) foi utilizado para calcular o numero médio
de substitui¢des nucleotidicas entre isolados (Dxy) e o nimero médio de substituicdes

nucleotidicas entre duas populacdes (Da) (Nei M., 1987).

FKS - glucana sintase — exon 2 e exon 3, amplificados separadamente.

FKE EZF Fk S EZF

1236 ATG i —*  TAA
[ |
FKS E2R FRE IR
7ATT
FHKS E2 FKS E3 7.380
[542 565 ph 5 8] & 573 533 ph 7406 |
[ ] 3 e 5 UTR
| Introns
Exons
= Regifes de seqiiéncias de nucleotideos com alta qualidade de cromatograma (phred=30)

utilizadas nas analises filogenéticas

a-TUB - a-tubulina exons2-3

a-TUB F

—
f ] =] ==
o -— 274
H o-TUB R
o-TUB
= /I
1500 243pb 25900 |
Introns
Exons

B EO

Regides de seqgiiéncias de nucleotideos com alta qualidade de cromatograma (phred:=30)
utilizadas nas analises filogenéticas
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AREF - fator de ribosilacao exons 2-3

ARF F
—
eSS
1] :
: ARF
e
Introns
Exons

Regides de seqgiéncias de nucleotideos com alta qualidade de cromatograma (phred:=30)
utilizadas nas analises filogenéticas

GP43 - gp43 promotor-exonl e exon2, amplificados separadamente.

-247

3 e 5 UTR

GP43 E1F GPd3 EZF
o ATG e
I I —— |
TAA 1,381
-—
GP43 E1R GPas 2R B33
Gpd3 E1 Gpd3 E2

Introns

Exons

Regides de seqiigéncias de nucleotideos com alta qualidade de cromatograma (phred:=>30)
utilizadas nas analises filogyenéticas

CHS - quitina sintase — exon 1 e exon 2-4, amplificados separadamente.

CHS E1F CHS E2-4F
s

—
 So—
-1 ATG e ThAA
CHS EA R CHS E2- Z.544 4826
CHS E1 CHS E2-4
—

[s2 asspp  a57]

[ ] 3 ed UTR

1 Introns

[ ] Exons

[ Regides de segiiéncias de nucleotideos com alta qualidade de cromatograma (phred=30)

utilizadas nas analises filogenéticas
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HYD - hidrofobina — 5’UTR-intron1 e 3’°UTR, amplificados separadamente

327 327 453 Be2
1047 pb

Bl ] ATG

HydMMT1 —p

SHyd —p
L NN 512 pb . 10 pb
+— TAAXho <= 3'Hyd

I 205 pb I 256 pb

m 3eb
m Exons
Intron
B Regides de seqii@éncias de nucleotideos com alta qualidade de cromatograma {phred>30)
utilizadas nas analises filogenéticas
HSP70 - hsp70 5°’UTR e intronl
.;?s AT ;{1 1'-'_01 T80
— | 2605 pb
HSPMMT1
—— : 529 pb
.;SPMMT2

L [T

m el
Exon
Intron
B Regides de seqgiiéncias de nucleotideos com alta qualidade de cromatograma (phred=30) utilizadas nas

analises filogenéticas

KEX - kex intron 1

535 ATG 1573 1959 2623 3962
e N 497 b
Kx3
— | e,
-
KS
B 150 pb

m 3eb
m Exons
Intron
B Regides de seqiligncias de nucleotideos com alta qualidade de cromatograma (phred>30)

utilizadas nas analises filogenéticas
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ITS1/2 + 5.8S

SSU RNA ITS 1 ITs 2 LSU RNA
ITS 4
ITS 5 58S RMNA
[ _a88pb I

Regides codantes

ITS 1 e2

il

Regides de seguéncias de nucleotideos com alta gqualidade de cromatograma (phred=30)
utilizadas nas analises filogenéticas

Figura 7. Regides de anelamento dos oligonucleotideos senso e anti-senso utilizados para amplificar os 13
loci polimérficos utilizados para construgcdo das drvores filogenéticas: Glucana Sintase-Exon2 e Glucana
Sintase-Exon3; a-tubulina Exons 2-3; ADP-Fator de Ribosilagdo Exons 2-3; gp43 Promotor-Exonl e gp43
Exon2; Quitina sintase II Promotor-Exonl e Quitina sintase II Exons 2-4 (estes 8 loci constituem os
fragmentos utilizados no conjunto 1 de andlise); Hidrofobina 5’UTR - intron le Hidrobina 3’UTR; hsp 70
3’UTR - Intronl; kex intronl; ITS1/2 (estes 5 loci constituem os fragmentos utilizados no conjunto 2 de

andlise).
Analise filogenética

A andlise filogenética foi realizada utilizando os dois conjuntos de dados de
seqiiéncias de regides génicas. Além disto, a seqiiéncia da regido ITS, também utilizada no
conjunto 2 de andlise filogenética, incluiu os demais membros da familia Ajellomycetaceae,
conforme mostrado na figura 7. O conjunto 1 de dados corresponde a 8 loci gé€nicos
amplificados e sequenciados a partir dos DNAs dos 65 isolados analisados anteriormente
(Matute et al., 2006) adicionado destes mesmos fragmentos amplificados e seqiienciados a
partir dos DNAs dos 17 isolados “Pb0I-like”, totalizando uma amostragem de 82 isolados

de P. brasiliensis.

O conjunto 2 de dados corresponde a 5 loci gé€nicos onde foram utilizadas as
seqiiencias de DNA de 20 isolados de P. brasiliensis previamente depositadas por Carrero
et al., in press, além dos 17 isolados “Pb0l-like”. Para este grupo de andlise foram
adicionados mais 3 isolados (Pb2, Pb3 e Pb4), representantes do grupo PS2 descrito por

Matute et al., 2006, gerando um niimero total de 40 isolados de P. brasiliensis.

47



Para a andlise da regiao I'TS foram utilizadas as seqii€éncias de representantes de
todos os membros da familia Ajellomycetaceae (Histoplasma ssp, Blastomyces
dermatitides, Emonsia ssp, Lacazia loboi) e como grupo externo as duas espécies descritas
de Coccidioides, além de outros 26 isolados de P. brasiliensis incluindo os isolados
“Pb0l-like” totalizando 39 taxons. Esta andlise teve como objetivo investigar a
distribuicao filogenética do grupo “Pb0I-like” em relacdo aos outros isolados de P.

brasiliensis, o seu grupo irmao L. loboi e os demais membros da familia Ajellomycetacea.

8 regides
65 isolados Matute el al., 2006 Gp43 - E1
Conjunto 1 82 isolados Gp43 - E2
FKS - E2
17 isolados do presente (FjﬁSS EES
-E2-4
trabalho Che E
ARF
a-TUB
20 isolados Carrero et al.,. in 5 regides
press 5 HYD
Conjunto 2 40 isolados 3 HYD
. HSP 70
20 isolados do presente KEX
trabalho ITS

7 cepas de Ajellomycetaceae
2 cepas de Onigenacea

N . 1 regiao
Regido ITS 39 isolados 4 isolados de L. loboi
ITS

26 isolados de P. brasiliensis

Figura 8. Quadro esquematico mostrando os dois conjuntos de dados e regido ITS utilizados para andlise
filogenética. O esquema mostra o nimero de isolados utilizados, referéncias de trabalhos ja publicados que
utilizaram estes isolados e os loci utilizados na andlise filogenética deste trabalho. O niimero de acesso de

cada seqiiéncia das regides ITS e nome de cada espécie estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4. Descricdo da espécie, do isolados e/ou Pais de origem e nimero de acesso utilizados para
gerar dados informacionais de fragmentos da regido ITS para andlise filogenética pelos métodos de

andlise de parcimdnia e andlise de Bayes.

Espécie Isolado Numero de acesso
P. brasiliensis Pb2 AY374338

P. brasiliensis Pb3 -

P. brasiliensis Pb4 AY374336

P. brasiliensis Pb Pingiiim AY631235.1
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. brasiliensis Pb T8B1 EU118561

P

P. brasiliensis Pb T7F6 EU118560
P. brasiliensis T13LN11 EU118548
P. brasiliensis Pb305 EU118554
P. brasiliensis Pb300 EU118553
P. brasiliensis Pb Bt60 EU118549
P. brasiliensis Pb73 EU118546
P. brasiliensis Pb 339 EU118547
P. brasiliensis Pb IBIA EU118545
P. brasiliensis Pb ESLAVA EU118543
P. brasiliensis Pb DASYPUS EU118542
P. brasiliensis AF092903 -

P. brasiliensis IFM 54648 AB304443
P. brasiliensis 7455 -

P. brasiliensis 769 -

P. brasiliensis 206 -

P. brasiliensis 57 -

P. brasiliensis 133 -

P. brasiliensis 717 -

P. brasiliensis Pb01 AF092903
P. brasiliensis Pb6810 -

L.loboi 121752 AF322182
L.loboi 24 -

L.loboi 28 -

L.loboi 37 -
Coccidioides posadasii IFM 54195 AB023290
Coccidioides immitis IFM 50992 AB232894
E. parva UAMH 134 AF038326
E. crescens UAMH 132 AF038351
A. dermatititdes ATCC60915 AF322388
A. dermatititdes - U18364
A._capsulatus EH315 ABO071828
A._capsulatus_var.duboisii ATCC32281 AF322386
A._capsulatus_var.farciminosus ATCC58332 AF322387

* (-) ndmeros de acesso no GenBank em fase de submicao

As andlises filogenéticas foram realizadas nos dois conjuntos de dados para cada
loci separadamente. Além disto, cada um dos conjuntos de dados (1 e 2) foram submetidos
a andlise filogenética utilizando os 8 loci concatenados do conjunto 1 e os 5 loci
concatenados do conjunto 2 de dados de seqiiéncias génicas. As andlises filogenéticas
foram realizadas através da andlise de maxima parcimonia e Bayesiana a fim de determinar
a possivel existéncia de grupos com estrutura taxondmica significante dentro da espécie P.

brasiliensis.

A analise da maxima parcimonia é baseada no principio da homologia, ou seja,
se dois tdxons compartilham uma caracteristica € porque esta foi herdada do ultimo
ancestral comum a ambos. Dependendo do caso, as andlises de parcimodnia podem gerar
mais de uma 4arvore. Neste caso deve-se optar pela arvore consenso que € gerada pela

“média” entre as drvores mais parcimoniosas obtidas. O fendmeno de homoplasia é
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interpretado com sendo o cardter que € compartilhado por dois tdxons, mas que nao foi
herdado do ancestral comum a ambos. A estimativa do indice de consisténcia (IC) procura
avaliar justamente o grau de homoplasia de uma arvore filogenética, isto €, nos casos em
que a mudanca de um estado de cardter aparece uma Unica vez na topologia, o IC serd igual
a 1,0 significando que provavelmente aquela arvore estd isenta de viés causado pela
homoplasia. Um IC acima de 0,75 é bem aceito hoje em dia para que haja confianca
quanto a topologia da arvore. Os ramos gerados pela andlise de maxima parcimonia sdo
passiveis de serem avaliados por valores de “bootstrap”. Os valores de “bootstrap” sdo
gerados através de re-amostragens da matriz nucleotidica utilizada para se chegar a arvore
mais parcimoniosa. As andlises de médxima parcimOnia foram realizadas pelo software
PAUP 4.0 (PAUP versao 4.0b.10a; D.L. Swofford 2000). A arvore inicial foi obtida através
da busca heuristica devido ao elevado numero de tdxons. A busca heuristica avalia as
arvores, escolhendo caminhos que contém a arvore de menor score. Durante a busca
heuristica, diferentes rearranjos podem ser feitos para aumentar a chance de cobrir toda a
distribuicdo espacial das arvores. Os “gaps” foram tratados como dados perdidos. Para
representar a confianga de cada ramo gerado pelas andlises, os valores de bootstrap foram
calculados a partir de uma busca heuristica e o rearranjo dos galhos foi feito através da
técnica de “tree bisection and reconnection” (TBR). Os caracteres foram re-amostrados
em 1000 repeticoes (“bootstrap”) a fim de determinar a consisténcia dos ramos. Os ramos
que permanecem sempre juntos nas novas topologias simuladas receberam um valor de
100% do bootstrap na arvore inicial gerada. Para a andlise de GCPSR sdo aceitos valores

de “bootstrap” > 70% (Hillis & Bull, 1993)

A anadlise Bayesiana aplicada a filogenia é uma das técnicas de andlise
filogenética mais bem aceita atualmente. Esta técnica baseia-se nos parametros qualitativos
chamados de probabilidade posterior que ¢ estimada em um modelo evolutivo
previamente selecionado. A probabilidade posterior € dada pelo valor de verossimilhanca
multiplicada pela probabilidade a priori desta hipdtese. Este valor pode ser interpretado
como a probabilidade da arvore filogenética estar correta. As relagdes evolutivas entre
grupos estudados geneticamente distintos sdo estimadas por estes valores. O método
numérico mais utililizado para estimar os valores de probabilidade posterior é o algoritmo
da Cadeia de Markov Monte Carlo acoplado ao algoritmo Metropolis (MCMC). A andlise
Bayesiana € constituida por picos e vales de arvores contendo valores de verossimilhanca,

que sdo coletadas a cada geracdo de andlise. As arvores com valores de verossimilhanca
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situados nos picos de cada geracdo sdo considerados satisfatorios, enquanto as arvores com
valores de verossimilhanga que sdo coletados nos vales sdo dispensaveis para o célculo
final da arvore mais provavel. O método MCMC permite que a busca dos valores sub-
6timos de verossimilhanca de cada geracdo sejam coletados nos picos e que alguns vales
sejam ocasionalmente evitados, reduzindo assim o aprisionamento da busca num desses
vales evitando que falseie o resultado final apds o nimero de geragdes solicitado. A anédlise
de Bayes foi realizada utilizando-se o software Mr. Bayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck,
2003). As cadeias de Markov Monte Carlo foram iniciadas a partir de uma arvore aleatdria
e processadas por 1.000.000 de geracdes e amostras de cada ciclo de 100 geracdes foram
coletadas, sendo que as 25% piores amostras coletadas foram descartadas (“burn-in”) e as
amostras remanescentes foram utilizadas para determinar as distribui¢cdes dos valores de
probabilidade posterior. Todos os valores de Log-Verossimilhanca foram plotados contra
seu respectivo numero da geracdo coletada. Para reforcar as andlises, cada locus foi
analisado independentemente pelo menos em duplicata. Os valores de Log-
Verossimilhanga e a drvore consenso foram comparados em cada corrida para verificar se
convergiam em arvores filogenéticas coincidentes e por fim os valores de probabilidade
posterior foram estimados. Os valores de probabilidade posterior > 0,95 sdo considerados

satisfatorios e significativos para a andlise de GCPSR (Rannala & Yang, 1996).

O melhor modelo evolutivo para cada anélise filogenética realizada neste trabalho
foi estimado pelo software MrModeltest2 (Nylander, 2004). Este software promove a busca
do melhor modelo para avaliar a substituicdo de nucleotideos em uma determinada
seqiiencia génica. Além disso, o software € capaz de gerar um arquivo de saida com os
resultados obtidos contendo os comandos necessdrios para operar tanto o software PAUP
4.0 como também o Mr.Bayes3.1. As arvores filogenéticas foram construidas com auxilio

do software Treeview e FigTree 1.0.
Deteccao de recombinacao

A deteccdo de recombinacdo também pode ser avaliada pelo método de
decomposicdo (Split decomposition method) (Bandelt & Dress, 1992) utilizado para
visualizar incompatibilidades geradas pelo evento de recombinacdo aplicados no software
(Splitstrees4 v4.8) a partir de métodos de distancia gerados pelo PAUP 4.0( Kimra-3-
parametros) (Kimura, 1981). Este programa permite ao usudrio criar redes evolutivas

independentes mostrando se existe a possibilidade de compatibilidade entre as redes
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observadas. A presenca de redes de recombinagdo pode ser detectada por interligacdes
geradas entre os membros dos grupos geneticamente isolados na andlise. Cada grupo
isolado terd um ramo independente, mostrando que este determinado grupo nio possui
nenhum tipo de compartilhamento genético entre os grupos. As andlises foram realizadas
em ambos os grupos a fim de avaliar a possibilidade de recombinagdo intra e inter-grupos

definidos.

Resultados

Anadlise dos isolados para o marcador molecular Asp70 e amplificacao dos 13 loci

polimérficos

Dos 51 isolados analisados para o marcador molecular especifico hsp70, 17 deles
incluindo o Pb0O1 foram positivos para a reacdo de PCR mostrando a presenca e
compartilhamento do INDEL na regido do intron I deste gene. Os 17 isolados que tiveram
o fragmento de 400pb amplificado foram intitulados “Pb0! like”, sendo eles: Pb0O1, 3171,
6810, 7455, 769, 717, 133, RAJ-2, 189, 218, 206, 84, 61, 57, 694, 397, 351 (Figura 9).
Todos estes isolados denominados “Pb01-like” foram submetidos a amplificacdo dos 13
loci: gp43 Promotor-exonl, gp43 exon2, Glucana Sintase exon2, Glucana Sintase exon 3,
ARF-Fator de Ribosilacdo exons 2-3, Quitina sintase II Promotor-exonl, Quitina sintase II
exons 2-4, a-tubulina (8 loci correspondentes ao conjunto 1 de dados), Hidrofobina 5’UTR,
Hidrofobina 3’-UTR, hsp 70 5°-UTR e intronl, kex intron 2 e ITS1/2 (5 loci
correspondentes ao conjunto 2 de dados). Todos os fragmentos foram obtidos com sucesso,
exceto o isolado 697, para o qual ndo foi possivel amplificar o locus gp43 — éxon 2. A
seqiiencia desta regido para o isolado 697 foi considerada como dado perdido na andlise
filogenética, tanto para a andlise de mdaxima parciménia como Bayesiana. Para

exemplificar, os 13 amplicons gerados para o isolado Pb0O1 estdo mostrados na Figura 10.
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Figura 9. Amplificacio da regido do INDEL do gene hsp70 para determinag@o dos isolados “Pb0I-like” de
55 isolados de P. brasiliensis. O gel de agarose 0.8% mostra o resultado da PCR utilizando-se os
oligonucleotideos PLMMT1 e HSPMMT1. A) pogos 1 — 24: marcador de massa molecular de 100pb, 01 ,
controle (-), 3171, 6810, 7455, 769, 717, 133, raj-2, 189, 218, 206, 84, 61, 57, 694, 397, 351, Marcador
100pb, SN, JT-2, JOA, 1087 e JT-5; B) pogos 1 — 24: Marcador 100pb, JT-4, 689, 686, 52, 53, 333, 113,
5979, 135, Givaldo, 1430, 16, 662, 306, 728, 369, 339, 73, JT-1, YRJ, 283, Pingiiim, C) pocos 1 — 6:
Marcador 100pb, 262, 265, 375, TATU, 9.
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Figura 10. Andlise em gel de agarose 0,8% dos produtos amplificados para oa 13 loci génicos do isolado
PbO1: 1) glucana sintase exon2, 2) glucana sintase exon 3, 3) quitina sintase II Promotor-exonl, 4) quitina
sintase II exons 2-4, 5) gp43 promotor-exonl, 6) gp43 exon2, 7) ARF-Fator de Ribosilacao exons 2-3, 8) a-
tubulina , 9) marcador de massa molecular 100pb, 10) hidrofobina 3’UTR, 11) hidrofobina 5’UTR, 12) Asp
70 5° UTR e intronl, 13) kex intron 2 e 14) ITS1/2 + 5,8S.

Analise de polimorfismo dos 13 loci génicos
As seqiiéncias obtidas pelo sequenciamento automadtico dos 17 isolados “Pb01-
like” para os 13 loci, geradas neste trabalho, estdo em fase de depdsito no GenBank. Ambas
as fitas do DNA de cada fragmento gé€nico amplificado foram seqiienciadas, sendo
consideradas as seqiiéncias com qualidade de phred>30. As seqiiéncias foram alinhadas
gerando matrizes nucleotidicas individuais para cada locus analisado. Os pontos
polimérficos encontrados para os 13 loci analisados neste presente trabalho estdo
representados no anexo 1 (conjunto 1 de andlise) e anexo 2 (conjunto 2 de andlise). Estes
dados individuais de polimorfismo para cada locus génico foram utilizados, em separado,
para a andlise filogenética, conforme serd mostrado neste trabalho. Além disto, os loci tanto
do conjunto 1 como do conjunto 2 foram concatenados, em separado, para avaliar se o
padrao de identificacdo dos grupos geneticamente isolados seriam condizentes com as
andlises de locus simples, parametros estes indispensdveis € essenciais para o
reconhecimento de espécies filogenéticas.
O conjunto 1 de andlise constituido pelos 8 loci concatenados totalizou 3.565
nucleotideos e mostrou que 308 bases nucleotidicas sd@o polimérficas (8,63%). Destes, 223
sdo parcimOnia-informativos e 85 parcimoOnia-nao informativos. O conjunto 2 de dados

gerou um total de 1.662 nucleotideos analisados, dos quais 183 foram varidveis (11,01%)
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(Tabela 5). Destes, 69 sdo parcimonia-informativos e 114 parcimdnia ndo-informativos. O
software PAUP 4.0 separa automéaticamente os polimorfismos parcimOnia-informativos
para a analise de maxima parcimoOnia, sendo estes os responsaveis pelo sinal filogenético.

Altos percentuais de bases polimérficas também foram encontrados em outras
espécies fungicas de alta diversidade genética, como no caso de espécies cripticas (Couch
& Kohn, 2002; O’Donnell et al., 2004). Longos trechos de INDEL foram observados em
ambos os conjuntos de dados de seqii€ncias.

No conjunto 1 foi observado para o locus ARF- Fator de ribosilacdao, um INDEL de
8 pb, fixado entre os isolados do grupo “Pb01-like” e as espécies filogenéticas S1, PS2 e
PS3. Na regidao do promotor do gene gp43 foi observado um INDEL de 17pb, também
fixado entre os isolados do grupo “Pb0l1-like” e espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3.
Entretanto, o isolado 133 ndo apresenta para este locus gp43 polimorfismo compativel com
o grupo “Pb0I-like”, compartilhando o polimorfismo desta regido apenas com os isolados
do grupo PS2. Um INDEL de 8pb encontrado no locus gp43-promotor-exonl é exclusivo
do isolado Al, previamente relatado por Matute et al. (2006) (ver anexo 1 — loci ARF e
gp43-promotor-exonl).

No conjunto 2, a regidao do intronl do gene hsp70 possui quatro seqiiéncias de
INDEL (12, 6, 23 e 3pb) fixados entre o grupo “Pb0I-like” e demais isolados. E possivel
observar também, nesta regido, um microssatélite (TC), que nos isolados de P. brasiliensis
¢ fixado em 5 repeticoes, enquanto que nos isolados do grupo “PbOI-like” esse
microssatélite pode variar de 14 a 17 repeticdes TC dependendo do isolado (Ver Anexo2 -
intronl do gene hsp70). As seqiiencias de INDEL encontradas em ambas as andlises e o
nimero de repeticdoes da regido de microssatélite foram fixados em ambos os grupos de
isolados geneticamente distintos. E importante ressaltar que foi observada baixa freqiiéncia
de compartilhamento de polimorfismos entre os grupos “Pb0l-like” e espécies
filogenéticas S1, PS2 e PS3, porém a fixagdo dos polimorfismos observados foi
preponderante entre estes dois grupos.

A regido mais polimorfica para o conjunto 1 foi o promotor e éxonl do gene gp43
(1=0,03978) e para o conjunto 2 foi a regiao do gene da hsp70 (n= 0,02788). Para as duas
regides analisadas do gene gp43 para os 82 isolados de P. brasiliensis foram obtidos 880
nucleotideos, dos quais 681 sdo correspondentes a regides codantes. Esta regido foi a de
maior incidéncia de substituicdes nao-sindnimas, gerando modificacdo na seqiiéncia da
proteina, chegando a 32 residuos de aminodcidos alterados de 227 analisados (14,1%), o

que demonstra a alta variabilidade de isoformas para este exoantigeno.
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Tabela 5. Avaliacdo geral do polimorfismo detectado nos dois conjuntos de dados analisados.

Conjunto 1
Locus Total de nucleotideos | Sitios Nimero de sitios Polimorfismos fixados entre
analisados Parciménia- | polimérficos isolados “Pb01-like” e demais
informativos isolados
alfa tubulina 243 18 26 14
ADP-Fator de 396 15 29 18
Ribisilacdao
quitina sintase 11 508 21 37 11
Promotor-exonl
quitina sintase 11 438 23 22 14
exons 2-4
glucana sintase 566 12 14 11
exon2
glucana sintase 534 19 21 14
exon 3
gp43 Promotor- 453 54 91 69
exonl
gp43 exon2 427 61 68 42
Total 3565 223 308 193
Conjunto 2

2 11 2
hidrofobina 08 0 8
3’UTR

346 15 16 12
hidrofobina
5°UTR

399 20 110 91
hsp 70

210 13 20 15
kex

4 1 17 11
ITS %9 0

1662 1 137

Total 66 69 83 3
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Reconstrucao filogenética e identificacio de espécies

Analise filogenética dos loci individuais para os dois conjuntos de dados

A genealogia de cada um dos 13 loci individuais analisados estd representada
pelas respectivas drvores-consenso, as quais foram resultantes de 1.000.000 de
randomizacdes individuais a partir de uma 4rvore inicial gerada pela anélise de Bayes (ver
Figuras 11A — 11H e 12A - 12E). A topologia gerada a partir de cada locus analisado
separadamente pelas andlises de Bayes foram em sua grande maioria iguais (com excecao
do locus kex) as topologias geradas pela andlise de maxima parcimonia, assim os valores de
“bootstrap” foram adicionados aos ramos das arvores das figuras 11A — 11H e 12 A-C e
12E. No locus kex a divisdo entre representantes dos grupos filogenéticos de P. brasiliensis
e “Pb0l-like” se mantém conservada entre as andlises de Bayes e mdxima parcimdnia, no
entanto, uma divisao nao significativa aparece dentro do clado correspondente as espécies
filogenéticas de P. brasiliensis. Esta divisdo ndo ocorre nas andlises de maxima
parcimOnia, mas € possivel observd-la na andlise de Bayes, porém com valores de
probabilidade posterior ndo-significativos (<0,95) quanto ao suporte dos ramos criados (ver
figura 12D). As escalas presentes em cada filograma sdo geradas pela proporcao de sitios
de nucleotideos varidveis pelo total de nucleotideos analisado. Pode-se observar que os
isolados “Pb01-like” sempre se separam dos demais grupos que definem as trés espécies
filogenéticas descritas por Matute et al.(2006) em todos os loci analisados dos 2 conjuntos
de dados (Figura 11 A — H e Figura 12 A - E). Por exemplo, para o caso do locus da a-
tubulina, observa-se que o grupo “Pb0l-like” e o grupo filogenético PS1 provavelmente
possuem um ancestral comum, pois se separam de um unico ponto durante o processo
evolutivo, quando a andlise € feita para este locus. Os grupos filogenéticos S1, PS2 e PS3
se mantém separados de forma consistente conforme descrito anteriormente por Matute et
al. (2006), mesmo apds a adi¢do dos 17 isolados “Pb01-like”, o que indica que as anélises
realizadas neste trabalho refletiram o mesmo grau de agrupamento (ver figuras 11E e
11H). Foi possivel observar no locus Asp70, do conjunto 2 de andlise a presenca de forma
consistente da espécie filogenética PS2 (figura 12C). E importante ressaltar que o grupo
“Pb0l-like” se separa de todos os demais grupos anteriormente descritos e isto &
fortemente refor¢ado pelos valores de “bootstrap”; apds 1.000 experimentos “in silico” de
randomizacdes para cada um dos 13 locus analisados verifica-se valores maximos (100%)
de “bootstrap” para todas as arvores. Valores de “bootstrap” acima de 70% sao

considerados como critério de alta consisténcia e confiabilidade nas analises de maxima
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Figura 12. Genealogias individuais geradas pelos 5 loci génicos estudados correspondentes ao conjunto2 de dados. Cada drvore foi analisada individualmente pelos métodos de maxima
parcimdnia e andlise Bayesiana. A drvore gerada pela andlise Bayesiana foi escolhida para representar os dados filogenéticos de cada Idcus, por mostrar em escala a razdo de bases
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ordem: A) hidrofobina 3°’UTR, B) hidrofobina 5’UTR, C) hsp70 5’UTR e intronl, D)kex?2 intronl e E)ITS 1/2 +5.8S
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parcimonia, para geracdo dos agrupamentos observados. O valor de probabilidade posterior
¢ também uma forma indispensavel para avaliar a alta consisténcia e confiabilidade dos
ramos gerados pelas andlises de Bayes. Valores de probabilidade posterior acima de 0,95
sdo considerados significativos para a existéncia do ramo filogenético. O ramo que separa
os isolados “Pb0l-like” dos demais grupos de isolados de P. brasiliensis previamente
constatados por Matute et al. (2006), recebe os valores de 1,0 de probabilidade posterior e
de 100% de “bootstrap” (destacados em vermelho nas figuras 11A — 11H e 12A - 12E)
para todos os loci analisados, mostrando a consisténcia e confiabilidade destes ramos. Nas
genealogias geradas a partir dos dados do conjunto 1, os isolados 133 e 769 alternam entre
os grupos filogenéticos “Pb01-like” e as trés espécies filogenéticas descritas por Matute et
al. (2006). E possivel observar que o isolado 133 se agrupa no clado dos isolados “Pb0I-
like” nos 3 loci fks-E2, fks-E3 e arf (ver figuras 11A, 11B e 11G), enquanto que nos 5 loci
chs-El, chs-E2-4, gp43-E1, gp43-E2 e o-tubulina, ele se mantém agrupado com isolados
representantes das trés espécies filogenéticas de P. brasiliensis, principalmente com o
grupo PS2 (ver figuras 11C, 11D, 11E, 11F e 11H) . Resultados semelhantes foram
observados para o isolado 769, uma vez que nos loci chs-E2-4 e gp43-E2 (ver figuras 11D
e 11F) este isolado se agrupa com os isolados representantes das espécies filogenéticas de
P. brasiliensis o que ndo acontece nos loci fks-E2, fks-E3, chs-El, gp43-El, arf e a-
tubulina (ver figuras 11A, 11B, 11C, 11E, 11G e 11H). No conjunto 2 de andlise deste
trabalho, os isolados 133 e 769 se mantém agrupados com os isolados do grupo”Pb01-like”
em todas as 5 genealogias geradas. Desta forma, considerando a andlise dos 2 conjuntos de
dados para os isolados 133 e 769, dos 13 loci analisados eles se agrupam com o ramo
“Pb01-like” em 8-9 deles, enquanto nos outros 4-5 loci eles se encontram agrupados com

as trés outras espécies filogenéticas descritas por Matute et al., 2006.

Analise filogenética dos loci concatenados para os dois conjuntos de dados

Os oito loci correspondentes ao conjunto 1 e os cinco loci correspondentes ao
conjunto 2 de dados foram analisados de forma concatenada, em separado, por ambos 0s
métodos de maxima parcimonia e de Bayes. Para o conjunto 1 de dados uma darvore
consenso de maxima parcimonia de 352 passos foi gerada, com indice de consisténcia (IC)
= 0,7727 e indice de homoplasia (HI) = 0,2273, indicando uma boa consisténcia da arvore
mais parcimoniosa gerada. Na andlise Bayesiana, o valor méaximo do log de
verossimilhanga foi de 7218,19. A topologia gerada pela andlise Bayesiana foi idéntica a

maxima parcimOnia ja que as espécies e subgrupos foram mantidos inalterados. Dessa
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forma, optou-se entdo pela arvore gerada pela andlise Bayesiana. Os valores de “bootstrap”
foram adicionados aos valores de probabilidade posterior junto aos ramos filogenéticos. Ao
avaliar a topologia gerada, dois principais grupos foram formados: 1) um deles
correspondente ao grupo de isolados “Pb0I-like” e, 2) o outro referente as trés espécies
filogenéticas propostas por Matute et al. (2006) (Figura 13A). Os grupos filogenéticos
com valores de bootstrap < 70% e com probabilidade posterior < 0,95 ndo foram
considerados para as andlises de seqiiéncias concatenadas. Estes valores sdo fundamentais
para a consisténcia dos ramos filogenéticos que comportam as espécies reconhecidas pelo
método de GCPSR. A grande distancia filogenética entre estes grupos (ver escala de 0,8 —
Figura 13B) pode ser observada pela escala da arvore filogenética que representa a
proporcao de sitios varidveis na analise.

A estrutura filogenética proposta por Matute et al. (2006) se manteve inalterada; a
espécie S1 se mantém parafilética composta por subgrupos constituidos de valores nao
significativos de probabilidade posterior e bootstrap; a espécie considerada clonal PS3 se
manteve monofilética sustentada por um ramo filogenético com valores de probabilidade
posteriot/bootstrap de 0,96/94, sendo também mantido nas genealogias correspondentes
aos loci gp43-E2 e a-tubulina (Figll F e 11H). A espécie recombinante PS2 também se
mantém estruturada nesta andlise, com valores de probabilidade posterior/bootstrap de
0,98/95. PS2 apresenta as mesmas caracteristicas nas andlises dos loci gp43-E2 e o-
tubulina (Figll F e 11H). Esta espécie foi inicialmente, considerada por Matute et al.
(2006) como monofilética, mas ao serem acrescentados os isolados do grupo “Pb01-like”,
por esse trabalho, este grupo se tornou parafilético (Ver Figura 13).

Interessantemente, o grupo correspondente aos isolados “Pb0I-like” se mantém
separado das espécies S1, PS2 e PS3 por um longo ramo monofilético fortemente refor¢ado
por valores de probabilidade posterior e bootstrap (1,0/100). A figura 13B representa a
arvore filogenética sem raiz gerada pela andlise de Bayes onde fica totalmente evidente a
grande distancia genética entre os grupos “Pb0I-like” e aquele correspondente as espécies
S1, PS2 e PS3.

E importante enfatizar que os isolados 769 e 133 ndo se agrupam em nenhum dos
grupos filogenéticos relatados nesta andlise, sendo estes posicionados em regides distintas
ao longo do ramo filogenético que separa o grupo “Pb0I-like” do grupo correspondente as
espécies S1, PS2 e PS3. Isso se deve, provavelmente, ao compartilhamento de alelos destes
isolados entre as espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3 e o grupo “Pb0I-like”, o que sera

discutidoposteriormente.
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Figura 13. Andlise filogenética gerada a partir de 8 loci concatenados de 3.565 nucleotideos analisados e correspondentes ao conjunto 1 (fks-E2, fks-E3, chs-El, chs-E2 4,
gp43-El, gp43-E2, arf e a-tubulina). A) Arvore-consenso com raiz representando as relacdes filogenéticas dos isolados das 3 espécies filogenéticas descritas por Matute et
al., 2006 com os isolados representantes do grupo “Pb0I-like”; B) Arvore-consenso sem raiz destacando a distdncia do ramo filogenético que separa as trés espécies
filogenéticas de P. brasiliensis do grupo “Pb01-like”. Os ramos filogenéticos com valores de bootstrap <70% e com valores de probabilidade posterior <0.95 (mais freqiientes
dentro dos grupos S1 e PS2) ndo foram mostrados por ndo satisfazerem o critério da concordancia genealdgica e a ndo-discordancia ganealdgica, conforme j4 relatado por

Matute et al., 2006.
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discordéancia ganealdgica, conforme ja relatado por Matute et al., 2006.
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Dentro do grupo de isolados “Pb0lI-like” observa-se uma divisao significativa
entre isolados do estado do Mato Grosso (RAJ-2, 189, 351, 218, 61, 57, 84, 694, 397, 206 e
717) e aqueles obtidos do estado de Goids e do Equador (Pb0O1, 7455 3171 e 6810) na
andlise concatenada do conjunto 1 de loci (ver Figura 13). Esta divisdo ndo aparece
significativa em nenhuma das 8 genealogias simples que fazem parte do conjunto 1,
portanto, este clado ndo pode ser designado uma espécie filogenética distinta, mas
provavelmente um subgrupo desta espécie filogenética (ver Figura 11).

O conjunto 2 de dados correspondente aos 5 loci analisados por Carrero et al., in
press, também foi analisado de forma concatenada, em separado, por ambos os métodos de
maxima parcimOnia e de Bayes. A andlise de médxima parcimOnia gerou uma arvore
consenso com 99 passos, com indice de consisténcia (IC) = 0,9091 e indice de homoplasia
(IH) = 0,0909. Na andlise de Bayes o valor mdximo do Log de verossimilhancga foi de
2425,10. Como para o conjunto 1, as topologias observadas em ambas as andlises
filogenéticas foram idénticas, entdo optou-se por mostrar a arvore gerada pela andlise
Bayesiana.

A divisao detectada no conjunto 1 entre isolados “Pb0I-like” e as espécies
filogenéticas S1, PS2, PS3 foi também observada no conjunto 2 de anélise, separando estes
grupos por um ramo filogenético com valores maximos de probabilidade posterior e
bootstrap 1,0/100 (Figura 14A). Quanto a distribuic¢do filogenética proposta por Matute et
al., (2006) a unica espécie filogenética que se mantém consistente no conjunto 2 de andlise
€ a espécie PS2, sem se conseguir diferenciar as espécies S1 e PS3. A espécie PS2
representada pelos isolados Pb2, Pb3 e Pb4, aparece em um ramo monofilético com valores
de probabilidade posterior e bootstrap consistentes de 1,0/95,6, (ver Figura 14). Este
grupo também aparece na genealogia simples obtida através do locus hsp70 (figura 12C).

Os isolados 769 e 133, que no conjunto 1 de andlise ndo agruparam em nenhum
dos grupos filogenéticos, no conjunto 2 agruparam junto aos demais isolados “Pb01-like”.
Este agrupamento foi possivel, pois estes dois isolados compartilham todos os
polimorfismos analisados dos 5 loci com aqueles observados nos isolados do grupo “Pb01-
like” (ver anexo 2). Ao se avaliar a drvore sem raiz correspondente ao conjunto 2 de
andlise € possivel observar a grande distancia filogenética do ramo que separa o grupo
“Pb01-like” das espécies filogenéticas S1, PS2, PS3 (ver escala de 0,005 — Figura 14B).

De acordo com o critério de reconhecimento de espécies filogenéticas pela
concordancia genealdgica, o grupo que contém os isolados “Pb0l-like” pode ser

considerado uma nova espécie filogenética uma vez que este grupo aparece distinto dos
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demais em todas as 13 genealogias simples avaliadas e também nos dois conjuntos de

dados concatenados.

Anadlise da relacao filogenética dos grupos “Pb01-like”, S1, PS2, PS3 com os demais
membros da familia Ajellomycetaceae, utilizando a regiao ITS.

As andlises filogenéticas realizadas com os membros da familia Ajellomycetacea
(Histoplasma ssp, Emmonsia ssp, Blastomyces dermatitidis e Lacazia loboi) mostraram que
a divisdo detectada entre os isolados do grupo “Pb0I-like” e isolados correspondentes ao
grupo das espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3 se manteve altamente suportados. Ao
considerar as espécies de Coccidioides como grupo externo, foi possivel notar que o clado
“Pb01-like” aparece com valores de bootstrap/probabilidade posterior de 100/0.99
mostrando a robustez desta divisdo filogenética criada (Figura 15). Como esperado, os
isolados de Lacazia loboi compartilham um mesmo ancestral comum, mais uma vez
demontrando que P. brasiliensis e L. loboi formam grupos-irmao (Herr et al., 2001). Esta
espécie aparece nesta arvore altamente suportada por valores maximos de

bootstrap/probabilidade posterior de 100/1.0.

Quantificaciao do tempo de divergéncia genética
Para acessar o tempo de isolamento genético entre as populagdes compostas pelas
trés espécies filogenéticas de P. brasiliensis (S1, PS2 e PS3) e a espécie filogenética
composta pelos isolados Pb0I-like, foi quantificada a amplitude da divergéncia entre os
grupos distintos (DnaSP 4.10 Rozas er al., 2006). A medida de divergéncia nucleotidica
(dA) entre os dois grupos geneticamente distintos foi de 37 x 103 para o conjunto 1 de
andlise (8 loci) e de 41 x 103 para o conjunto 2 (5 loci incluindo, o ITS). De acordo com
Nei, M. (1987) a taxa de substituicao de nucleotideos é constante por sitio analisado (A) € o
tempo em que duas populagcdes divergiram pode ser calculado por:
dA=2AT
Neste trabalho, foi utilizada a mesma taxa de substitui¢do que foi adotada para o
género Coccidioides devido a proximidade genética entre as espécies flngicas — P.
brasiliensis e Coccidioides, logo o valor de (L) foi de 10™/pb/ano (Koupopanou et al.,
1997; Fisher et al., 2000). Baseado nestes dados, este evento de especiacdo entre os dois
grupos, “Pb01-like” e espécies S1, PS2 e PS3, foi de 18 milhdes de anos para o conjunto 1

e de 20 milhdes de anos para o conjunto 2 de andlise (média de 19 milhdes de anos atrds).
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Figura 15. Relacdes filogenéticas da espécie P. lutzii com os demais membros da familia Ajellomycetaceae. A arvore filogenética representada foi gerada a partir de andlises
de Bayes da regido ITS 1/2 + 5,8S de 39 taxons, listados na Tabela 4. Valores de probabilidade posterior e “bootstrap” (maxima parcimdnia) foram adicionados para

representar os valores de confiabilidade de cada ramo.
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Anadlise de recombinacio genética intra e inter-grupos.

A avaliacdo do processo de recombinacdo entre as espécies filogenéticas foi
realizada pelo software Splitstrees 4.0 através das redes de recombinagcdo que demonstram
o intercAmbio gé€nico entre os isolados. Como € possivel observar na figura 16A,
correspondente aos dados do conjunto 1 de andlise, os isolados do grupo “Pb01-like” estao
em processo de recombinagdo distinto dos isolados representantes das espécies S1, PS2 e
PS3. Nesta andlise fica claro que: 1) existe troca genética entre o isolado 769 e a espécie
filogenética de P. brasiliensis S1; e 2) existe compartilhamento de alelos entre o isolado
133 e a espécie filogenética PS2. No conjunto 2 de anélise foi possivel detectar redes de
recombinacdo isoladas em ambos os grupos, sendo clara mais uma vez a ocorréncia do

evento de recombinagdo separadamente entre as espécies (Figura 16B).
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Figura 16. Anélise de decomposicdo das drvores filogenéticas para deteccdo de ocorréncia de recombinagdo

intra e inter-grupos. As observagdes de que multiplos caminhos formam uma rede interconectada ligando os

isolados analisados sdo consistentes com a ocorréncia de recombinagdo. A) Andlise dos 8 loci gé€nicos

correspondentes ao conjunto 1 de dados; B) Andlise dos 5 loci génicos em conjunto referentes ao conjunto 2

de dados.
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Discussao

Polimorfismos compartilhados entre novas espécies divergentes, apds a
especiagdo, sdo gradualmente perdidos durante a deriva genética. As espécies passam por
estdgios de polifilia e parafilia chegando finalmente a monofilia reciproca (Avise & Ball
1990). Devido a aleatoriedade deste processo, cada locus ird perder polimorfismos
ancestrais e se tornardo fixados para os polimorfismos derivados a uma constancia
diferente.

De acordo com os alinhamentos gerados pelos 13 loci polimérficos analisados, o
grande numero de polimorfismos fixados entre os grupos das espécies filogenéticas de P.
brasiliensis e o grupo de isolados “Pb01-like” sdo responsaveis pela monofilia encontrada
entre estes dois grupos. Resultados semelhantes sdo encontrados entre as espécies de
patégenos fungicos de gramineas M. oryza e M. grisea. Estes dois patdégenos eram
considerados como espécies Unicas, porém andlises filogenéticas de trés loci génicos
revelaram a existéncia de dois clados geneticamente distintos e com habilidades distintas
de infectar espécies diferentes de plantas. O grau de divergéncia entre as seqiiéncias entre
as espécies de M. oryza e M. grisea foi de 9.7% , sendo este valor aceito para distingao de
espécies (Couch & Kohn 2002). Em nossa andlise, do total de 3.565 nucleotideos
concatenados e analisados no conjunto 1, o grau de divergéncia entre as seqiiéncias foi de
8,6% . Para o conjunto 2, do total de 1.662 nucleotideos concatenados foram analisados
gerando um grau de divergéncia de 11,0% (valor médio dos 2 conjuntos é de 9,8%). Estes
valores sdo condizentes em nivel de espécie quando comparados com outras espécies de
fungo. Este mesmo fendmeno foi relatado entre as duas espécies de Coccidioides, immitis e
posadasii, onde o grau de divergéncia de seqiiéncias (1,4%) foram obtidos (Koufopanou et
al., 1997).

Foi possivel notar um baixo indice de polimorfismo compartilhado entre o grupo
“Pb01-like” e o grupo composto pelas 3 espécies filogenéticas descritas por Matute et al.,
2006. Para o conjunto 1, os polimorfismos compartilhados entre os dois grupos atingiram
um percentual de 3,6% enquanto que no conjunto 2 esse valor atingiu 2,4%. Por outro lado
existe um grande percentual de polimorfismos fixados em ambos os grupos (63% para o
conjunto 1 e 75% para o conjunto 2 de dados). Estes resultados de polimorfismos indicam
que provavelmente ocorreu um forte bloqueio do fluxo génico entre estes grupos

geneticamente distintos, o que evidencia incompatibilidade de cruzamento genético.
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De acordo com todas as topologias individuais geradas pelos 13 loci génicos neste
trabalho, o género Paracoccidioides possui dois grupos altamente divergentes. A divisio
monofilética criada nestas andlises entre isolados “Pb0I-like” e o grupo formado pelas
espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3 mostra que ndo se trata de evento de recombinagao
intra-locus e sim um processo de isolamento genético que € conservado ao longo do DNA
entre os grupos isolados estudados (figuras 11 e 12). De acordo com o método de GCPSR,
diferentes loci génicos apresentardo diferentes genealogias dentro da espécie devido a
existéncia do processo de recombinacdo entre os loci analisados, mas entre espécies
diferentes as genealogias serdo concordantes devido a deriva e isolamento genético. Se
diferentes arvores gé€nicas sdo concordantes, elas possuem uma mesma topologia devido a
fixacdo de loci polimorficos causada pelo isolamento genético. Quando os loci
correspondentes aos dois grupos de dados de seqiiéncia foram analisados em conjunto, o
grupo de isolados “Pb0I-like” se manteve monofilético, sustentado por valores maximos
de bootstrap e probabilidade posterior (100/1.0) para ambos os conjuntos de andlise
(Figuras 13 e 14). De acordo com o critério do método de reconhecimento de espécies
filogenéticas pela concordancia genealdgica (GCPSR) o grupo “Pb0l-like” pode ser
considerado uma nova espécie filogenética, diferente das trés espécies filogenéticas
previamente mencionadas (Matute et al., 2006). Cada espécie pode ser considerada uma
linhagem evolutiva independente, caso satisfaca os dois critérios estabelecidos pela
metodologia de GCPSR: 1) concordancia genealdgica: o clado deve estar presente na
genealogia gerada pelos loci analisados em conjunto, fielmente sustentados 2) nao
discordancia genealdgica: cada clado observado na arvore consenso dos loci analisados em
conjunto deve ser sustentado em pelo menos uma genealogia simples, por valores de
“bootstrap” > 70% (Hillis & Bull, 1993) e valores de probabilidade posterior de > 0.95
(Rannala & Yang, 1996). As andlises realizadas neste trabalho demonstraram que estes
dois critérios adotados pelo método de reconhecimento de espécie filogenética pela
concordincia genealdgica estdo fortemente presentes uma vez que: 1) o clado
correspondente aos isolados “Pb0l-like” aparece fortemente sustentado nas duas
genealogias dos dados concatenados, para ambos os conjuntos de dados; 2) o ramo que
agrupa a espécie (“Pb0l-like”) é fortemente sustentado em todas as genealogias simples
pelos valores de probabilidade posterior e “bootstrap” (probabilidade posterior - 1.0 e
“bootstrap” - 100%).

Resultados semelhantes foram observados no género Coccidioides onde por meio

de andlise de GCPSR, de 12 (doze) loci nucleares e 9 (nove) regides de microssatélites,
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foram identificadas e nomeadas duas espécies distintas pela utilizacdo dos mesmos critérios
mencionados acima. Apesar de serem idénticas morfologicamente as duas espécies sdo
alopdtricas, ou seja, a espécie Coccidioides immitis € restrita na regido de Baja, Califérnia e
norte do México e a espécie Coccidioides posadasii possui uma distribuicdo geogréfica
mais ampla estendendo do estado americano do Texas até a Argentina (Koufopanou et al.,
1997; Fisher et al., 2000; Fisher et al., 2002).

Outro evento de especiacdo em fungos patogénicos € o do género Histoplasma,
que possui uma distribui¢ao cosmopolita. Este fungo possui uma vantagem em relacao aos
sistemas de classificacdo sistemdtica em fungos por ter seu ciclo sexual conhecido,
cruzamentos genéticos facilmente reprodutiveis e o estado teleomorfo bem definido
(Kwon-Chung 1973). Através de testes de cruzamentos, morfologia e patogenicidade trés
variedades foram identificadas, as quais foram denominadas de: capsulatum, duboisii e
Sfarciminosum (Kwon-Chung, 1974 Kwon-Chung & Bennett, 1992; Rippon, 1998). Através
de estudos de concordancia genealdgica de quatro regides génicas nucleares foi possivel
observar a existéncia de pelo menos oito espécies filogenéticas (Kasuga et al., 1999), sendo
sete deles geograficamente separadas (Kasuga et al., 2003).

Pelos nossos dados, o grupo “Pb0I-like” € restrito a drea geografica da regido
Centro-Oeste (especificamente os estados de Mato-Grosso e Goids). O tnico isolado do
grupo “Pb01-like” que se encontra fora da regido Centro-Oeste € o isolado 7455, oriundo
do Equador. Pode ser que este pais também abrigue outros isolados membros da espécie
filogenética “Pb01-like”, pois se sabe que ja foram relatados inimeros casos de PCM neste
Pais (Ronquillo, 1983). Outra possibilidade para explicar este fato pode ser devido a
migracdo humana pela América Latina, uma vez que a populacdo rural que trabalha no
campo tende a migrar de acordo com a disponibilidade de emprego no campo. Isso pode
levar um individuo a contrair a PCM em um determinado local e realizar o tratamento e o
isolado ser coletado em uma regido onde nao reflete o habitat do fungo. Este fendmeno de
migracdo humana ja foi relatado nas espécies de Coccidioides onde isolados de C.
posadasii foram coletados na Califérnia, regido esta exclusiva da espécie C. immitis, o que
provavelmente ocorreu em funcdo da grande migracdo humana na regido entre o México e
Estados Unidos (Koufopanou et al., 1997).

O processo de genotipagem de diferentes isolados P. brasiliensis na América
Latina ainda estd sendo realizado, o que indica que outras populacdes geneticamente
distintas além das 4 até aqui relatadas possam existir. Um forte candidato a uma nova

espécie filogenética dentro do género Paracoccidioides é o isolado 4940 que inicialmente
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fazia parte do quadro de isolados analisados por Carrero et al., in press. Durante este
trabalho, os autores encontraram extremas dificuldades para amplificar todos os 21 loci
polimérficos utilizados. Neste sentido, ao se comparar a estrutura do gene 1,3-B-glucana
sintase entre os isolados de P. brasiliensis, o isolado Pb4940 ndo apresentava um intron na
por¢ao 5° do gene. Além disso, foi possivel observar duas substituicdes ndo-sindbnimas na
seqiiéncia da proteina do isolado 4940 quando comparado com os demais isolados
analisados (Okamoto et al., 2006), incluindo o PbO1.

Conforme pode ser observado existe o compartilhamento geogrifico dos grupos
“Pb0l-like” e os demais grupos filogenéticos reportados por Matute et al., 2006 (ver
Tabela 1). O evento de especiacdo que envolve os grupos filogenétios “Pb01-like” e as
espécies filogenéticas de P. brasiliensis S1 e PS2 é simpétrico, uma vez que ambas as
espécies compartilham o mesmo local geogréfico, ja que o isolado PbO1 e o B19 (grupo
S1) sdo provenientes do estado de Goids — Brasil (Figura 17). Hahn et al., 2003 mostraram
através de marcadores moleculares do tipo RAPD que isolados genotipicamete semelhantes
ao Pbl8 (grupo S1) originarios de Mato-Grosso - Brasil compartilham o mesmo local
geografico de isolados do grupo “Pb01-like”. Isto fortemente sugere que o rompimento do
fluxo génico entre estes grupos ndao € dependente de barreira geogrifica e sim
provavelmente de caracteristicas especificas de cada grupo como, por exemplo,
hospedeiros preferenciais, acasalamento e nicho ecoldgico especifico. E importante
ressaltar que ainda ndo dispomos destas informagdes para o caso dos isolados analisados

neste trabalho, ou seja, para nenhum dos dois grupos filogeneticamente distintos.
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Figura 17. Distribuicdo geogrifica dos 88 isolados de P. brasiliensis utilizados neste trabalho. As regides
geogréficas coloridas identificam o local (Pais) de isolamnto de cada um dos respectivos isolados. Vermelho
— Venezuela, Cinza — Brasil, Alaranjado — Argentina, Roxo — Paraguai, Amarelo — Peru, Azul — Equador e
verde — Coldmbia. Os isolados 3171 e 6810 pertencentes ao grupo “Pb0I-like” ndao possuem dados de local
de isolamento. Os isolados 133 e 769, destacados em marrom, compartilham polimorfismos entre os dois

grupos geneticamente distintos “Pb01-like” e PS2 + S1, respectivamente.
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O evento de especiacdo simpadtrica ocorre em menor freqii€ncia do que a
especiacdo alopatrica, porém cada vez mais estudos de especiacio mostram este
acontecimento. Um exemplo claro de especiacdo simpdtrica ocorreu com o fungo
patogénico de insetos Metarhizium anisopliae. Duas populacdes encontradas nas regides de
Ontario, Canada possuem diferengas na capacidade de crescer em meio de cultura a 8°C e
37°C. Andlises de seis (6) loci nucleares demonstraram um alto grau de especiacao nestas
duas populacdes e, além disso, estes dois grupos estdo em processos distintos de
recombinacdo (Bidochka et al., 2005). A especiacdo simpadtrica difere da especiacdo
alopdtrica pelo fato que os intercruzamentos estdo restritos a distdncia. Na especiagcdo
simpétrica o fluxo génico ndo € interrompido por limitacdes geograficas mais sim por
caracteristicas bioldgicas exclusivas das espécies.

Sabemos que o P. brasiliensis possui pelo menos dois nichos ecoldgicos na
natureza. O primeiro € em seu estado filamentoso, vivendo no solo de forma sapréfita em
meio a matéria orginica em decomposicdo e o segundo vivendo em associagdo com
animais na forma de levedura. Nunca foi observada uma correlacdo entre nicho ecoldgico e
espécies filogenéticas de P.brasiliensis. A associacao de espécies filogenéticas a diferentes
hospedeiros ndo deve ser excluido. Até hoje o fungo foi encontrado diretamente apenas em
humanos, tatus e caes, porém indiretamente ( através de testes sorolégicos e intradérmicos)
P. brasiliensis ja foi relatado em muitas espécies de animais tanto selvagens, como
morcegos (Artibeus lituratus - Grose & Tamsitt 1965) e em primatas (Johnson & Lang,
1977; Corte et al., 2007) como em animais domésticos, eqiiinos (Conti-Diaz et al., 1972) e
bovinos (Gutierrez et al., 1974). Nenhuma distin¢do filogenética foi observada até hoje
entre isolados de tatus e humano uma vez que estes isolados possuem genétipos iguais.
Este estudo abre caminhos para pesquisar possiveis nichos ecoldgicos especificos para
estas espécies filogenéticas.

Atualmente, dos membros da familia Ajelomycetaceae, somente os fungos P.
brasiliensis e L. loboi ndo posuem teleomorfo definido, por outro lado H. capsulatum e
Blastomyces dermatitidis sdao espécies cujo ciclo sexual é bem estabelecido e as estruturas
relacionadas a reprodugdo sexuada sdo facilmente detectadas (Kwon-Chung 1973;
McDonough e Lewis 1967). A andlise filogenética da regido ITS incluindo os membros da
familia Ajelomycetacea (Histoplasma ssp, Blastomyces dermatitidis e Emonnsia ssp), além
das espécies consideradas irmas P. brasiliensis e L. loboi mostrou claramente a distribui¢ao
filogenética dos membros desta familia. Ao considerar as espécies C. immitis e C.

posadasii (familia Onygenaceae) como grupo externo, os isolados representantes das
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espécies filogenéticas de Paracoccidioides e os isolados de L. loboi se agrupam com 0s
demais membros da familia (Figura 15). Até entdo nenhum trabalho havia relatado a
classificacdo formal do fungo L. loboi como membro da familia Ajelomycetacea.
Untereiner et al., 2004 propuseram a classificacdo deste clado, porem nao incluiram
nenhum isolado de L. loboi. Pela andlise da regiado ITS, nao foi possivel distinguir as trés
espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3, provavelmente isto se deve a discreta variagdo
nucleotidica encontrada nesta regido génica entre estas espécies filogenéticas de P.
brasiliensis S1, PS2 e PS3 (ver anexo 2).

A familia Ajelomycetacea possui uma caracteristica exclusiva por infectarem
organismos vertebrados. A espécie L. loboi também possui esta caracteristica uma vez que
€ capaz de infectar tanto homem quanto golfinhos no meio ambiente (Haubold et al., 2000).
A distribuicdo entre o grupo de isolados “Pb0I-like” e os demais isolados representantes
das trés espécies filogenéticas descrita por Matute et al., 2006 se manteve ao associar com
os outros membros da familia Ajellomycetacea. Pode-se notar que os 16 polimorfismos
fixados na regido ITS, para os dois grupos identificados neste trabalho, se mantem quando
sdo analisados juntamente como outros membros da familia, o que fortemente sustenta a
distincdo filogenética encontrada. E possivel notar que os tixons irmdos Lacazia loboi e
Paracoccidioides ssp. compartilham um mesmo ancestral comum, porém fica claro pelas
andlises filogenéticas da regido ITS de que se trata de dois géneros distintos.

Sabe-se que a espécie Homo sapiens surgiu a cerca de 400-200 mil anos atrds no
continente da Africa, porém a coloniza¢io da América do Sul ocorreu somente hd 14 mil
anos atrds. Estudos moleculares dataram o surgimento da familia Onygenaceae em 100
milhdes de anos atrds (Berbee & Taylor, 2001). Entre seus membros desta familia, como C.
immitis e H capsulatum surgiram no periodo Mioceno, cerca de 23 - 5 milhdes de anos
atrds (Koupafanou et al., 1997; Koupafanou et al., 2000; Fisher et al., 2001 e Fisher et al.,
2002), periodo este em que a América do Norte ainda permanecia separada da América do
Sul. Evidéncias de fésseis sugerem que os mamiferos pertencentes ao grupo Xenarthra, o
qual se inclui a espécie Dasypus novencinctus, apareceram na América do Sul cerca de 65
milhdes de anos atrds (Nowak, 1999). Bagagli et al., 2006 sugerem a possibilidade que a
associacdo entre tatus e o fungo P. brasiliensis se deu antes do surgimento do homem,
porém ndo se exclui a possibilidade de que esta interagdo possa ter ocorrido recentemente
devido a acdo antropomorfica. De acordo com o presente trabalho, o tempo de isolamento
reprodutivo entre o grupo formado pelas trés espécies filogenéticas de P. brasiliensis (S1,

PS2 e PS3) e a espécie filogenética correspondente ao grupo “Pb0lI-like” € de 18-20
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milhdes de anos atrés. Estes resultados mostram que o evento de especiacdo que separou a
espécie correspondente aos isolados “Pb01-like” das 3 espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3
foi muito antes do surgimento do homem nas Américas mostrando que este evento nao
dependeu da acdo antrépica.

Tradicionalmente quase todas as espécies de fungos sdo reconhecidas por
aspectos morfolégicos e em menor freqiiéncia por métodos de isolamento reprodutivo.
Quando espécies filogenéticas sdo detectadas torna-se possivel buscar novos fendtipos que
possam reforcar e correlacionar com grupos geneticamente isolados. Isso ocorreu com o
fungo Aspergillus flavus onde pelos métodos de reconhecimento de espécies filogenéticas,
a andlise de 5 loci génicos possibilitou identificar a presenca de pelo menos 4 espécies
filogenéticas (Geiser et al., 1998). Estudos subseqiientes relacionando dois destes grupos
filogenéticos, geograficamente distintos, com dois caracteres fenotipicos (tamanho da
esclerotina e producdo de aflotoxina) mostraram uma correlacdo entre genétipo e fendtipo,
reforcando a proposicdo de duas diferentes espécies filogenéticas (Geiser et al., 2000). Em
adicdo, a espécie morfoldgica Ceratocystis fimbriata foi separada em mais duas espécies
dentro deste género, por andlise de filogenia molecular e intercruzamentos. Para cada grupo
geneticamente isolado foi possivel atribuir um caractere fenotipico exclusivo como
hospedeiro especifico e diferente tamanho e forma dos meidsporos e mitdporos (estruturas
reprodutivas). Para este género foram entdo descritas formalmente outras duas espécies: C.
plantani para o grupo que hospeda a espécie de Platanos e C. cacaofunesta para o grupo
que hospeda a planta do Cacau (Engelbrecht & Harrington, 2005). A habilidade de se
encontrar caracteres fenotipicos exclusivos entre espécies filogenéticas refor¢a o sinal
evolutivo (Harrington & Rizzo, 1999).

Tercarioli et al., (2007) estudaram a capacidade de crescimento de isolados
representantes das espécies filogenéticas S1 e PS2 em 4gar extrato de solo. Estes estudos
demonstraram que todos os isolados, com exce¢do de T10 e Bt84 (ambos do grupo PS2),
foram capazes de produzir artroconidios em larga escala em meio dgar extrato de solo. Em
P. brasiliensis trés principais caracteres fenotipicos foram identificados nos membros dos
grupos geneticamente isolados “Pb0I-like” e demais espécies filogenéticas (S1, PS2 e
PS3). Hahn et al., (2003) mostraram que os pacientes infectados por isolados do Mato-
Grosso correspondentes ao grupo II (equivalentes ao grupo “Pb01-like” deste trabalho),
respondiam bem a terapia com trimetopima-sulfametoxazol (960mg didrios) enquanto que
os pacientes infectados com isolados do grupo I (gendtipo “Pb0OI-non like”) nao

respondiam ao tratamento com esta droga. Adicionalmente, um segundo caracter fenotipico
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de atividade de urease pode ser observado entre os dois grupos identificados neste trabalho,
isolados Pb01 (“Pb01-like”’) e Pb18 (S1). O isolado Pb0O1 mostrou uma maior atividade da
enzima urease do que o Pbl8 (Tavares, A. - comunicacdo pessoal). Molinari-Madlum et
al., (1999) ao separar os grupos por marcadores moleculares do tipo RAPD, os isolados
Pb01 e 7455 apresentaram um maior grau de viruléncia do que os isolados PbS, 662, Bt e
166. Neste trabalho, foi realizado o teste do marcador molecular para o gene hsp70 para
estes ultimos 4 isolados, onde nao foi detectada a amplificagdo do INDEL presente neste
gene para o grupo “Pb01-like”. Estes dados mostram que os isolados do grupo “Pb01-like”
possuem caracteristicas fenotipicas exclusivas, o que também refor¢a ainda mais a proposta
de reconhecimento de uma nova espécie filogenética.

A reproducdo sexuada dentro das espécies filogenéticas do gé€nero
Paracoccidioides se torna cada vez mais clara devido aos processos de recombinagio
génica observado entre isolados de P. brasiliensis. Estudos realizados por Moraes et al.,
(2000) consideraram P. brasiliensis um microrganismo clonal, porém Matute et al, (2006)
demonstraram através de andlises de recombinacdo que em algum estdgio do seu ciclo de
vida o fungo possui uma fase sexuada. A presenca de recombinacdo dentro dos clados
correspondentes as espécies filogenéticas de P. brasiliensis S1, PS2 e PS3 e do clado
“Pb01-like”, realizado neste trabalho, foi evidente quando submetidos as andlises pelo
Splitstrees4.0 para o conjunto 2 de dados. As andlises mostram que os dois grupos (“Pb01-
like” e S1, PS2, PS3) estdo em processos de recombinagdo distintos devido a presenca de
redes de recombinacdo presente em ambos os grupos separados (ver Figura 16B). No
conjunto 1 de dados ndo foi possivel detectar redes de recombinag@o entres estes dois
grupos, porém foi possivel mostrar que os isolados 769 e 133 apresentaram particularidades
quando ao seu gendtipo por dois motivos principais: 1) os isolados 769 e 133 compartilham
polimorfismos com ambas as espécies filogenéticas de P. brasiliensis S1 e PS2,
respectivamente (ver anexo 1); 2) a andlise de recombinacdo mostra claramente o
compartilhamento de material genético destes isolados com as espécies filogenéticas S1 e
PS2, devido a presenca de redes que os interligam (Figura 16A). Com os dados de
filogenia destes 2 isolados duas hipdteses para explicar sua existéncia sao plausiveis: 1)
intercruzamento entre os dois principais grupos filogenéticos descritos neste trabalho, ou
seja, estes dois isolados possuem genétipos hibridos; 2) existe a possibilidade destes
isolados representarem ancestrais do género Paracoccidioides, ou seja, ao colocarmos estes
isolados na presenca de um dos isolados dois principais grupos filogenéticos eles seriam

capazes de se intercruzarem uma vez que compartilham material genético. Nao podemos
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assumir que estes dois isolados correspondem a espécie filogenética “Pb01-like”, pois seu
posicionamento dentro da arvore filogenética gerada a partir do conjunto 1 ndo os agrupa
em nenhum dos dois principais grupos filogenéticos descritos neste trabalho (Figura 13).
Para a melhor compreensao deste evento de compartilhamento de material genético entre as
duas populagdes necessita-se o dominio dos testes de acasalamento “in vitro” destes
isolados. Andlises filogenéticas de individuos correspondentes as espécies bioldgicas N.
crassa e N. intermédia possibilitou observar que a maioria dos hibridos estudados pela
concordancia genealdgica de 4 loci polimérficos se posicionavam em diferentes clados das
espécies bioldgicas, e possivelmente formarao ainda novas espécies biologicas (Dettman et
al., 2003 a,b). O fendmeno de gendtipos hibridos também estd presente no género
Saccharomyces, onde se postula que o surgimento do ancestral deste género ocorreu a
partir da fusdo de nucleos diferentes acompanhada da alopoliplidia (estado caracterizado
pela posse de dois genomas dissimilares e derivados de duas ou mais espécies ancestrais)
(Wolfe & Shields, 1997; Wong et al., 2002). E possivel que os isolados 133 e 769,
analisados neste trabalho, sejam possiveis formas de surgimento de uma nova espécie, fruto
do cruzamento de diferentes espécies filogenéticas do género Paracoccidioides (“Pb01l-
like” X S1 e/ou “Pb01-like” X PS2), sendo de extrema importancia para a manutencao das
espécies (Taylor et al., 2007).

Apesar da reproducdo sexuada em P. brasiliensis nunca ter sido observada “in
vitro”, existem fortes indicios moleculares que evidenciam a existéncia do ciclo sexual
dentro do gé€nero Paracoccidioides. Recentes estudos avaliando o locus MAT de cepas de
espécies de Histoplasma e Coccidioides revelaram a presenga dos dois idiomorfos (MAT
1.1 (a-box) e MAT 1.2 (HMGQG)) necessdrios para que ocorra a reproducdo sexuada nestes
fungos patogénicos (Bubnick er al., 2007; Fraser et al., 2007). Para o género Histoplasma
ja se conhecia este processo através de testes de cruzamentos, porém somente evidéncias
moleculares eram conhecidas para o género Coccidioides (Fisher et al., 2000). A anélise do
transcriptoma do isolado PbO1 correspondente ao grupo “Pb0I-like” (Felipe et al., 2003;
Felipe et al., 2005) e de dados do genoma estrutural do isolado Pb3 de P. brasiliensis (PS2)
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis.1/Multi
Home.html) mostraram a presenca de seqiiéncias homdlogas ao H. capsulatum do locus
MATI.1 (presente no Pb01) e MAT1.2(presente no Pb3). O locus MAT foi demonstrado
ser a principal caracteristica para determinacao do sexo em fungos, além de extremamente
funcional para o diagndstico de espécies evolutivas como no caso do género Fusarium

(O’Donnell et al., 2004). A presenca dos genes HMG e a-box em diferentes isolados de P.
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(X3

brasiliensis reforcam ainda mais a existéncia de ciclo sexual neste fungo. Andlises “in
silico” do genoma estrutural de A. fumigatus, até entdo considerado um patégeno assexual,
revelaram a presenca de genes envolvidos no processo de reprodugdo sexuada. Genes como
aqueles responsaveis pela sintese, processamento, via de sinaliza¢io a ferormonios sexuais,
receptores de ferormodnios (Poggler, 2002) e idiomorfos MAT 1.1 e MAT 1.2 foram
identificados, além de ter sido detectado o evento de recombinacdo entre isolados desta
espécie (Paoletti et al., 2005; Pringle et al., 2005). Estes genes possuem alta homologia
com aqueles envolvidos no ciclo sexual de S. cerevisiae, mostrando que A. fumigatus deve
possuir ciclo sexual em algum estagio do seu ciclo de vida. Estes mesmos genes também
estdo presentes no genoma de P. brasiliensis, 0s quais podem promover o intercruzamento
de isolados geneticamente compativeis. Nosso grupo dispde, no momento, de fortes
evidéncias experimentais que sustentam a presenca do ciclo sexual em P. brasiliensis

(Teixeira et al., em andamento).
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Conclusoes

1-

Foi identificado um INDEL presente na regidao do intronl do gene Asp70 no isolado
Pb01 do patdgeno P. brasiliensis. Esta regido foi utilizada em experimentos de PCR
visando mapear outros isolados provenientes da América Latina e, que possuiam
genotipos semelhantes, que aqui foram denominados “Pb01-like”;

O sequenciamento de 13 loci polimoérficos de 88 isolados gerou os dados que foram
utilizados em andlise de filogenia molecular (GCPSR). Estes resultados mostraram
que o clado geneticamente distinto, que abriga os isolados “Pb0I-like”,
correspondem a uma nova espécie filogenética de acordo com a metodologia de
GCPSR, tanto por andlise dos /oci individuais como concatenados, além das outras
3 espécies filognéticas ja descritas para este patégeno (Matute et al., 2006);

A grande divergéncia observada do novo clado provavelmente ocorre devido a
grande quantidade de nucleotideos fixados e acumulados entre os dois principais
grupos geneticamente distintos, gerando um ramo monofilético fortemente
sustentado pelos valores maximos (100%) de “bootstrap” (andlise de méixima
parcimonia) e pelos valores (1,0) de probabilidade posterior (andlise de Bayes);

Os dados de polimorfismos indicam que provavelmente ocorreu um forte bloqueio
do fluxo génico entre estes dois grupos geneticamente distintos, o que evidencia
incompatibilidade de cruzamento genético;

Além disto, a andlise in silico dos dados de seqiiéncias dos 13 loci para os 88
isolados deste patégeno evidenciou fortemente que os dois principais grupos
filogeneticamente distintos estdo em processo de recombinagdo de maneira
separada, o que sugere isolamento reprodutivo entre os dois grupos;

A amplitude de divergéncia mostrou que o evento de especiacdo entre os dois
grupos, “Pb01-like” e espécies S1, PS2 e PS3, ocorreu ha cerca de 19 milhdes de
anos atras;

Andlise molecular utilizando marcadores do tipo RAPD mostram claramente a
concordancia entre as drvores geradas neste trabalho, separando os dois grupos e
reforcando estes dados (Soares et al., 1995; Molinari-Madlum et al., 1999; Hahn et
al., 2002; Hahn et al., 2003);

Mesmo que espécies adicionais sejam descobertas em dreas geograficas pobremente
amostradas neste trabalho como México, Uruguai, Guiana, Suriname, Guiana

Francesa e paises da América Central, provavelmente nio alterardo a estrutura
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taxondmica apresentada neste trabalho, pois o ramo monofilético que agrupa os
isolados “Pb01-like” é extremamnete consistente pelas andlises de filogenia;

Estes dados de filogenia molecular adicionados dos dados de morfologia,
cruzamentos, caracteristicas fenotipicas exclusivas especificas para cada um dos
dois principais grupos aqui identificados, sustentariam fortemente a descri¢ao
formal de uma nova espécie para o género Paracoccidioides. Se isto se confirmar, e
devido a grande importincia deste patdgeno na drea médica na América Latina é
importante nomear o clado “Pb0I-like”. Uma nova nomenclatura pode facilitar a
comunicacdo entre médicos patologistas e pesquisadores da drea. Para a espécie
filogenética correspondente aos isolados “Pb0I-like” sugere-se a descricdo formal
de uma nova espécie: Paracoccidioides lutzii, em tributo ao médico micologista
Adolfo Lutz, que foi o pioneiro a descrever o fungo patogénico humano P.

brasiliensis.

Perspectivas

1-

Andlise morfologica de isolados representativos dos grupos filogenéticos “Pb01-
like”, S1,PS2 e PS3;

Identificacdo dos idiomérfos MAT 1.1 e MAT 1.2 em todos os isolados
representativos dos grupos filogenéticos;

Avaliar a possibilidade de detectar estruturas compativeis com a reproducdo
sexuada, tais como hifas espiraladas, cariogamia entre outras;

Identificar caracteristicas fenotipicas exclusivas de isolados representativos de cada
grupo filogenético;

Aumentar o numero de isolados provenientes de paises e/ou hospedeiros

alternativos, ndo contemplado nesta andlise.
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Anexo 1 - Pontos polimérficos identificados em cada locus representantes do conjunto 1 de

dados. a-tubulina exon 2-3
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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