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RESUMO

Estudo de elementos transponiveis em Puccinia psidii Winter, agente causal
de ferrugem em Eucalyptus spp.

A cultura do eucalipto apresenta grande importancia no setor florestal no
mundo. No Brasil, 70% da area florestal plantada é destinada ao eucalipto. Entretanto,
a ferrugem das mirtaceas, também conhecida como ferrugem do eucalipto, causada
pelo fungo Puccinia psidii Winter, afeta o enorme potencial produtivo das plantagbes
de eucalipto. A biologia, mecanismos de patogenicidade e genética desse patégeno
sao pouco conhecidos, apesar de sua importancia para o setor florestal. Os elementos
transponiveis (TEs) sdo sequéncias de DNA com a capacidade de migrar e influenciar
a organizacao, integridade e evolucdo do genoma hospedeiro. O presente trabalho
teve como principal objetivo estudar os TEs presentes no genoma de P. psidii,
combinando ferramentas in silico e moleculares. A classificagdo dos elementos
transponiveis no genoma de P. psidii MF-1 foi realizada utilizando contigs previamente
minerados e remontados, bem como sem selecao prévia dos contigs, por meio do
programa RepeatMasker. Ambas estratégias apontaram o predominio de elementos
da Classe | - LTR Retrotransposons no genoma de P. psidii MF-1. O resultado condiz
com a composicéo de TEs em fungos fitopatogénicos descrita na literatura. Algumas
analises in silico, como verificacdo de integridade e anotagcdo manual de sequéncias
proteicas foram também realizadas para alguns contigs classificados como TEs.
Assim, foi possivel observar a presenca de sequéncias conservadas pertencentes a
regido pol em LTR Retrotransposons. Além disso, as analises permitiram inferir sobre
a existéncia de TEs hibridos no genoma parcialmente sequenciado de P. psidii MF-1.
Paralelamente foi também realizada uma analise comparativa entre os TEs presentes
nos genomas de P. graminis, P. striiformis, P. triticina e P. psidii. Observou-se que P.
graminis, P. striiformis e P. triticina apresentam maior frequéncia de elementos da
Classe I, do tipo DNA Transposons ao contrario de P. psidii, com maior frequéncia de
elementos da Classe I. Interessantemente, a quantidade de elementos desconhecidos
foi similarmente alta para todos os quatro genomas avaliados. Este tipo de analise é
muito importante, pois evidencia a grande quantidade de familias de TEs novas a
serem descobertas. Elas podem estar potencialmente relacionadas ao silenciamento
de genes importantes a viruléncia destes patdgenos. A utilizacdo de TEs no estudo
de diversidade genética entre populacdes é bastante comum. A técnica molecular
IRAP foi utilizada para acessar a diversidade entre popula¢cdes de P. psidii originarias
de trés hibridos de Eucalyptus spp., goiabeira, jambeiro e jabuticabeira. No entanto,
esta técnica ndo se mostrou eficiente para detectar polimorfismos existentes entre
estas populacdes. A anotacdo de TEs foi dificil devido a observacédo de sequéncias
de elementos sobrepostas, o que podem representar hibridos de TEs, entretanto,
visando a confirmacdo desta hipotese por meio da PCR, alguns contigs serédo
sequenciados e mais estudos devem ser realizados para a continuacdo desta
confirmacéo. Os resultados apresentados neste trabalho sdo inéditos e representam
uma etapa crucial no entendimento de TEs em fungos do género Puccinia, em
especial do patégeno P. psidii para o desenvolvimento de melhores mecanismos de
controle de ferrugem.

Palavras-chave: Biotréfico; Genoma; Fitopatégeno; Eucalipto; LTR-Retrotransposon
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ABSTRACT

Deciphering the transposable elements in Puccinia psidii Winter, causal agent

of rust on Eucalyptus spp.

The culture of eucalyptus has great importance worldwide in forestry sector. In
Brazil, 70% of cultivated forest area is intended for Eucalyptus. However, the
eucalyptus potential productive has been affected by rust disease, caused by the
fungus Puccinia psidii Winter. Despite its importance to brazilian and world forest
sector, the knowledge of biology, genetic and pathogenic mechanisms of this pathogen
is scarce. Transposable elements (TEs) are mobile DNA fragments that influence the
organization and development of the host genome. These elements have the ability to
move within host genome, and their insertion can cause a wide spectrum of mutations
in their hosts. This study aims to decipher the TEs in P. psidii genome by combining in
silico and molecular tools. P. psidii MF-1 TEs classification was performed
automatically, through RepeatMasker software, being observed a predominance of
Class | — LTR Retrotransposons in P. psidii MF-1 genome. This result is consistent
with the TEs composition described in phytopathogenic fungi. Some in silico analysis,
as integrity and manual annotation of conserved protein sequences from TEs were
carried out with P. psidii MF-1 contigs classified as transposable elements. The
presence of conserved sequences belonging to pol region in LTR Retrotransposons
was observed. Furthermore, these analysis allowed the inference of hybrid TEs in P.
psidii MF-1. At the same time, a comparative analysis of TEs present in other Puccinia
genomes and P. psidii MF-1 was also performed. The P. graminis, P. striiformis and
P. triticina genomes have higher frequency of Class Il - DNA Transposons unlike the
results found for P. psidii. Interestingly, the number of unknown elements was similarly
high for all genomes. This type of analysis is very importante because it shows a great
number of potential new TEs families to be discovered. They may be potentially related
to the virulence gene silencing of these pathogens. Using TEs for study the fungal
genetic diversity is quite common. The IRAP technique was used to access the
diversity among P. psidii populations originated from three Eucalyptus spp. hybrids,
guava, syzigium and jabuticaba. However, this technique was not efficient to detect
existing polymorphisms between these populations. TEs annotation was labored due
to the existence of overlapping elements, which may represent hybrids TEs. PCR tool
was used to confirm some sequences annotated as hybrids and more studies are
needed to confirm this hyphotesis. The results presented in this study are novel and is
a crucial step in understanding the genetic of P. psidii pathogen for further
improvements of rust control mechanisms.

Keywords: Biotrophic; Genome; Phytopathogen; Eucalyptus; LTR-Retrotransposon
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intervalo entre um elemento LTR Retrotransposon e o proximo
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1 INTRODUCAO

‘Feliz aquele que transfere o que sabe

e aprende o que ensina.”
Cora Coralina

No setor florestal brasileiro mais de 70% da &rea plantada corresponde a cultura
de eucalipto (IBA, 2015). No entanto, o eucalipto esta sujeito ao ataque de patbgenos
ao longo de seu ciclo de desenvolvimento, uma atencéo especial € dada a ferrugem,
doenca causada pelo fungo basidiomiceto biotréfico Puccinia psidii Winter.

O fungo P. psidii pertence a ordem Pucciniales (Uredinales), é originario da
América do Sul e ataca diversas espécies de mirtadceas das Américas, bem como o
eucalipto, o que contribuiu para que o mesmo se espalhasse pelo mundo todo (GLEN
et al., 2007). Casos de ferrugem relacionados a P. psidii vem sendo registrados em
diversos locais no mundo como nas Américas, nas llhas do Caribe e do Pacifico, Asia
(GLEN et al., 2007), Africa do Sul (ROUX et al., 2013) e recentemente na Australia
(CARNEGIE et al., 2010).

Apesar de ter sido descrito como causador da ferrugem em eucalipto ja na
primeira metade do século XX, pouco se sabe sobre a sua interacdo molecular com
Eucalyptus spp. (LEITE, 2012) e outros hospedeiros, bem como sobre 0s mecanismos
de resisténcia do hospedeiro (QUECINE et al., 2014).

Os elementos transponiveis (TES) sao sequéncias de DNA repetidas, dispersas
no genoma do hospedeiro com a capacidade de migrar. Estdo presentes em muitos
genomas eucariotos e podem ocupar até 50% de todo o genoma (MARTIN et al., 2008;
SANTANA, 2009). Os TEs sao capazes de influenciar a organizacao, a integridade e
a evolucdo do genoma hospedeiro, além de regular a expressdo de genes em
diferentes espécies (SANTANA, 2009). Assim como mecanismos de silenciamento
génico, uma vez que a movimentacdo deles no genoma hospedeiro pode gerar
rearranjos, novos alelos e influenciar a expressao génica. A detecgdo e caracterizacao
de elementos transponiveis em patégenos possibilitam maior conhecimento sobre a
organizacdo e a evolugcao do genoma desses organismos (MARTIN et al., 2008;
SANTANA, 2009).

Considerando a importancia do fungo P. psidii e 0 conhecimento escasso sobre
a sua genética e dos mecanismos moleculares envolvidos durante a interagdo com o

hospedeiro. O presente trabalho teve como objetivo geral a caracterizagédo e melhor
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entendimento do papel dos elementos transponiveis presentes no genoma do
fitopatogeno P. psidii.

Assim, inicialmente foi realizada a classificacdo automatica de TEs presentes
no genoma parcialmente sequenciado de P. psidii, linhagem monopustular MF-1
(LEITE, 2012; QUECINE et al.,, 2012). Também foi realizada a verificacdo da
integridade dos elementos anotados, sendo que algumas sequéncias foram
manualmente anotadas. Paralelamente foi realizada a analise comparativa da
presenca de TEs com espécies do género Puccinia, com destaque para a verificagao
de integridade de elementos Copia e a comparacédo de sequéncias de transcriptase
reversa entre P. psidii MF-1, que também foi realizada utilizando sequéncias de
diversos fungos fitopatogénicos. Os Retrotransposons foram avaliados quanto a sua
possivel aplicacdo como marcador molecular para estudos de diversidade de

populacdes de P. psidii.

A abordagem deste trabalho ¢é inédita e de suma importancia no
fornececimentode informacfes sobre a possivel fracdo majoritaria do genoma de P.
psidii, constituida por elementos repetitivos, visando um melhor entendimento da
biologia e evolucdo do fitopatdégeno. Para que futuramente, a complexa interacao
planta-patégeno seja melhor entendida visando o desenvolvimento de novas
estratégias de controle. Além disso, essas sequéncias podem ser utilizadas como
marcador de polimorfismo molecular em estudos de diversidade genética

populacional.
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1.1 Reviséao bibliografica
1.1.1 O género Eucalyptus e o setor florestal

Estima-se que a area mundial total de florestas é superior a 4 bilhdes de
hectares, sendo que o Brasil est4 entre os 5 paises, que juntos, apresentam mais da
metade dessa area. A area de florestas plantadas abrange 264 milhdes de hectares,
ou seja, 7% da floresta total mundial, dentre os quais, aproximadamente 75% sao
cultivados devido a producdo de madeira, fibra, combustivel e produtos néo-
madeireiros (FAO, 2010).

A maioria das florestas tropicais € composta por Angiospermas, que originam
madeiras “duras” (hardwoods) (GUTMANIS, 2008). Na industria madeireira, destaca-
se 0 género Eucalyptus, da familia Myrtaceae, composta por mais de 700 espécies de
arbustos e arvores de grande porte, que se dividem em subgéneros e hibridos
(HARDER et al., 1965 apud GUTMANIS, 2008).

As espécies conhecidas do género Eucalyptus possuem como seu principal
centro de origem a Austrdlia e regibes proximas. Atualmente, o eucalipto pode ser
encontrado no mundo inteiro, em regides de clima tropical e subtropical (entre as
latitudes de 40°N e 45°S). As principais espécies de interesse econémico utilizadas
em escala comercial sdo E. grandis, E. camaldulensis, E. urophylla, E. saligna, E.
tereticornis, E. globulus e E. viminalis (GUTMANIS, 2008).

A expanséo da cultura do eucalipto no Brasil se iniciou em 1903 em Rio Claro
(Sado Paulo) com o objetivo de produzir dormentes para ferrovias, lenha para
locomotivas e postes para eletrificagdo. Navarro de Andrade desenvolveu trabalhos
experimentais que demonstraram as vantagens do plantio do género em relacédo as
espécies nativas (MOURA; GARCIA, 2000), mas o interesse pelo eucalipto como
matéria-prima para a producdo de celulose surgiu somente na década de 50
(GUTMANIS, 2008).

Destaca-se que atualmente, as plantacdes de eucalipto no Brasil sdo uma das
mais produtivas do mundo, com média de aumento anual de 40 m3 ha' ano
(GONCALVES et al., 2013; SILVA et al., 2013), esta produtividade esta relacionada
as condi¢cOes ambientais que refletem a alta adaptacéo fisiolégica do material genético
em varios ambientes (STAPE et al., 2008; SILVA et al., 2013). A produtividade
brasileira é resultado de duas politicas publicas adotadas pelo governo federal ao

incentivar a producgéo florestal. A primeira ocorreu de 1965-1987 quando as
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plantacdes de eucalipto podiam utilizar o programa federal de incentivos fiscais.
Atualmente, o setor conta com o PNF (Programa Nacional de Florestas) do Ministério
do Meio Ambiente (Decreto n® 3420/2000, Brasil, 2000). Evidenciando assim, a
importancia incontestavel do setor florestal no Brasil (IBA, 2015).

As estimativas do ano de 2014 mostram que a area brasileira de florestas
plantadas atingiram 7,74 milhdes de hectares (0,9% do territério), houve um aumento
de 1,8% em relacdo a 2013 (IBA, 2015). Neste cenério o plantio de Eucalyptus
representa 71,9% (5,56 milhdes de hectares) de toda area florestal plantada no pais.
Além disso, o setor de florestas plantadas arrecadou em 2014 o valor de R$ 10,23
bilhdes em tributos (0,8% da arrecadacédo nacional) e foram registrados 610 mil
empregos totais (IBA, 2015).

Em 2014 foi registrado um aumento da producéo do setor, destacando-se 0s
principais produtos florestais destinados a exportacdo: papel (10,40 milhdes de
toneladas), painéis de madeira reconstituida (7,98 milhdes de m3) e a celulose (16,46
milhdes de toneladas). A Europa e a China sdo os principais importadores de papel e
celulose, enquanto os Estados Unidos lideram a importacdo de celulose, papel,
painéis e madeira serrada (IBA, 2015).

Os plantios florestais de Eucalyptus e Pinus se concentram principalmente nos
estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana e Santa Catarina
(Figura 1.1a). Isso se deve a localizacao das industrias de celulose e papel nas regides
Sul e Sudeste (Figura 1.1b) (IBA, 2015).

O uso de eucalipto para a producéo de madeira tem algumas vantagens como
a alta diversidade das espécies e hibridos utilizados. Fato que permite sua utilizacdo
e fornecimento de matéria-prima para a producédo de celulose, papel, chapas, laminas,
compensados, aglomerados, dormentes, moirdes, postes, lenha, carvao vegetal,
madeira serrada e processada, caixotaria, estruturas para constru¢ao civil, produgao
do Oleo essencial para industria quimica e farmacéutica (cosméticos e medicamentos
naturais), assim como na apicultura (criacdo de abelhas com ferrdo) e ornamentacao
(GUTMANIS, 2008).
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Figura 1.1 — (a) Distribuicdo e areas de plantacao florestal de Eucalyptus, Pinus e outras espécies
florestais por regides no Brasil. Os plantios florestais se concentram principalmente nos
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso, Parana e Santa Catarina; (b)
Distribuicdo geografica das empresas produtoras de papel e celulose. Concentracdo na
regido sul e sudeste Fonte: Relatorio IBA (2015)

Do total de 7,74 milhdes de hectares de arvores plantadas no Brasil, 34%
pertencem a empresas do segmento de celulose e papel. Seguido por 26,8%
ocupados por plantios florestais para comercializacdo da madeira in natura. A
producdo nacional de celulose em 2014 (fibra curta — originaria de eucalipto) foi de
16,46 milhdes de toneladas, isto faz com que o Brasil ocupe o quarto lugar no ranking
dos paises produtores de celulose de todos os tipos e € o primeiro produtor mundial
de celulose de eucalipto (IBA, 2015).

A lideranca do Brasil na produtividade de celulose se deve as suas condi¢cdes
climaticas e de solo que favorecem o desenvolvimento deste género arboreo,
resultando em uma taxa de crescimento maior, e, portanto um indice de produtividade
superior. A producéao de 1,5 milhdo de toneladas de celulose por ano se da em 140
mil hectares, um quinto da area necessaria na Escandinavia para a mesma
produtividade (IBA, 2015).

O produto interno bruto (PIB) do setor brasileiro de arvores plantadas cresceu
1,7% em 2014, a expansao do volume de exportacdes de celulose (12,6%) exerceu
importante papel nesse desempenho. O setor de arvores plantadas apresenta
crescimento 17 vezes maior do que o PIB brasileiro (0,1%), comprovando a

importancia do setor para a economia nacional. Assim cada hectare de arvore
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plantada adicionou R$ 7,8 mil ao PIB nacional em 2014, em comparag¢do ao complexo
soja (referéncia nacional), que adicionou R$ 4,9 mil/ano por hectare plantado e a
pecuaria com R$ 2,7 mil/ano (IBA, 2015).

A espécie E. grandis W. Hill ex Maiden € uma das mais importantes nas
plantacdes em todo o mundo (HARWOOD, 2011; SILVA et al., 2013) e apresenta uma
excelente base genética. Apesar de ser importante para as industrias florestais pelo
otimo crescimento e formato de caule, muitos dos gendtipos dessa espécie e seus
hibridos apresentam alta suscetibilidade a ferrugem, principalmente no estado de Séo
Paulo, onde o clima favorece o desenvolvimento do fungo Puccinia psidii (FURTADO
et al., 2008; SILVA et al., 2013).

1.1.2 A ferrugem em Eucalyptus spp.

O nome ferrugem € dado as doencas causadas por basidiomicetos
pertencentes a ordem Pucciniales, esses patdégenos sdo considerados parasitos
obrigatdrios. Visto que poucas espécies, como o fungo Melampsora epitea, podem ser
mantidas em condicbes laboratoriais por culturas axénicas (CARVALHO Jr. et al.,
1998; APARECIDO, 2001). Em plantacfes de eucaliptos, a ferrugem é causada pelo
fungo P. psidii Winter, doenca extremamente devastadora e impactante
especialmente em regides tropicais e subtropicais (GLEN et al., 2007).

A preocupacdo com os danos causados pela ferrugem no Brasil e no mundo
tem crescido consideravelmente, devido ao aumento do cultivo de espécies que tem
aumentado sua importancia econdmica, tais como, goiaba, uvaia, pitanga e
jabuticaba, destinadas a producdo de sucos, doces e geleias. Entretanto, no Brasil o
maior problema tem sido em relacdo a sua capacidade de infectar Myrtaceae nao
nativas como o Eucalyptus spp. (COUTINHO et al., 1998; FIGUEIREDO, 2001).

O fungo é atualmente considerado um dos patdégenos de maior importancia na
cultura de Eucalyptus spp.. Além disso representa uma ameaca em emergéncia para
espécies de mirtaceas nativas e ndo nativas por todo mundo. Pode acarretar prejuizos
econdmicos severos em diversas culturas e trazer riscos a conservagdo da
biodiversidade vegetal, especialmente em locais cuja vegetacdo nativa é
majoritariamente formada por Myrtaceae (GLEN et al., 2007; CARNEGIE;
LIDBETTER, 2012).
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O primeiro caso conhecido de ferrugem em eucalipto (E. citriodora) ocorreu em
1912 e foi registrado em 1944 (GONCALVES, 1929 apud GRACA et al.,, 2013;
JOFFILY, 1944; COUTINHO et al.,, 1998). O primeiro grande surto da ferrugem
ocorreu no Espirito Santo em 1973, causando grandes perdas em viveiros e plantios
de E. grandis com menos de 18 meses de idade (FERREIRA, 1981;1983).
Posteriormente, ataques esporadicos e severos atingiram plantagfes e viveiros em
diversos estados brasileiros (FERREIRA, 1983). A doenca ganhou destaque em Sao
Paulo a partir de 1990 (CAMARGO et al., 1997 apud TAKAHASHI, 2002).

Booth, Old e Jovanovic (2000) realizaram um levantamento das maiores areas
de risco de ferrugem P. psidii na regido Neotropical (Figura 1.2), pode-se observar que
o0 Brasil apresenta a maior regido potencialmente atingida pelo fungo P. psidii,
principalmente no Sudeste e Sul do pais. Silva et al. (2013) analisaram a severidade
de ferrugem em todo o estado de S&o Paulo e demonstram que areas mais ao sul do
estado séo as que apresentam maior grau de severidade da doenca.

Figura 1.2 — Levantamento das areas de risco de ataque do Eucalyptus spp. por P. psidii.
Regides marcadas com cor preta representam areas com alto risco de incidéncia
de ferrugem quando comparado com as areas em cinza. Fonte: BOOTH; OLD;
JOVANOVIC, 2000

Os danos que a ferrugem causa nas plantacdes dependem do ambiente, da
época do ano, da idade do plantio e dos gendtipos utilizados. Takahashi (2002)
estimou danos entre 19,79% a 41,09% em termos de producéo de volume de madeira,
engquanto Santos (2006) verificou um dano médio de 48,3% e Masson (2009) um dano

meédio de 27,08% em plantacdes com 19 meses de idade.
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Ainfeccao do fitopatdgeno se restringe a locais mais tenros da planta com idade
até dois anos, como primordios foliares, inflorescéncias, gemas, terminais de galhos
e haste principal (Figura 1.3). Em culturas jovens, principalmente em viveiros, o
patdogeno pode atacar brotacbes recém-emitidas dos troncos, tornando o vegetal
improprio para o plantio (JOFFILY, 1944; APARECIDO, 2001). Em condi¢des de
campo, o fungo prejudica o desenvolvimento das plantas, resultando na redugéo da
altura e em casos mais graves a morte dos hospedeiros mais suscetiveis (MORAES
et al., 1982; APARECIDO, 2001).

Figura 1.3 — Presenca da ferrugem em planta susceptivel de Eucalyptus grandis. O patdgeno
infecta tecidos mais tenros da planta com idade até dois anos, como primérdios
foliares, inflorescéncias, gemas, terminais de galhos e haste principal. Imagem
fotografada na Estac&o Experimental de Ciéncias Florestais de Itatinga, SP

Diferentes espécies comerciais de Eucalyptus sofrem severas ameacas com P.
psidii, principalmente as de grande importancia na industria de papel, como E.
cloeziana, E. grandis, E. phaeotricha e E. pellita que sdo altamente suscetiveis. A
espécie E. citriodora utilizada na industria de esséncias também apresenta
susceptibilidade ao patdgeno (FIGUEIREDO, 2001).

A primeira manifestacdo da ferrugem é a presenca de pequenas pontuacdes
verde-claras ou amarelo alaranjadas em hospedeiros suscetiveis, apds um ou dois
dias essas pontuacdes tornam-se pustulas, as quais ficam carregadas de uma massa
de esporos que adquirem coloracdo amarelo gema de ovo, sendo essa a fase de
diagnostico da doenca. Dentro de alguns dias, seguem-se as infeccbes secundarias
devido a disseminacao dos esporos pelo orvalho ou chuva (FERREIRA, 1983).

Quanto maior o tempo de infecgao na planta, os esporos tornam-se marrons e
pode até formar-se uma mistura de mais de um tipo de esporo. Dependendo do caso,

€ possivel a formacdo de um arco roxo ao redor do sitio de infeccdo em folhas e
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brotos. Ap6s uma ou duas semanas 0s O6rgdos atacados apresentam &reas hiper-
trofiadas e coloracdo ferruginea, podendo a doenca ser confundida com outros
patdogenos. Em hospedeiros resistentes, ocorre a indu¢do de uma reacédo de hiper-
sensibilidade, com a formacédo de lesdes necroticas sem esporulacdo, porém,
dependendo do nivel de resisténcia, pustulas podem ser formadas ao longo dessas
lesdes (FERREIRA, 1983; GLEN et al., 2007).

Com relacao ao controle da doenga em Eucalyptus spp., 0 controle quimico é
utilizado majoritariamente em viveiros de mudas. Em campo o plantio de variedades
resistentes tém sido a principal forma de controle, isso se deve, principalmente pela
inviabilidade econdmica do tratamento quimico em campo (APARECIDO, 2001).

Aparentemente uma das formas de controle eficaz é a utilizacédo de variedades
resistentes (GLEN et al., 2007). No entanto, frequentemente a resisténcia é quebrada
e a preocupacao com o ambiente favorece o desenvolvimento de técnicas alternativas
como o controle bioldgico por acao hiper-parasitaria sobre as estruturas esporiferas
de P. psidii (SANTOS et al., 1998 apud APARECIDO, 2001).

1.1.3 Puccinia psidii Winter

O fungo P. psidii Winter (Basidiomycota, Pucciniales) foi descrito pela primeira
vez no Brasil em 1884 por George Winter no sudeste brasileiro como agente causador
de ferrugem em goiabeira (Psidium guajava), o termo “psidii” refere-se ao nome
genérico da goiaba (GRACA et al., 2013). Assim o agente causal de ferrugem em
goiabeira e eucalipto foram considerados coespecificos por serem morfologicamente
idénticos (JOFFILY, 1944; GRACA et al., 2013).

A hipétese amplamente difundida de que o patdgeno de goiabeira passou a
infectar o género Eucalyptus por um processo conhecido como host jump, ou seja, o
patdgeno se move entre dois hospedeiros separados por uma grande distancia
taxondémica (STUKENBROCK; MCDONALD, 2008 apud GRACA et al., 2013) nunca
foi criticamente testada para confirmar a sua veracidade (GRACA et al., 2013).

A historia evolutiva de P. psidii € pouco conhecida, assim como sua origem e
muitas Sdo as perguntas a respeito de seu ciclo de vida e sistema de reproducao.
Destaca-se ainda que, sua abrangéncia de hospedeiros € considerada incomum em
espécies causadoras de ferrugem (GRACA et al., 2013; CRISTANCHO et al., 2014).

Aparentemente, o patdgeno se originou em diferentes espécies da familia Myrtaceae,
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especialmente da subfamilia Myrtoidea na América do Sul (GLEN et al., 2007; MORIN
et al., 2012).

Com o passar do tempo 0 patégeno tornou-se bastante agressivo em algumas
espécies de interesse econdémico, como Eucalyptus spp. (FERREIRA, 1983;
COUTINHO et al., 1998; TESSMANN et al., 2001; ALFENAS et al., 2004). A principal
limitacdo nos estudos deste patdbgeno deve-se ao seu comportamento
obrigatoriamente biotofico, ou seja, ele cresce somente em células vivas da planta
hospedeira, fato que dificulta a criacdo de hipdteses e entdo respostas sobre o
mecanismo de infeccdo e outras condi¢cdes biologicas associadas a este fungo
(FIGUEIREDO; PASSADOR, 2008).

Até o presente momento, informacdes sobre o ciclo de vida das ferrugens
tropicais e subtropicais ainda sdo escassas, visto que a énfase maior € dada a
espécies de clima temperado (FIGUEIREDO; PASSADOR, 2008). O ciclo de vida de
P. psidii € alvo de controvérsias entre diferentes autores, devido ao pleomorfismo
(capacidade de adquirir diversas formas de acordo com o periodo do ciclo de vida,
reprodutivo ou ainda de acordo com as condi¢cdes ambientais) e a complexidade dos
ciclos de vida das ferrugens (MORIN; TALBOT; GLEN, 2014).

O ciclo atualmente aceito € apresentado por Glen et al. (2007), o qual considera
P. psidii como uma ferrugem autoécia, ou seja, que completa seu ciclo de vida em um
unico hospedeiro e macrociclica com ciclo incompleto, devido a auséncia do estagio
de espermagbnio. Assim, 0S seguintes estagios podem ser encontrados: aécio
(estagio 1), urédia (estagio 2), télia (estagio 3) e basidia (estagio 4). Apesar de admitir
0 estagio de aécio, nenhum hospedeiro aecial foi identificado (Figura 1.4) (COUTINHO
et al., 1998; GLEN et al., 2007).
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Figura 1.4 - O possivel ciclo de vida de Puccinia psidii, onde os seguintes estagios podem ser
encontrados: aécio (estagio 1), urédia (estagio Il), télia (estagio Ill) e basidia
(estagio IV). Fonte: Adaptado de GLEN et al., 2007

A respeito dos aspectos gerais do ciclo de vida de ferrugens, existem ferrugens
macrociclicas completas, constituidas por cinco estagios e também sao conhecidas
ferrugens microciclicas. Além disso, o ciclo pode depender de um Unico hospedeiro
(autoécio) ou somente se completar através de dois hospedeiros distintos (heteroécio)
(FIGUEIREDO; PASSADOR, 2008).

Espécies causadoras de ferrugem apresentam diversas estruturas
esporogénicas e esporos com diferentes morfologias e funcdes, o entendimento
destas s6 foi possivel, estudando o macrociclo, sendo distinguidos em estrutura
esporogénica e esporo, respectivamente: espermagodnio/ espermacias, aécio/
aeciosporo, urédia/ uredosporos, télio/ teliosporos e basidia/ basidiésporos
(FIGUEIREDO; PASSADOR, 2008).

A especificidade de P. psidii quanto a seus hospedeiros foi estudada por
inoculacgdes artificiais com amostras desse patdogeno provenientes dos mais diferentes
espécies da familia Myrtaceae, sendo assim, evidenciada a variacéo fisiol6gica e/ou
patogénica nas populacdes do patogeno (FERREIRA 1981; CASTRO et al., 1983;
COUTINHO; FIGUEIREDO 1984; COELHO; ALFENAS; FERREIRA, 2001;
APARECIDO; FIGUEIREDO; FURTADO, 2003; GRACA et al., 2013).
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Graca et al. (2013) analisaram a diversidade genética de P. psidii proveniente
de uma série de hospedeiros como jabuticabeira — M. cauliflora; goiabeira — P.
guajava; pitanga — E. uniflora; goiabeira-brasileira — P. guineense; jambeiro — S.
jambos e jamboldo — S. cumini no Brasil e Uruguai, os autores rejeitaram a hipétese
de origem de P. psidii no género Eucalyptus no Brasil via patdgeno de goiabeira.

Existem pelo menos dois biotipos pelas andlises realizadas, sendo um
associado a Eucalyptus e outro a goiabeira, mais estudos sdo necessarios para
determinar se estes biotipos sdo forma speciales ou espécies emergentes (GRACA et
al., 2013). Apesar da relacdo hospedeiro-especifica apresentada pelas populacdes
estudadas de P. psidii, Graca et al. (2013) ressaltam o cuidado com a ferrugem
causada por este patdgeno, sendo a mesma uma grande ameaca as espécies da
familia Myrtaceae ainda ndo detectadas como hospedeiros (COUTINHO et al., 1998).

Durante muitos anos os fitopatologistas australianos temiam a possivel invasao
do fungo P. psidii sensu lato (s.l.) na Austrélia, devido a grande gama de hospedeiros
suscetiveis, cerca de 50% de todos os taxons da familia Myrtaceae se encontram na
Austrdlia (GLEN et al., 2007). Sabe-se atualmente que 129 espécies de 32 géneros
em 9 tribos sdo considerados susceptiveis ao P. psidii, destas, 86 sdo espécies
endémicas australianas (GLEN et al., 2007; MORIN et al., 2012).

O fungo P. psidii foi detectado na Australia pela primeira vez no estado de New
South Wales em abril de 2010 (CARNEGIE et al., 2010), a origem e a maneira como
ele foi introduzido sdo desconhecidos até o presente momento (CARNEGIE et al.,
2010; MORIN et al., 2012). Inicialmente o fitopatégeno foi detectado em espécies
nativas da Australia, como a Agonis flexuosa, sendo classificado como Uredo rangelli,
no entanto, foi observado o desenvolvimento de teliosporos completamente
compativeis aos de P. psidii sensu stricto (s.s.) e 0s autores julgaram ideal considerar
o fitopatdgeno como P. psidii sensu lato (s.l.). Entretanto, a relagéo taxonémica de P.
psidii e U. rangelli esta sendo ainda estudada (CARNEGIE et al., 2010; MORIN et al.,
2012).

Apls a invasdo de P. psidii na Austrdlia em trés hospedeiros nativos
(CARNEGIE et al., 2010), espécies importantes para a industria florestal foram
testadas quanto a susceptibilidade a este “novo” patogeno. O patdégeno P. psidii
infectou e completou o seu ciclo de vida nas seguintes espécies vegetais: Eucalyptus
agglomerata, E. cloeziana, E. grandis, E. pilularis e Melaleuca quinquenervia. Assim,

as observacfes permitiram inferir que a ferrugem recém-chegada na Australia é



37

semelhante ao P. psidii s.s. e possui uma gama abrangente de hospedeiros da familia
Myrtaceae, 0 que representa um grande risco aos ecossistemas naturais e a industria
florestal (CARNEGIE; LIDBETTER, 2012; MORIN et al., 2012).

Em maio de 2013, uma planta ornamental Myrtus communis na provincia de
Kwazulu-Natal, Africa do Sul foi detectada apresentando sintomas tipicos de infeccdo
por P. psidii, além disso, a infec¢cao provocou a morte do vegetal (ROUX et al., 2013).
A andlise filogenética deste patdbgeno com outras 17 sequéncias de P. psidii obtidas
de outros hospedeiros por todo o mundo mostrou que todos os isolados de P. psidii
agruparam em um unico taxon diferente do grupo externo utilizado (Puccinia
cygnorum, P. hordei e P. recondita) (ROUX et al., 2013).

Aparentemente ndo existe uma associacao entre a presenca ou auséncia de
sintomas de ferrugem e a relacdo filogenética dos tadxons vegetais da familia
Myrtaceae, ou seja, o desenvolvimento deste fitopatdgeno em uma espécie de um
grupo nao significa necessariamente que uma espécie ou género do mesmo grupo ira
apresentar susceptibilidade (MORIN et al., 2012). Acredita-se na existéncia de
especializaces fisioldégicas dentro da espécie P. psidii, pois o patégeno comecou a
parasitar o género Eucalyptus (proveniente da Australia) desde o inicio de seu cultivo
no Brasil (JOFFILY, 1944), sendo que, até recentemente, ndo se tinha conhecimento
de ferrugem causada por P. psidii na Australia (APARECIDO, 2001).

Ressalta-se que P. psidii afeta muitas espécies de Eucalyptus em todo o
mundo, variando no seu grau de severidade, sendo E. grandis e seus hibridos os mais
susceptiveis (ALFENAS et al.,, 2004; QUECINE et al., 2014). Em um dos poucos
estudos sobre a variabilidade genética desse patdgeno, Quecine et al. (2014)
analisaram a diversidade de populacdes de P. psidii utilizando duas técnicas
independentes de cultura, PCR-DGGE e T-RFLP. Ambas as técnicas revelaram que
as populacdes de P. psidii provenientes de outras espécies de Myrtaceae (goiabeira,
jambeiro e jabuticabeira) agruparam em um clado, enquanto que as populacdes
originadas de E. grandis (clone D901 e clone 1600) foram agrupadas em outro clado.
E provavel que goiabeira, jambeiro e jabuticabeira sejam importantes na manutengéo
da diversidade do fitopatdgeno enquanto este se adapta ao processo de infeccdo no
género Eucalyptus. Assim, é evidente que o estudo deste patdégeno € ainda incipiente,

0 gue justifica a necessidade de estudos relacionados a genémica do mesmo.
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1.1.4 Elementos transponiveis

A maioria dos organismos eucariotos apresenta grande por¢cao do genoma
composto por DNA repetitivo (RUIZ-SILVA, 2012). Enquanto algumas sequéncias
repetidas possuem sua funcdo esclarecida (DNA ribossomais, centroméricos e
teloméricos), o papel da grande maioria do DNA repetitivo é desconhecido, e, até
pouco tempo era considerado “DNA lixo” (SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998).

Alguns estudos mostram a importancia destes para a manutencao e estrutura
do genoma, como no processo de replicagdo do DNA (LI et al., 2002), recombinagé&o
(BIET et al.,, 1999), expressdo génica (LIU et al.,, 2001) e diferenciacdo de
cromossomos sexuais (POKORNA et al., 2011), ou seja, na organizacao estrutural e
funcional do genoma em geral (RUIZ-SILVA, 2012).

Sequéncias genbmicas repetidas com a capacidade de migrar dentro do
genoma hospedeiro, afeta-lo e gerar plasticidade, sdo denominadas elementos
transponiveis (TEs — Transposable Elements). Essas sequéncias mostram alta
diversidade e em alguns genomas constituem a maior fracdo deles, em fungos,
chegam a representar 3 a 21% do genoma (MARTIN et al., 2008; SANTANA, 2009).

Até o momento, com poucas excecdes, a grande maioria dos genomas
investigados apresentam elementos moveis (WALLAU, 2010). A grande distribuicéo e
variabilidade dos TEs presentes nos seres eucariiticos sugere que sua origem se deu
em eventos antigos, com intimas ligacdes com os primeiros genomas de fungos
analisados, principalmente em grupos de Ascomycota, Zigomycota e Basidiomycota
(DABOUSSI, 1997).

Ha uma classificacdo dos elementos transponiveis para fins didaticos e
cientificos em ordem hierarquica: classe, subclasse, ordem, superfamilia, familia e
subfamilia (DABOUSSI, 1997; WICKER et al., 2007; LISCH, 2013). Basicamente, a
classificacdo € determinada pela presenca ou auséncia de um RNA intermediario
durante o processo de transposicdo (Figura 1.5).

Na Classe | (copy and paste), a partir de uma copia de RNA do transposon é
sintetizado um cDNA, via transcriptase reversa (codificada pelo préprio elemento)
capaz de se inserir em outro sitio alvo (Figura 1.5). Dessa forma, cada ciclo completo
de transposicdo uma nova copia é produzida, consequentemente, 0s retrotransposons
(elementos da Classe 1) séo os maiores colaboradores na fragéo repetitiva do genoma
(DABOUSSI, 1997; WICKER et al., 2007).
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Figura 1.5 - Processo de transposicdo de retrotransposons (Classe |) e de DNA transposons (Classe
I1). Fonte: Adaptado de LISCH, 2013

Os elementos pertencentes a Classe Il (cut and paste) sofrem uma exciséo por
meio da enzima transposase seguida de integracdo sem a intermediacdo de RNA
(Figura 1.5) (DABOUSSI, 1997; WICKER et al., 2007). Apesar das diferencas nos
mecanismos de transposi¢cdo, a integrase de alguns elementos de RNA e a
transposase de alguns elementos de DNA provavelmente tem uma origem em comum
(WALLAU, 2010).

Os retrotransposons séo divididos em cinco ordens, de acordo com o
mecanismo de transposi¢do e organizacdo em LTR Retrotransposon, DIRS-like,
Penelope-like, LINEs e SINEs (DABOUSSI, 1997; WICKER et al., 2007; LISCH, 2013).

Os LTR Retrotransposons (Long Terminal Repeat) apresentam longas
terminacdes repetitivas (LTRS) diretas que flanqueiam uma regido codificadora e séo
predominantemente encontradas em eucariotos. Esta ordem dispde-se de duas ORFs
(Open Reading Frames), gag e pol, a gag € responsavel pela codificacao de proteinas

estruturais que formam uma particula semelhante a virus (proteinas do capsideo)
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enquanto a pol codifica uma protease, uma transcriptase reversa, uma RNase e uma
integrase (HAVECKER et al., 2004; SANTANA, 2009).

Dentre os LTR Retrotransposons, destacam-se duas superfamilias, a Gypsy e
a Copia que diferem na disposicao de regides que codificam a transcriptase reversa e
a integrase na regiao pol. Em fungos fitopatogénicos, o grupo Gypsy/Ty3 € o mais
frequente entre os elementos méveis (DABOUSSI; CAPY, 2003).

Retrotransposons que ndo possuem longas terminacdes repetitivas sao
classificadas como nédo LTR e séo principalmente representados por SINEs (Short
Interspersed Elements) que nédo codificam as proteinas necessarias para a transcricao
reversa, precisando de outros elementos moveis para sua transposicéo e LINEs (Long
Interspersed Elements) capazes de codificar as proteinas necessarias para a
transcricdo reversa (RUIZ-SILVA, 2012).

O efeito da transposicéo de TEs depende muito do local em que ela ocorre no
genoma, assim, danos severos devido a presenca de elementos transponiveis no
genoma podem ser amenizados ou evitados por mecanismos de silenciamento de TEs
(TE-silencing mechanism) presentes em certos fungos, sendo RIP (Repeat Induced
Point Mutation - mutacdo de ponto induzida por repeticdo) o mais comumente
estudado (SANTANA, 2009).

Nos ultimos anos, o mecanismo de silenciamento de TEs por RIP tém sido
descrito em diversas classes de fungos, especialmente no subfilo Pucciniomycotina
(Basidiomycota), em que o processo e o local de “hipermutacdo” sdo bem
conservados (SANTANA et al., 2012; HORNS et al., 2012).

1.1.5 Importancia de elementos transponiveis na composicao do genoma

A presenca de elementos transponiveis pode apresentar um importante papel
na formacdo e mudanca no genoma do hospedeiro ao longo de milhdes de anos de
evolucédo. Os TEs podem se integrar ao genoma por dois processos, a transferéncia
vertical (TV) que se caracteriza pela heranca do material genético que ocorre entre
espécies ancestrais e seus descendentes e transferéncia horizontal (TH) em que
espécies isoladas reprodutivamente sédo capazes de transferir material genético entre
si (WALLAU, 2010).

Em fungos fitopatogénicos a deteccdo e a caracterizacdo de elementos

transponiveis permitem a obtengcdo de maior conhecimento sobre aspectos
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fisiolégicos, evolutivos e mecanismos de silenciamento génico. Possibilitam ainda, a
aplicacdo em sistemas de inativag&do génica e podem ser utilizados como marcadores
moleculares para tracar o perfil populacional de fitopatdgenos (SANTANA, 2009;
SANTANA et al., 2012).

Destaca-se que alguns fatores (estresses abidticos e bidticos) estdo envolvidos
com a taxa de atividade de transposicdo. Além disso, existem diversas estratégias de
silenciamento, responsaveis pelo controle desses elementos, sendo as mais
conhecidas a metilacao, iIRNA e RIP (SANTANA, 2009; SANTANA et al., 2012).

Ha décadas sabe-se que os TEs sdo capazes de produzir uma gama de
variacdes na expressao génica e funcao de organismos eucariéticos, esta informacéo
faz com que os cientistas acreditem que a atividade destes elementos exercem uma
funcdo importante na adaptacdo evolutiva destes organismos em seu ambiente. Os
mecanismos pelos quais os TEs podem influenciar a expressdo génica e
consequentemente a evolugédo do genoma séao os mais diversos (Figura 1.6) (LISCH,
2013).

Assim, fica claro que o sequenciamento do genoma de organismos eucariotos
apresenta fundamental importancia para o conhecimento da diversidade, estrutura,
evolucao e possiveis efeitos de TEs para o hospedeiro. Diversos genomas de fungos
fitopatogénicos ja foram sequenciados e investigados quanto a presenca de TEs,
como exemplos: Moniliophthora perniciosa e Cochiliobolus heterostrophus
(SANTANA, 2009), Puccinia triticina (FELLERS et al., 2013), Microbotryum lychnidis-
dioicae, Puccinia graminis, Melampsora laricis-populina e Rhodotorula graminis
(HORNS et al., 2012), P. psidii (TAN et al., 2014), Puccinia striiformis f. sp. tritici
(CANTU et al., 2011), 30 espécies dos géneros Puccinia, Uromyces e Melampsora
(CRISTANCHO et al., 2014) entre outros. Assim, fica evidenciado que novas
estratégias como a analise in silico podem e devem ser aplicadas em conjunto com
as ferramentas da biologia molecular para o melhor entendimento dos TEs (PEREIRA,
2005; SANTANA, 2009; SANTANA et al., 2012).
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término do transposon sdo triangulos amarelos e proteinas exaptadas sdo
circulos azuis. Cmeth é 5-metilcitosina. Fonte: Adaptado de LISCH, 2013



43

Referéncias

ALFENAS, A.C.; ZAUZA, E.A.V.; MAFIA, R.G.; ASSIS, T.F. (Ed.). Clonagem e
doencas do eucalipto. 2. ed. Vicosa: Universidade Federal de Vigosa, 2004. 500 p.

APARECIDO, C. C.; FIGUEIREDO, M. B.; FURTADO, E.L. Groups of physiological
variability in Puccinia psidii populations. Summa Phytopathologica, Jaguariuna, SP,
v. 29, p. 234-238, 2003.

APARECIDO, C.C. Estudos ecolégicos sobre Puccinia psidii Winter — ferrugem
das mirticeas. 2001, 69 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de S&o Paulo, Botucatu, 2001.

BIET, E.; SUN, J.; DUTREIX, M. Conserved sequence preference in DNA binding
among recombinant proteins: abnormal effect of ssDNA secondary structure.
Nucleic Acids Research, London, GB, v. 27, n.2, p. 596-600, 1999.

BOOTH, T.H.; OLD, K.M.; JOVANOVIC, T. A preliminary assessment of high risk
areas for Puccinia psidii (Eucalyptus rust) in the Neotropics and Australia.
Agriculture, Ecosystems and Environment, Amsterdam, NL, v. 82, p. 295-301,
Dec. 2000.

BRASIL. Decreto n. 3.420, de 20 de abril de 2000. Dispfe sobre a criacdo do
Programa Nacional de Florestas — PNF, e d& outras providéncias. Publicado
originalmente no Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil na Edi¢cdo Extra,
22 Abr. 2000. Disponivel em:
<http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/decreto/D3420.htm>. Acesso em: 09 dez.2014.

CANTU, D.; GOVINDARAJULU, M.; KOZIK, A.; WANG, M.; CHEN, X.; KOJIMA,
K.K.; JURKA, J.; MICHELMORE, R.W.; DUBCOVSKY, J. Next Generation
Sequencing Provides Rapid Access to the Genome of Puccinia striiformis f.sp. tritici,
the Causal Agent of Wheat Stripe Rust. PLos ONE, San Francisco, US, v.6, n.8,
Aug. 2011. Disponivel em: < DOI: 10.1371/journal.pone.0024230.t001.>. Acesso em:
05 jul. 2015.

CARNEGIE, A.J.; LIDBETTER, J.R. Rapidly expanding host range of Puccinia
psidii sensu lato in Australia. Australasian Plant Pathology, Clayton, AU, v. 41, p.
13-29, Jan. 2012.

CARNEGIE, A.J.; LIDBETTER, J.R.; WALKER, J.; HORWOOD, M.A.; TESORIERO,
L.; GLEN, M.; PRIEST, M. J. Uredo rangelii, a taxon in the guava rust complex, newly
recorded on Myrtaceae in Australia. Australasian Plant Pathology, Clayton, AU, v.
39, p. 436-466, Sep. 2010.

CARVALHO Jr., A. A.; MARTINS, E. M. F.; FIGUEIREDO, M. B. Cultura axénica de
Melampsora epitea, ferrugem do choréo (Salix babylonica), a partir de
urediniosporos. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, v. 23, p. 379-385, 1998.

CASTRO, H. A.; KRUGNER, T.L.; IDERIHA, C. H. F; CAPPELLO, M. S. C;;
MARCHI, A. B. Cross-inoculation of Eucalyptus, guava (Psidum guajava), and rose
apple (Syzygium jambos) with Puccinia psidii. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF,
v. 8, p. 491-497, 1983.


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/decreto/D3420.htm

44

COELHO, L.; ALFENAS, A. C.; FERREIRA, F. A. Physiologic variability of Puccinia
psidii — the rust of Eucalyptus. Summa Phytopathologica, Jaguariana, SP, v. 27, p.
295-300, 2001.

COUTINHO, L.N.; FIGUEIREDO, M.B. Estudos sobre especializacdes fisioldgicas
em Puccinia psidii Winter. Summa Phytopathologica, Jaguariina, SP, v. 10, p. 55-
56, 1984.

COUTINHO, T.; WINGFIELD, M.J.; ALFENAS, A.C.; CROUS, P.W. Eucalyptus rust:
a disease with the potential for serious international implications. Plant disease,
Saint Paul, US, v. 82, n. 7, p. 819-825, Jul. 1998.

CRISTANCHO, M.A.; BOTERO-ROZO, D.O.; GIRALDO, W. TABIMA, J.; RIANO-
PACHON, D.M.; ESCOBAR, C.; ROZO, Y.; RIVERA, L.F.; DURAN, A.; RESTREPO,
S.; EILAM, T.; ANIKSTER, Y.; GAITAN, A.L. Annotation of a hybrid partial genome of
the coffee rust (Hemileia vastatrix) contributes to the gene repertoire catalog of the
Pucciniales. Frontiers in Plant Science, Lausanne, v. 31, n. 5, Oct. 2014.
Disponivel em: <DOI: 10.3389/fpls.2014.00594.>. Acesso em: 05 jul. 2015.

DABOUSSI, M.J. Fungal transposable elements and genome evolution. Genetica,
The Hague, NL, v. 100, p. 253 — 260, 1997.

DABOUSSI, M.J.; CAPY, P. Transposable elements in filamentous fungi. Annual
Review of Microbiology, Palo Alto, US, v. 57, p. 275-299, 2003.

FAO. Global forest in sustainable forest management - A statement of
principles. Roma, 2010. 16 p.

FELLERS, J.P.; SOLTANI, B.M.; BRUCE, M.; LINNING,R.; CUOMO, C.A.; SZABO,
L.J.; BAKKEREN, G. Conserved loci of leaf and stem rust fungi of wheat share
synteny interrupted by lineage-specific influx of repeat elements. BMC Genomics,
London, GB, v. 14, n. 60, Jan. 2013. Disponivel em: <DOI: 10.1186/1471-2164-14-
60.>. Acesso em: 05 jul. 2015.

FERREIRA, F.A. Ferrugem do eucalipto. Revista arvore, Vicosa, MG, v. 7, n. 2, p.
91-109,1983.

. Ferrugem do eucalipto-ocorréncia, temperatura para germinacao de
uredosporos, producao de teliosporos, hospedeiros alternativos e resisténcia.
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, n. 6, p. 603-604, 1981.

FIGUEIREDO, M. B. Doencas fungicas emergentes em grandes culturas. O
Bioldgico, Sao Paulo, BR, v. 63, p. 29-32, Jan. 2001.

FIGUEIREDO, M.B.; PASSADOR M.M. Morfologia, fun¢gdes dos soros e variagdes
dos ciclos vitais das ferrugens. Arquivos do Instituto Biologico, Sédo Paulo, SP, v.
75,n. 1, p.117-134, Jan. 2008.

FURTADO, E.L.; SANTOS, C.A.G.; MASSON, M.V. Impacto potencial das mudancas
climaticas sobre a ferrugem do eucalipto no Estado de S&o Paulo. In: GHINI R.,
HAMADA E. (Ed.), Mudancgas Climaticas. Impactos Sobre Doencgas de Plantas
no Brasil, Brasilia, Embrapa Informag&o Tecnoldgica, 2008. p. 273-286.



45

GLEN, M.; ALFENAS, A.C.; ZAUZA, A.V.; WINGFIELD, M.J.; MOHAMMED, C.
Puccinia psidii: a threat to the Australian environment and economy a review.
Australasian Plant Pathology, Clayton, AU, v. 36, n. 1, p. 1-16, Jan. 2007.

GONCALVES, J.L.M.; ALVARES, C.A.; HIGA, A.R.; SILVA, L.D.; ALFENAS, A.C,;
STAHL, J.; FERRAZ, S.F.B.; LIMA, W.P.; BRANCALION, P.H.S.; HUBNER, A.;
BOUILLET, J.P.D.; LACLAU, J.P.; NOUVELLON, Y.; EPRON, D. Integrating genetic
and silvicultural strategies to minimize abiotic and biotic constraints in Brazilian
eucalypt plantations. Forest Ecology and Management, Amsterdam, NL, v. 301, p.
6-27, Aug. 2013.

GRACA, R.N.; ROSS-DAVIS, A.L.; KLOPFENSTEIN, N.B.; KIM, M.S.; PEEVER,
T.P.; CANNON, P.G.; AUN, C.P.; MIZUBUTI, E.S.G.; ALFENAS, A.C. Rust disease
of eucalypts, caused by Puccinia psidii, did not originate via host jump from guava in
Brazil. Molecular Ecology, Oxford, GB, v. 22, p. 6033—-6047, Nov. 2013.

GUTMANIS, G. Modulacédo de gene ugp e analise das alteracdes na
composicao dos carboidratos da parede celular priméria e secundaria de
Nicotiana tabacum e Eucalyptus grandis. 2008, 142 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2008.

HARWOOD, C. New Introductions: doing it right. In: WALKER, J. (Ed.), Developing
a Eucalypt Resource: Learning from Australia and Elsewhere. Christchurc: Wood
Technology Research Centre, University of Canterbury, 2011. p. 125-136.

HAVECKER, E.R.; GAO, X.; VOYTAS, D.F. The diversity of LTR retrotransposons.
Genome Biology, London, GB, v. 5, May. 2004. Disponivel em < DOI: 10.1186/gb-
2004-5-6-225>. Acesso em: 30 jun.2015.

HORNS, F.; PETIT, E.; HOOD, M.E. Patterns of repeat-induced point mutation in
transposable elements of basidiomycetes fungi. Genome Biology and Evolution,
Oxford, GB, v. 4, n. 3, p. 240-247, Jan. 2012

INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES. S&o Paulo, 2015. 64 p.

JOFFILY, J. Ferrugem do eucalipto. Bragantia, Campinas, SP, v. 4, n. 8, p.475 -
487, 1944,

LEITE, T.F. Andlise histologica da interacdo planta patégeno entre Eucalyptus
grandis e Puccinia psiddi Winter e identificagcdo de genes diferencialmente
expressos em plantas resistentes e susceptiveis inoculadas com o patégeno
por meio da técnica de RNA-Seq. 2012, 177 p. Tese (Doutorado em Ciéncias)
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Séo Paulo,
Piracicaba, 2012.

LI, Y.C.; KORD, A.B.; FAHIMA, T.; BERLES A.; NERO E. Microsatellites:
genomic distribution, putative functions and mutation mechanisms: a review.
Molecular Ecology, Oxford, GB, v. 11, n. 12 p. 2453-2465, Dec. 2002.

LISCH, D. How important are transposons for plant evolution? Nature Reviews
Genetics, London, GB, v. 14, n. 1, p. 49-61, Dec. 2013.



46

LIU, Z.; LI, P.; KOCABAS, A.; KARSI, A.; JU, Z. Microsatellite containing genes from
the channel catfish brain: evidence of trinucleotide repeat expansionin the
coding region of nucleotide excision repair gene RAD23B. Biochemical and
Biophysical Research Communications, New York, US, v. 30, n. 289, p. 317-324,
Nov. 2001.

MARTIN, F.; AERTS, A.; AHREN, D.; BRUN, A.;: DANCHIN, E.G.; DUCHAUSSOY,
F.; GIBON, J.; KOHLER, A.; LINDQUIST, E.; PEREDA, V.; SALAMOV, A,
SHAPIRO, H.J.; WUYTS, J.; BLAUDEZ, D.; BUEE, M.; BROKSTEIN, P.; CANBACK,
B.; COHEN, D.; COURTY, P.E.; COUTINHO, P. M.; DELARUELLE, C.; DETTER,
J.C.; DEVEAU, A.; DIFAZIO, S.; DUPLESSIS, S.; FRAISSINET-TACHET, L.; LUCIC,
E.; FREY-KLETT, P.; FOURREY, C.; FEUSSNER, I.; GAY, G.; GRIMWOOQOD, J.;
HOEGGER, P.J.; JAIN, P.; KILARU, S.; LABBE, J.; LIN, Y.C.; LEGUE, V.; LE
TACON, F.; MARMEISSE, R.; MELAYAH, D.; MONTANINI, B.; MURATET, M.;
NEHLS, U.; NICULITA-HIRZEL, H.; OUDOT-LE SECQ, M.P.; PETER, M,;
QUESNEVILLE, H.; RAJASHEKAR, B.; REICH, M.; ROUHIER, N.; SCHMUTZ, J.;
YIN, T.; CHALOT, M.; HENRISSAT, B.; KUES, U.; LUCAS, S.; VAN DE PEER, Y.;
PODILA, G.K.; POLLE, A.; PUKKILA, P.J.; RICHARDSON, P.M.; ROUZE, P.;
SANDERS, I.R.; STAJICH, J.E.; TUNLID, A.; TUSKAN, G.; GRIGORIEV, I.V. The
genome of Laccaria bicolor provides insights into mycorrhizal symbiosis. Nature,
London, GB, v. 452, n. 7183, p. 88-92, Mar. 2008.

MASSON, M. V. Ferrugem do eucalipto: planejamento evasivo, estimativa de dano
e andlise da viabilidade do controle quimico. 2009 174 p. Dissertacdo (Mestrado em
Protecédo de Plantas), Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP, Botucatu,
2009.

MORAES, T.S. de A.; GONCALVES, E.L.; RESENDE, G.C. de; MENDES, J.;
SUITER, F.W. Evolucéo da ferrugem causada pela Puccinia psidii Winter em
Eucalyptus spp. Dados preliminares. IPEF Circular Técnica, Piracicaba, SP, v. 144,
p. 1-12, 1982.

MORIN, L.; AVEYARD, R.; LIDBETTER, J.R.; WILSON, P.G. Investigating the Host-
Range of the Rust Fungus Puccinia psidii sensu lato across Tribes of the Family
Myrtaceae Present in Australia. PLOS One, San Francisco, US, v. 7, n. 4, Apr. 2012.
Disponivel em: <DOI: 10.1371/journal.pone.0035434.>. Acesso em: 30 jun. 2015.

MORIN, L.; TALBOT, M.J.; GLEN, M. Quest to elucidate the life cycle of Puccinia
psidii sensu lato. Fungal biology, Amsterdam, GB, v. 118, n. 2, p. 253-263, Feb.
2014.

MOURA, A.; GARCIA, C. H. (Ed.) A cultura do eucalipto no Brasil. S&o Paulo:
Sociedade Brasileira de Silvicultura, 2000. 112 p.

PEREIRA, J.F. Caracterizacao, distribui¢céo e estudo da atividade de elementos
transponiveis em Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa
no cacaueiro (Theobroma cacao). 2005. 182 p. Tese (Doutorado em Microbiologia
Agricola) — Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2005.



47

POKORNA, M.; KRATOCHVIL, L.; KEJNOVSKY, E. Microsatellite distribution on
sex chromosomes at different stages of heteromorphism and
heterochromatinization in two lizard species (Squamata: Eublepharidae:
Coleonyx elegans and Lacertidae: Eremias velox). BMC Genetics, London, GB, v.
12, Oct. 2011. Disponivel em < DOI: 10.1186/1471-2156-12-90.>. Acesso em: 30
jun.2015.

QUECINE, M.C.; BINI, A.P.; ROMAGNOLI, E.R.; ANDREOTE, F.D.; MOON, D.H.;
LABATE, C.A. Genetic Variability in Puccinia psidii Populations as Revealed by PCR-
DGGE and T-RFLP Markers. Plant Disease, Saint Paul, US, v. 98, n.1, p.16-23, Jan.
2014.

QUECINE, M.C.; MOON, D.; FRANCHESCHINI, L.M.; BINI, A.P.; LEITE, T.F;
LABATE, C.A. De novo partial genome assembly of the biotrophic eucalyptus rust
pathogen Puccinia psidii. In: INTERNATIONAL CONGRESS ON MOLECULAR
PLANT-MICROBE INTERACTION, 15., 2012, Kioto. Abstracts ... Kioto: IS-MPMI,
2012. 1 CD-ROM.

ROUX, J.; GREYLING, I.; COUTINHO, T.A.; VERLEUR, M.; MICHAEL J.;
WINGFIELD, M.J. The Myrtle rust pathogen Puccinia psidii discovered in Africa. IMA
Fungus, Ashtead, UK, v. 1, n. 4, p. 155-159, Jun. 2013.

RUIZ-SILVA, J. Isolamento e caracterizacdo de elementos transponiveis em
espécies do género Brycon (Characidae, Bryconinae). 2012, 81 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de Sao Paulo, Botucatu,
2012.

SANTANA, M.F. Retrotransposons LTR no genoma de Moniliophthora
perniciosa e Cochliobolus heterostrophus. 2009, 81 p. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, 20009.

SANTANA, M.F.; SILVA, J.C.F.; BATISTA, AD.; RIBEIRO, L.E.; SILVA, G.F,;
ARAUJO, E.F.; QUEIROZ, M.V. Abundance, distribution and potential impact of
transposable elements in the genome of Mycosphaerella fijiensis. BMC Genomics,
London, GB, v. 13, n. 720, Dec. 2012. Disponivel em <DOI: 10.1186/1471-2164-13-
720.>. Acesso em: 30 jun.2015.

SANTOS, C. Estudos epidemiol6gicos da ferrugem do eucalipto causado por
Puccinia psidii em plantios irrigados. 2006. 75 p. Dissertacédo (Mestrado em
Protecado de Plantas), Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual
de S&o Paulo, Botucatu, 2006.

SCHMIDT, T.; HESLOP-HARRISON, J.S. Genomes, genes, and junk: the large-
scale organization of plant chromosomes. Trends in Plant Science, Oxford, GB, v.
3, p. 195-199, May. 1998.

SILVA, P.H.M.; MIRANDA, A.C.; MORAES, M.L.T.; FURTADO, E.L.; STAPE, J.L.;
ALVARES, C.A.; SENTELHAS, P.C.; MORI, E.S.; SEBBENN, A.M. Selecting for rust
(Puccinia psidii) resistance in Eucalyptus grandis in Sdo Paulo State, Brazil. Forest
Ecology and Management, Amsterdam, NL, v. 303, p. 91-97, Sep. 2013.



48

STAPE, J.L.; BINKLEY, D.; RYAN, M. G. Production and carbon allocation in a clonal
Eucalyptus plantation with water and nutrient manipulations. Forest Ecology and
Management, Amsterdam, NL, v. 255, p. 920-930, Abr. 2008.

TAKAHASHI, S. S. Ferrugem do eucalipto: indice de infec¢céo, analise temporal e
estimativas de danos relacionados a intensidade da doenca no campo. 2002, 113 p.
Dissertacao (Mestrado em Protecédo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Universidade Estadual de Sao Paulo, Botucatu, 2002.

TAN, M.K.; COLLINSA, D.; CHENB, Z.; ENGLEZOUA, A.; WILKINS, M.R. A brief
overview of the size and composition of the myrtle rust genome and its taxonomic
stat. Mycology, Abingdon, GB, v. 5, n. 2, p. 52—-63, Jun. 2014.

TESSMANN, D.J.; DIANESE, J.C.; MIRANDA, A.C.; CASTRO, L.H.R. Epidemiology
of a Neotropical rust (Puccinia psidii): periodical analysis of the temporal progress in
a perennial host (Syzygium jambos). Plant Pathology, Oxford, GB, v. 50, 725-731,
Dec. 2001.

WALLAU, G.L. Histdria evolutiva de elementos transponiveis da superfamilia
Tcl- Mariner em drosofilideos. 2010. 85 p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias
Biologicas) — Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, 2010.

WICKER, T; SABOT, F; HUAN-VAN, A.; BENNETZEN, J. L.; CAPY, P.; CHALHOUB,
B.; FLAVELL, A.; LERQY, P.; MORGANTE, M.; PANAUD, O.; PAUX, E.;
SANMIGUEL, P.; SCHULMAN, A. H. A unified classification system for eukaryotic
transposable elements. Nature, London, GB, v. 8, n. 12 p. 973-982, Dec. 2007.



49

2 ANALISE IN SILICO DE ELEMENTOS TRANSPONIVEIS EM Puccinia psidii
Resumo

A alta velocidade com que os dados de sequenciamento por meio de
plataformas de nova geracdo (NGS — Next Generation Sequencing) estdo sendo
gerados e disponibilizados certamente contribui com estudos mais detalhados de
elementos transponiveis (TEs). O estudo desses elementos € importante para o
entendimento da biologia de fitopatégenos, pois uma fracao significante nos genomas
de organismos eucariotos € composta por TEs. Assim, apesar de promissor, o estudo
de TEs representa também um grande desafio. No presente estudo, foi realizada a
anotacdo automatica por meio do programa RepeatMasker dos potenciais TEs
presentes no genoma parcialmente sequenciado de Puccinia psidii (linhagem
monopustular MF-1). Duas estratégias foram adotadas: a primeira por meio da
classificagao de 586 “supercontigs” remontados e originarios da mineragao de contigs
cujos GO termos (Blast2GO) eram relacionados a TEs; a segunda estratégia foi a
anotacao dos 167.538 contigs que formam o genoma parcial de P. psidii MF-1 pelo
RepeatMasker. Ambas estratégias apontaram a predominancia de elementos da
Classe | — LTR Retrotransposons no genoma de P. psidii MF-1. A anotacdo com 586
“supercontigs” apresentou 99% das sequéncias analisadas compostas por elementos
repetitivos, como esperado, 0 que demonstra a eficiéncia da mineracdo de
sequéncias. Ja a anotacdo de 167.538 contigs apresentou 10% das sequéncias
compostas por elementos repetitivos. Foram selecionados 20 e 10 contigs
classificados como LTR Retrotransposons e DNA Transposons, respectivamente,
para a verificagdo da integridade destes elementos em P. psidii MF-1. Nenhum dos
contigs analisados apresentou regides de interesse, como LTRs ou TIRs, nem mesmo
TSRs. Foram selecionados 25 contigs classificados como elementos Copia e Gypsy,
eles foram avaliados quanto a integridade e anotados manualmente por meio da
ferramenta BLASTX. N&o foram encontradas regides LTRs e TSRs. Dentre os 25
contigs, 44% apresentaram todos os dominios proteicos da regiao pol. Além disso, as
regides UBN2_2 e CH, relacionadas a transposicdo foram encontradas nos contigs
00084 e 00126. A analise comparativa entre os conteudos de TEs presente no
genoma de P. psidii MF-1, P. graminis, P. striiformis e P. triticina foi realizada. A
frequéncia de TEs pertencentes a Classe Il em Puccinia spp. € maior, compondo em
média 2% dos genomas, comparado ao predominio de TEs da Classe | em P. psidii
MF-1 (0,02% de LTR Retrotransposons e fracéo insignificante de DNA transposons).
A andlise da integridade de 15 supercontigs contendo elementos Copia de Puccinia
spp. revelou identidade de LTRs superior a 97%, consenso 5’-TG...GA-3’ e presenga
de TSRs duplicados. Por fim, fez-se uma analise comparativa entre sequéncias de
transcriptase reversa de 12 contigs de P. psidii MF-1, 2 de Puccinia spp. e 5 de
diversos fungos fitopatogénicos. As 12 proteinas transcriptase reversa de P. psidii MF-
1 agruparam com as 2 proteinas provenientes de elementos Copia de Puccinia spp.
em dois clados diferentes, o que mostra a diversidade destas proteinas no genoma
de P. psidii. Considerando os resultados preliminares, analises futuras serdo
necessarias para obter uma abordagem mais ampla de TEs presentes no genoma do
fitopatégeno P. psidii, tornando possivel o melhor entendimento da biologia do fungo.

Palavras-chave: Anotacdo; RepeatMasker; LTR Retrotransposon; Integridade;
Comparacéo de TEs; Puccinia spp.; Transcriptase reversa
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Abstract

Next Generation Sequencing (NGS) platforms generate data at very high
speedy, that increase the TEs (transposable elements) studies aiming to understand
phytopathogens biology, due to the fact that a great fraction of eukaryotic organisms
is composed by TEs. The TEs may represents a great potential activity in virulence
mechanisms of pathogenic fungi. Thus, although promising, the TEs study also
represents a huge challenge. Thereby, in this study, an annotation by RepeatMasker
of potential TEs present in Puccinia psidii (mono-pustular strain MF-1) partial genome
was conducted. Two strategies were adopted, the first by classifying 586
“supercontigs” re-assembled and originated by mining GO terms related to TEs contigs
(Blast2GO); second classifying the 167.538 contigs from the P. psidii MF-1 partial
genome. Both strategies showed Class | — LTR Retrotransposons predominance in
the P. psidii MF-1 genome. The 586 “supercontigs” annotation showed about 99%
repetitive elements, as expected. The 167.538 contigs annotation showed 10% of the
sequences composed of repetitive elements. Aiming to proceed a TE integrity analysis
in P. psidii MF-1, 20 and 10 contigs classified as LTR Retrotransposons and DNA
Transposons, respectively, were selected and evaluated. None of analyzed contigs
showed regions of interest such as LTRs, TIRs even TSRs. There is 25 contigs
classified as Copia and Gypsy elements that were selected to an integrity analysis and
then a manually annotation by BLASTX tool. No LTRs or TSRs regions were found.
Among the 25 contigs, 44% presents all protein sequences of the pol region.
Furthermore, UBN2_2 and CH regions, related to transposition events, belonging to
contigs 00084 and 00126 were also found. A comparative analysis between TEs
contents present in P. psidii MF-1, P. graminis, P. striiformis and P. triticina was carried
out. The Class Il TEs frequency of Puccinia spp. was greater, composing about 2% of
the genome, when compared to the predominance of Class | TEs in P. psidii MF-1
genome (0.02% of LTR retrotransposon and insignificant fraction of DNA Transposon).
An integrity analysis of 15 supercontigs containing Copia elements in Puccinia spp.
was also conducted. An identity greater than 97% of LTR regions, 5-TG...GA-3’
consensus and presence of duplicated TSRs were observed in this analysis. Finally, a
comparative analysis of the reverse transcriptase protein was conducted with 12
contigs sequences from P. psidii MF-1, 2 from Puccinia spp. and 5 from various
phytopathogenic fungi. All P. psidii MF-1 reverse transcriptase protein sequences
grouped with both Puccinia spp. in two different clades, suggesting the variability of
this protein. Considering this preliminary results, further analysis will be needed for a
broader approach for TEs in the pathogen P. psidii genome, enabling a better
understanding of the fungal biology.

Keywords: Annotation; RepeatMasker; LTR Retrotransposon; Integrity; TES
Comparison; Puccinia spp.; Reverse transcriptase
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2.1 Introducéao

A importancia do setor florestal brasileiro se deve a vasta area territorial
ocupada para a producéo de espécies madeireiras, como o Eucalyptus; a geracéo de
tributos na escala de bilhdes de reais; além de milh6es de empregos relacionados ao
setor (IBA, 2015).

No entanto, a produtividade é afetada pelo ataque de patdgenos ao longo do
desenvolvimento da cultura, sendo a ferrugem, doenca causada pelo fungo
basidiomiceto biotrofico Puccinia psidii Winter, a principal responsavel por severos
danos no setor (GLEN et al., 2007). O fungo P. psidii afeta diversas espécies da familia
Myrtaceae, bem como o eucalipto (COUTINHO et al., 1998; ALFENAS et al., 2004;
GLEN et al., 2007; QUECINE et al., 2014). O primeiro relato de ferrugem em eucalipto
ocorreu no século XX, mesmo assim o conhecimento sobre a genética e a biologia do
patégeno sao ainda incipientes (LEITE, 2012; QUECINE et al., 2014).

Entretanto, com a enorme quantidade de dados gerados pelas plataformas de
sequenciamento de nova geragao, o conhecimento sobre estrutura e composi¢ao dos
diversos genomas de interesse vem sendo atingidos com maior rapidez. A grande
maioria dos dados apresentados mostra que existe uma fracdo significante nos
genomas de organismos eucariotos composta por elementos transponiveis (TES) e
em fungos chegam a representar 3 a 21% do genoma (MARTIN et al.,, 2008;
SANTANA, 2009). Os TEs sdo sequéncias de DNA repetitivas com capacidade de se
movimentarem dentro dos genomas e com isso influenciam na sua reestruturacao,
pois a movimentacdo de TEs pode gerar novos rearranjos, novos alelos e até modificar
a expressao génica (SANTANA, 2009; SANTANA et al., 2012). H4A uma grande
diversidade e variacdo entre o niumero de copias, distribuicéo e tipos de TEs dentre
as espécies, resultado das caracteristicas intrinsecas dos elementos transponiveis e
as forcas evolutivas que atuam sobre esses (DABOUSSI, 1997).

Dada a abundancia, complexidade e diversidade de TEs e a velocidade com
gue os dados de sequenciamento estdo sendo gerados, a identificacdo e anotacao de
TEs presentes nos organismos de estudos tem sido um grande desafio (WICKER et
al., 2007). A deteccao e caracterizacdo de TEs em fitopatdgenos podem possibilitar
um maior conhecimento sobre a organizagao e a evolugcédo do genoma desses fungos,
bem como os mecanismos de ativacdo e silenciamento génico, resultado da
movimentagado dos mesmos (MARTIN et al., 2008; SANTANA, 2009).
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Assim, o presente estudo teve como principais objetivos a analise da frequéncia
e classificacdo preliminar de TEs no genoma parcialmente sequenciado de P. psidii;
anotacdo de regibes conservadas; comparacdo da composicdo de elementos
repetitivos do genoma com outras espécies de Puccinia causadoras de ferrugens e
analise da enzima transcriptase reversa de diversos fungos fitopatogénicos. Dessa
forma, visando, um melhor entendimento da evolugdo do genoma deste fitopatégeno
para que entdo, futuramente, a complexa interacdo planta-patégeno seja melhor

entendida para o desenvolvimento de novas estratégias de controle.

2.2 Materiais e Métodos
2.2.1 Material biologico e dados preexistentes

O material biologico utilizado foi a linhagem monopostular MF-1 do fungo P.
psidii. Esta linhagem foi obtida de uma monoprogénie susceptivel de E. grandis, D901,
na area experimental da Suzano Papel e Celulose, Itapetininga-SP e purificada em
monopustulas por meio de repiques sucessivos (LEITE, 2012). O DNA dessa
linhagem foi utilizada para a extracdo do material genético por meio do DNAeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) e posterior sequenciamento parcial do genoma.

O genoma parcialmente sequenciado de P. psidii MF-1 foi montado a partir de
sequéncias (reads) geradas pelo sequenciamento 454 Roche GS FLX - Titanium por
meio do programa Newbler Assembler 2.6 (MARGULIES et al., 2005). O tamanho
minimo dos contigs gerados foi de 250 pb. Foram obtidos no total 5.955.419 reads,
que perfazem 2.486.033.413 pb, o que corresponde a aproximadamente uma
cobertura de 20 X o genoma estipulado para diversas espécies de Puccinia, cujo
genoma varia entre 67 e 164 Mb (LEONARD; SZABO, 2005).

Por meio do de novo assembly realizado pelo programa Newbler Assembler 2.6
foram utilizadas aproximadamente 50% do total de sequéncias obtidas, perfazendo
473.271.316 pb alinhados, resultando em 167.538 contigs de tamanho médio de 1.412
pb. O maior contig possui tamanho aproximado de 30.053 pb (dado ndo publicado).

A anotacao funcional do genoma parcial de P. psidii MF-1 realizada por meio
do programa Blast2GO (CONESA; GOTZ et al., 2005) resultou na categorizacdo de
sequéncias em termos do Consorcio Gene Ontonlogy (GO) (ASHBURNER et al.,

2000) (http://www.geneontology.org) correspondentes a trés categorias funcionais:



http://www.geneontology.org/
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processo biolégico, funcdo molecular e componente celular, utilizando os parametros-

padrao indicados pelo programa.

2.2.2 Mineracéao de sequéncias relacionadas a elementos transponiveis

Inicialmente, as 167.538 sequéncias (contigs) geradas pela montagem no
programa Newbler Assembler 2.6 e anotadas automaticamente pelo programa
Blast2GO foram mineradas de acordo com os GO termos de funcdo molecular. Os
contigs com GO termos relacionados a ligacdo a cromatina, nucleotideo e DNA,
G0:0003682, GO:0000166 e GO:0003677 respectivamente, que estao diretamente
associados a grande presenca de transposons no genoma desse fungo foram
selecionados.

Foi realizada uma busca no programa Blas2GO por contigs contendo as
palavras-chave relacionadas a processos de transposicdo ou elementos de
transposicao (pol, gag, rve, integrase, poliproteina, retrotransponivel, retrotransposon,
tick, transcriptase reversa, RNAse, poliproteina-copia, retrotransposon gypsy, DNA

transposon, hAT, mutator, Tcl entre outros).

2.2.3 Anotacéao direta dos contigs de P. psidii MF-1

Para anotacdo automética dos elementos transponiveis presentes no genoma
de parcialmente sequenciado de P. psidii MF-1 foram utilizadas duas estratégias, ou
seja, anotados dois grupos de sequéncias obtidas diferencialmente.

Primeiramente, a fim de se obter sequéncias maiores que permitissem a
classificacdo mais fiel de elementos transponiveis minerados a partir dos contigs foi
utilizado o programa CLC Genomic Workbench 6.0 para a montagem das sequéncias
obtidas no item 2.2.2. Para tanto, foram testados diferentes parametros (néo-
pareamento; custo de insercdo; custo de delecédo; tamanho; similaridade) em trés
tentativas de montagem denominadas Tentativa I, Il e Il (Tabela 2.4).

O melhor resultado, levando em consideragcdo o N50 obtido foi utilizado para
classificagcdo pelo programa RepeatMasker (CHEN, 2004; KOHANY et al., 2006)

(http://www.repeatmasker.org), utilizando os parametros padrdo do programa com a

alteracdo da fonte da sequéncia (sequence source) para Fungi.
A outra estratégia foi utilizar diretamente os 167.538 contigs de P. psidii MF-1
por meio do programa RepeatMasker, utilizando os parametros: RMBlast; banco de


http://www.repeatmasker.org/
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dados FNGREP.ref; baixa sensibilidade (para ndao pegar qualquer sequéncia e

considerar como elemento transponivel).

2.2.4 Andlise da integridade de elementos transponiveis de P. psidii

Apés a identificacdo de sequéncias contidas no genoma parcialmente
sequenciado de P. psidii pelo programa RepeatMasker (item 2.2.3) utilizando a
segunda estratégia, os 20 maiores contigs que apresentaram regides com identidade
a algum elemento transponivel da Classe | — Retrotransposon LTR tiveram seus 500
pb a jusante ou a montante submetidos a verificagdo da integridade do elemento com
o] programa on-line LTR-Finder (XU; WANG, 2007)
(http://tlife.fudan.edu.cn/ltr_finder/), sendo o banco de dados de tRNA de Eukarya para

predicdo o Unico parametro ajustado, os demais parametros utilizados foram a opcéo
padrao indicada pelo programa.

Foi realizada também uma busca de regides de terminacfes de TES por meio
do alinhamento de regides similares pelo BLASTN — NCBI, selecionando-se a opc¢éo

“align two or more sequences” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), somente para

confirmacédo da presenca/auséncia de LTRs.

Elementos com regides cujos hits apresentaram identidade com elementos da
Classe Il também foram submetidos a uma andlise preliminar de integridade do
elemento. Assim, os maiores 10 contigs classificados como DNA transposons foram
selecionados e também tiveram cerca de 500 pb de suas sequéncias a jusante ou a
montante analisados pelo programa on-line TIR Finder (GAMBIN et al., 2013)

(http://bioputer.mimuw.edu.pl/tirfindertool/) para encontrar as regiées TIRs (Terminal

Inverted Repeats) na opcao padrao indicada pelo programa.
Somente para confirmacéo da presenca/auséncia de TIRs foi realizada também
uma busca de regides das terminagdes pelo BLASTN — NCBI, selecionando-se a

opgao “align two or more sequences” (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Com o auxiio da ferramenta  on-line ReverseComplement

(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) a regido a montante da possivel

sequéncia de transposigao é “transcrita” em seu reverso, pois os elementos da Classe

Il apresentam terminacdes invertidas.


http://tlife.fudan.edu.cn/ltr_finder/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://bioputer.mimuw.edu.pl/tirfindertool/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
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2.2.5 Anotagao manual de contigs classificados como elementos da Classe | —
LTR Retrotransposons de P. psidii -MF1

Foram selecionados 25 contigs classificados pelo RepeatMasker pela segunda
estratégia, como elementos da familia Copia e/ou Gypsy e estes foram analisados
pelo LTR-Finder (pela mesma metodologia do item 2.2.4) além disso, essas
sequéncias também foram submetidas a anotacdo manual utilizando-se a ferramenta
BLASTX (ALTSCHUL et al., 1990) pelo NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e Uniprot
(http://www.uniprot.org/).

Os contigs que apresentaram o0 dominio relacionado a transposicao
(transcriptase reversa) foram ainda analisados pelo programa ORF-Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). A anotac¢do consistiu na determinacéo

das regibes de sequéncias de leitura abertas ou ORFs (Open Reading Frames)
exclusivas de LTR-Retrotransposons, como gag e pol, a fim de se identificar possiveis
sequéncias relacionadas a transposicao (protease, transcriptase reversa, RNase H,
integrase) e talvez regibes importante para auxiliar a transcricdo de genes de

transposicdo como PPT — Polipurina Treac e CH — Chromatin Organization Modifier.

2.2.6 Andlise comparativa da distribuicdo de TEs em P. psidii MF-1 e de outras

espécies de Puccinia

Os genomas dos fungos P. graminis, P. striiformis e P. triticina foram obtidos
na base de dados do Puccinia Group Genome Databases, Broad Institute

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/puccinia group/MultiHome.html),

cujas informacdes estao listadas na Tabela 2.1. As sequéncias do genoma dos trés
fitopatdgenos foram também analisadas quanto a presenca de elementos repetitivos
por meio do programa RepeatMasker utilizando os parametros: RMBIlast; banco de
dados FNGREP.ref e baixa sensibilidade.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.uniprot.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/puccinia_group/MultiHome.html

Tabela 2.1 — Informacdes sobre os patdégenos utilizados como referéncia neste trabalho

99

Organismos de Numero de Quantidade de
A Banco de Dados :
Referéncia Acesso contigs

Caracteristicas*

Puccinia - Group
Database do Broad AAWCO01 4 557
Institute

Puccinia graminis f.
sp. tritici

Puccinia - Group
Database do Broad

Puccinia triticina . ADASO01 24.838
Institute

Puccinia - Group
Puccinia striiformis Database do Broad AEEWO01 17.295
Institute

Causador da ferrugem do colmo.
Ocorre nas culturas do trigo, cevada,
centeio, triticale e em algumas outras

espécies de Poacea (Gramineas).

Causador da ferrugem da folha do
trigo.

Causador da Ferrugem da tarja, que

ocorre nas lavouras de trigo e cevada.

* Informacdes retiradas de Puccinia Group Genome Databases, Broad Institute
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2.2.7 Andlise da integridade de elementos transponiveis de Puccinia spp.

Apos a classificagdo preliminar de elementos transponiveis nas trés espécies
de Puccinia pelo programa RepeatMasker (item 2.2.6), 5 supercontigs de cada
espécie foram selecionados para a realizacdo da analise de integridade dos
elementos contidos em cada uma das sequéncias de supercontig. A busca foi
realizada por meio da palavra “Copia” no arquivo de alinhamento e classificacao
gerado pelo RepeatMasker, assim, a ordenacdo dos resultados correspondem a
supercontigs de maior tamanho com hits relacionados a familia Copia.

Os supercontigs de cada uma das trés espécies que apresentaram hits no
alinhamento do RepeatMasker relacionados a LTR-Retrotranposons do tipo Copia
foram selecionados e por meio da base de dados do Puccinia Group — Broad Institute

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/puccinia group/MultiHome.htmll),

cada um dos supercontigs selecionados de cada uma das trés Puccinia foi
individualmente salvo em formato FASTA para posterior andlise por meio do programa
LTR-Finder (XU; WANG, 2007) (http://tlife.fudan.edu.cn/ltr_finder/), assim como foi
feito com os contigs de P. psidii MF-1 (item 2.2.4), com base no banco de dados de

tRNA de Eukarya para predicdo e demais parametros na opg¢éo padrdo indicada pelo
programa. Neste caso, o0 arquivo inteiro em formato FASTA de cada um dos
supercontigs selecionados (Tabela 2.2) para este tipo de analise foi submetido ao

programa para andlise de longas terminacdes repetitivas (LTR).


http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/puccinia_group/MultiHome.htmll
http://tlife.fudan.edu.cn/ltr_finder/
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Tabela 2.2 — Listagem de supercontigs selecionados para andlise de integridade por meio do
programa LTR-Finder de cada uma das trés espécies de Puccinia utilizadas para
comparar com P. psdii MF-1

Supercontigs Tamanho (pb) Classificacao

Espécie selecionados!? (RepeatMasker)
PGR_Supercontig2.13 1.556.540 pb Copia
Puccinia PGR_Supercontig2.15 1.374.611 pb Copia
graminis f. sp. PGR_Supercontig2.16 1.217.956 pb Copia
tritici PGR_Supercontig2.17 1.242.959 pb Copia
PGR_Supercontig2.148 64.884 pb Copia
PT_Supercontig2.1 3.059.345 pb Copia
PT_Supercontig2.10 1.388.629 pb Copia
Puccinia
PT_Supercontig2.14 1.210.875 pb Copia
triticina
PT_Supercontig2.111 309.745 pb Copia
PT_Supercontig2.120 278.607 pb Copia
PST_Supercontigl.1 1.913.627 pb Copia
PST_Supercontigl.10 1.236.861 pb Copia
Puccinia
PST_Supercontigl.11 1.262.058 pb Copia
striiformis
PST_Supercontigl.101 330.717 pb Copia
PST_Supercontigl.1212 1.461 pb Copia

Nota: * Nomenclatura utilizada para se referir as sequéncias de supercontigs dos respectivos fungos
causadores de ferrugem, sendo PGR — P. graminis; PT — P. triticina e PST — P. striiformis. A numeracéo
ao lado da palavra “Supercontig” foi a mesma encontrada no arquivo destas sequéncias no banco
Puccinia Group
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2.2.8 Andlise comparativa da proteina transcriptase reversa

Os 11 contigs do fungo P. psidii MF-1 que apresentaram a regido completa do
dominio proteico para transcriptase reversa na anotacdo manual por BLASTX (item
2.2.5) foram submetidos a comparacdo com sequéncias desta proteina depositadas
no GenBank por meio da ferramenta BLAST pelo NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os contigs de P. psidii MF-1 00084; 00088; 00090; 00092; 00095; 00096;
00104; 00107; 00110; 00138 e 00238 junto com 0s supercontigs 2.111 de P. triticina
e 2.13 (elemento anotado como de numero 6) de P. graminis foram analisados na

comparacao de transcriptase reversa.

As sequéncias de outros fungos fitopatogénicos utilizadas na comparacao
encontram-se disponiveis no GenBank pelos respectivos nimeros de acesso e
identificadores Genlinfo Identifier (gi): Magnaporthe grisea (T18350 e i|7493955),
Tricholoma matsutake (BAA78624.1 e (i|5002509), Colletotrichum gloesporioides
(AAG24792.1 e (i|10946132), Melampsora lini (AAS66950.1 e @i|45504831) e o
patégeno Fusarium oxysporum (AAB33090 e gi|10764493) contendo uma sequéncia
conservada de transposase.

Realizou-se um alinhamento de sequéncias por meio do programa MEGA v.
5.05, para a construcdo da arvore filogenética utilizou-se o teste UPGMA e as
sequéncias proteicas foram agrupadas por teste de Bootstrap com 1.000 replicacdes
utilizando o Modelo de Poisson. O grupo externo utilizado foi a sequéncia de uma
proteina transposase (presente em elementos da Classe Il — DNA Transposons) do

fungo F. oxysporum, pertencente ao filo Ascomycota


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.3 Resultados
2.3.1 Mineragao de sequéncias relacionadas a elementos transponiveis

A categorizagéo dos contigs de acordo com a fungdo molecular demonstrou a
predominancia de GO termos relacionados a ligacdo a cromatina - GO:0003682 (20%
dos contigs), nucleotideo - GO:0000166 (28% dos contigs) e DNA - GO:0003677 (23%
dos contigs), que estdo diretamente associados a grande presenca de transposons
no genoma desse fungo (Figura 2.1). Esse fato foi observado pelo grande nimero de
sequéncias “blastadas” com elementos transponiveis durante o processo de

anotacao.

m GO:0003682 (ligacdo a cromatina)
m G0O:0000166 (ligacdo ao nucleotideo)
GO:0003677 (ligacdo ao DNA)
m Demais GO termos relacionados a funcdo molecular

Figura 2.1 — Anotacgéo funcional do GO termos relacionados as fun¢des moleculares anotadas
pelo programa Blast2GO. Os contigs sdo provenientes da montagem pelo
programa Newbler Assembler 2.6. O gréafico representa os trés principais GO
termos relacionados aos processos de transposicdo no genoma, GO:0003682,
G0:0000166 e GO:0003677. Os valores foram gerados pelo Blast2GO com corte
de GO termos com menos de 5 sequéncias, independentemente do nivel do
termo anotado

Nesta estratégia adotada, os contigs ja anotados pelo Blast2GO com termos
conhecidamente relacionados a elementos de transposicdo foram minerados,
totalizando 50.476 contigs que foram agrupados em 30 “grupos” de acordo com a
descricao da anotacao pelo Blast2GO.

O grupo 18 caracterizado pela presenca do termo Polyprotein, presentes em

retrotransposons, na anotacao automatica pelo Blast2GO continha a maior quantidade
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de contigs minerados, 10.935 contigs sendo 16,4% dos contigs apresentavam mais
de 1.000 pb.

Os grupos 25 e 26 contendo a anotacdo do Blast2GO como enzima
transcriptase reversa apresentaram respectivamente 5.279 e 5.301 contigs, neste
caso cerca de 10% dos contigs eram maiores do que 1.000 pb. Os grupos 12 e 13
agrupando anotac¢des de enzima retropepsina e integrase apresentaram 3.158 e 3.738
contigs, respectivamente, sendo que cerca de 15% dos contigs eram maiores do que
1.000 pb. Finalmente, os grupos 1, 27 e 28 continham a menor quantidade de contigs
minerados, 13 e 11 contigs e a maior parte deles contendo entre 250 a 1.000 pb
(Tabela 2.3).

Tabela 2.3 — Mineracao de contigs possivelmente relacionados a elementos transponiveis

(continua)
Termo anotado no Quantidade Tamanho
Grupo Blast2GO de contigs 250 até <1000 > 1000
1 ac transposase 13 7 6
2 ac-like transposase 17 12 5
3 copia ltr rider 83 38 45
4 copia polyprotein 487 313 174
5 copia protein-like 16 10 6
6 copia-like 175 106 69
7 copia-type proteins 221 121 100
8 gag polymerase 288 270 18
9 gag -int-pol protein 134 80 54
10 gag-pol 2.541 2.081 460
11 Gypsy 1.496 1.221 275
12 hiv-1 retropepsin 3.158 2.667 491
13 Integrasse 3.738 3.252 486
14 Itr retrotransposon 40 18 22
15 mutator-like 349 276 73
pao retrotransposon
16 peptidase 34 34
17 pol protein 2.109 1.756 353

18 Polyprotein 10.935 9.136 1.799
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Tabela 2.3 — Mineracédo de contigs possivelmente relacionados a elementos transponiveis

(concluséo)

Tamanho
Termo anotado no Quantidade
Grupo Blast2GO de contigs 250 até <1000 > 1000
19 polyprotein of retroviral 1.272 1.231 41
20 related to ty3b-ty3b protein 119 106 13
21 retroelement polyproteins 15 9 6
22 retrotransposable elemento 4.801 4.004 797
23 Retrotransposons 5.965 4.785 1.180
retrovirus-related pol
24 polyprotein from transposon 530 355 175
25 rnase h e transcriptase 5.279 4.557 722
reverse transcriptase
26 proteins 5.301 4.567 734
reverse transcriptase e
27 retroelement pol polyprotein 11 8 3
28 tcl-like transporase 11 6 5
29 Transposase 1.204 988 216
30 Transposon 134 72 62

Os grupos tiveram suas respectivas sequéncias exportadas em formato

FASTA, foram remontados e entéo classificados pelo programa RepeatMasker (item

2.2.2).

A primeira montagem realizada com o0s contigs minerados, denominada

Tentativa | resultou em 2.228 “supercontigs” (assim denominados pelo grupo de

pesquisa para fins didaticos, uma vez que contém maior numero de pares de bases

do que os contigs resultantes da montagem dos reads do sequenciamento). A

Tentativa Il gerou 586 supercontigs e finalmente a Tentativa Ill gerou 879 supercontigs

(Tabela 2.4). A Tentativa Il apresentou valor N50 de 2.779 pb, considerado superior

comparado as montagens Tentativa | e lll, cujos valores de N50 foram equivalentes a
1.601 pb e 1.889 pb.
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Por meio das trés montagens de contigs utilizando diferentes parametros, a
montagem gerado pela Tentativa 1l foi considerada a mais “adequada”, pois

apresentou o maior valor de N50 equivalente a 2.779 pb.

Tabela 2.4 — Resultados obtidos de acordo com parametros utilizados no programa CLC Genomic
Workbench 6.0 para as trés tentativas de de novo assembly

N50 Supercontigs Bases montadas
Montagem (pb) gerados em “supercontigs”
(pb)*
Tentativa | 1601 2.228 30.580.549
Tentativa 2779 586 7.427.173
Tentativa Il 1889 879 3.819.102

Nota: (*) A denominagao “supercontig” para estas sequéncias foi assim feita pelo grupo de
pesquisa para fins didaticos, uma vez que contém maior nimero de pares de bases do que os contigs
resultantes da montagem dos reads do sequenciamento

Por meio da comparacéo de sequéncias depositadas no banco de elementos
transponiveis do programa RepeatMasker, os 586 supercontigs gerados pela
montagem Tentativa Il (item 2.2.3) resultaram em 1.376 hits relacionados a elementos
de transposicdo, sendo que 574.865 nucleotideos foram identificados como sendo
fragmentos de alguma familia de elemento de transposi¢éo (Tabela 2.5).

Dentre os elementos repetitivos classificados pelo programa, os mais
abundantes foram os LTR Retrotransposons, representando cerca de 99% dessas
sequéncias no genoma, principalmente do tipo Copia (1.119 hits com 481.982
nucleotideos), seguidos por DIRS com 11 hits e Gypsy com 17 fragmentos. Dentre 0s
transposons de DNA classificados, representando apenas 0,60% do genoma, 0s mais
abundantes foram os da familia Mariner/Tcl com 13 hits correspondentes a 2.215

nucleotideos (Tabela 2.5).
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Tabela 2.5 — Resultados obtidos pela classificacdo no software do RepeatMasker dos contigs gerados
pelo De Novo Assembly com os parametros da Tentativa Il. As sequéncias foram
comparadas com o banco de dados TE library (GIRI)

Classe de Elemento Numero de  Tamanho (pb) Frequéncia
Transponivel hits (%)’
DNA transposon 29 3.395 0,60
Crypton 1 25 -
EnSpm/CACTA 3 495 -
Harbinger 3 176 -
Mariner/Tcl 13 2.215 -
MuDR 3 130 -
P 1 40 -
hAT 3 189 -
LTR Retrotransposon 1.330 568.398 98,87
Copia 1.119 481.928 -
DIRS 11 1.249 -
Gypsy 192 84.133 -
Retrotransposons N&o-LTR 17 2.895 0,50
I 1 80 -
Tadl 13 2.171 -
Repeticdes interspersas 3 177 0,030
Elementos transponiveis 1376 574.688 99,96

Nota: (*) Tamanho dos fragmentos que apresentaram hits com TEs no RepeatMasker e o total de
nucleotideos que foram analisados (574.865 nucleotideos)

2.3.2 Anotacéo direta dos contigs de P. psidii MF-1

A segunda estratégia de anotacdo de elementos transponiveis de P. psidii MF-
1 se deu pela utilizacdo do programa RepeatMasker para efetuar a classificacao de
forma direta de 167.538 contigs (resultantes do Newbler Assembler 2.6).

Foi observado que 10% do genoma parcialmente sequenciado do fungo foi
anotado como elemento transponivel, destes, 3% correspondem a elementos

considerados desconhecidos (Tabela 2.6).
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A quantidade de LTR Retrotransposons foi de 66 hits representando 0,02% do
genoma, enquanto a propor¢cdo composta por DNA transposon, 4 hits apresentaram
frequéncia praticamente insignificante no genoma (Tabela 2.6).

A primeira estratégia gerou resultados (item 2.3.1) mais refinados com relacéo
a anotacao de elementos transponiveis, comparando as duas estratégias observa-se
que a composicdo de diferentes classes de TEs se mantém. Em ambas, ocorre
predominéancia de LTR Retrotransposons. Apesar disso, a anotacdo gerada pela
segunda estratégia (este item) é que foi utilizada na analise comparativa de
composicao de TEs com demais Puccinia spp. As sequéncias de supercontigs destas

espécies ndo foram remontadas.

Tabela 2.6 — Resultados obtidos pela classifica¢cdo no software do RepeatMasker dos 167.538 contigs
gerados pelo De Novo Assembly do genoma parcialmente sequenciado de P. psidii MF-1

Classe de Elemento Numero de  Tamanho (pb) Frequéncia
Transponivel hits (%)
DNA transposon 4 238 0,00
TcMariner-Tigger 0 0 -
hAT-Charlie 0 0 -
LTR Retrotransposon 66 6585 0,02
ERVL 0 0 -
ERVL-MaLRs 0 0 -
ERVL-classe | 0 0 -
ERVL-clase I 0 0 -
Retrotransposons N&o-LTR 0 0 0,00
SINEs 0 0 -
LINEs 0 0 -
L3/CR1 0 0 -
Penelope 0 0 -
Elementos Desconhecidos 4.808 989.760 3,01
Total de Elementos anotados? 21.279 32.882.244 10,05%

Nota: (*) Demais elementos nao listados nesta tabela foram anotados como “DNA repetitivo” (elementos
inter-dispersos; RNA pequeno; DNA satélite; repeticdes simples; repeticdes de baixa complexidade) e
portanto ndo necessariamente elementos de transposicao

Sinais utilizados:

(-) ndo foi encontrado nenhum elemento
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2.3.3 Analise da integridade de elementos transponiveis de P. psidii MF-1

A busca por regides terminais da familia LTR - Retrotransposons pelo LTR-
Finder e NCBI ndo permitiu a deteccao de alguma sequéncia relacionada a longas
terminacdes repetitivas (LTRs) nos 20 contigs analisados (Tabela 2.7) que foram
selecionados a partir da montagem do genoma parcial de P. psidii MF-1 pelo programa
Newbler Assembler 2.6 (item 2.3.2).

Similarmente, a utilizacdo dos programas TIR Finder e NCBI para a busca por
de regides terminais da familia Tc1l-Mariner também n&o se mostrou eficiente, pois
nao foram detectadas sequéncias relacionadas a TIRs nos 10 contigs analisados
(Tabela 2.8).



Tabela 2.7 — Classificacdo de 20 contigs de P. psidii MF-1 em elementos repetitivos pelo RepeatMasker

(continua)
Posicao na Classificacao Identificacdo de LTRs
Contig Tamanho Sequéncia Fita (RepeatMasker)
(pb) Inicio  Término LTR-Finder NCBI
00052 3.773 3 3.763 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00075 3.535 20 3.411 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00083 3.415 1 3.415 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00111 3.242 12 3.214 + LTR/Copia Nenhuma sequéncia  Nao h4 LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00116 3.221 6 3.212 + LTR/Copia Nenhuma sequéncia  Nao h4 LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00146 3.069 728 3.069 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00151 3.043 424 3.041 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  Nao ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00152 3.058 61 3.027 C LTR/Gypsy Nenhuma sequéncia  Nao ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00153 3.062 11 3.061 C LTR/Gypsy Nenhuma sequéncia  Nao ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00157 3.018 2 2.325 + LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00167 2.973 6 2.902 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia
00229 2.824 23 2.823 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

L9



Tabela 2.7 — Classificacdo de 20 contigs de P. psidii MF-1 em elementos repetitivos pelo RepeatMasker

(concluséo)

Posicao na Classificacao Identificacdo de LTRs
Contig Tamanho Sequéncia Fita (RepeatMasker)
(pb) Inicio  Término LTR-Finder NCBI

00251 2.743 1 2.741 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

00263 2.754 57 2.752 C LTR/Gypsy Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

00306 2.656 1 2.567 C LTR/Gypsy Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

00378 2.542 16 2.542 + LTR/Gypsy Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

00395 2.478 112 2.473 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

00401 2.454 2 2.395 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

00443 2.444 3 2.404 C LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

00450 2.431 41 2.431 + LTR/Copia Nenhuma sequéncia  N&o ha LTR flanqueando
LTR identificada a sequéncia

Observacoes:

89

* As sequéncias dos contigs foram comparadas com o banco de dados FNGREP.ref que inclui 1.726 elementos transponiveis identificados em Fungi, inclusive
elementos repetitivos de P. triticina, P. graminis e P. striiformis;

** As repeticdes estdo apresentadas pela posicdo que ocupam em cada contig, respectivamente, fita de DNA, classificacdo do elemento pelo RepeatMasker e
identificacdo de sequéncias LTR pelo LTR-Finder e NCBI por pareamento

Nota: Sinais utilizados:
(+) fita de DNA no sentido 5’ > 3’
(C) fita de DNA no sentido 3'> 5’



Tabela 2.8 — Classificacdo de 10 contigs de P. psidii MF-1 em elementos repetitivos pelo RepeatMasker

(continua)
Contig Tamanho Posicédo na Fita Classificacao Identificacédo de TIRs
(pb) Sequéncia (RepeatMasker)
Inicio Término Repeat Finder NCBI
00032 5.507 1.308 1.355 Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
00047 5.129 1.134 1.209 Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
00175 3.942 3.279  3.409 Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
00446 3.065 100 569 Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
00463 3.034 1.183 1.269 Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
00501 2.977 1.166 1.226 Mariner/Tcl Nenhuma Ndo ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
00630 2.785 1.053 2.785 Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
00778 2.656 1.126  1.825 Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia

69
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Tabela 2.8 — Classificacdo de 10 contigs de P. psidii MF-1 em elementos repetitivos pelo RepeatMasker
(concluséo)

Contig Tamanho Posicédo na Fita Classificacao Identificacédo de TIRs
(pb) Sequéncia (RepeatMasker)
Inicio Término Repeat Finder NCBI
00886 2.569 685 911 C Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
01210 2.378 1.878 1.956 C Mariner/Tcl Nenhuma N&o ha TIR
sequéncia TIR flanqueando a
identificada sequéncia
Observagoes:

* As sequéncias dos contigs foram comparadas com o banco de dados FNGREP.ref que inclui 1.726 elementos transponiveis identificados em Fungi,
inclusive elementos repetitivos de P. triticina, P. graminis e P. striiformis;

** As repeticdes estdo apresentadas pela posicdo que ocupam em cada contig, respectivamente, fita de DNA, classificacdo do elemento pelo
RepeatMasker e identificacdo de sequéncias TIRs pelo TIR Finder e NCBI por pareamento

Nota: Sinais utilizados:
(+) fita de DNA no sentido 5’ > 3’
(C) fita de DNA no sentido 3'> &’
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2.3.4 Anotagao manual de contigs classificados como elementos da Classe | -
LTR Retrotransposons de P. psidii MF -1

A utilizagdo do programa LTR-Finder ndo se mostrou eficiente para a
determinacao de regides importantes dos contigs classificados como elementos da
Classe | — LTR Retrotransposons, pois nenhum dos 25 contigs apresentaram longas
terminacdes repetitivas (LTRs). Os 25 contigs selecionados foram individualmente
anotados por meio da ferramenta BLASTX pelo NCBI e Uniprot. A anotacéo consistiu
na determinacao de regides relacionadas a transposicao (Tabela 2.9). Dentre os 25
contigs anotados, observou-se que 9 contigs ndo apresentaram nenhum dominio
proteico relacionado a transposi¢ao na regido analisada.

Os demais 16 contigs foram analisados pelo NCBI e também pelo ORF-Finder,
observou-se que 11 destes contigs (68%) apresentavam a regido relacionada a
proteina transcriptase reversa (regido pol) inteiros (presenca de cddon de iniciacao
“‘ATG” e de terminacao, sendo “TGA” na maioria dos contigs). Além disso, observou-
se que 44% destas sequéncias analisadas (contigs 00081, 00083, 00084, 00088,
00090, 00092, 00094, 00095, 00096, 00107 e 00110) apresentaram todos os dominios
proteicos da regido pol (integrase, RNase H e transcriptase reversa) (Tabela 2.9).

Duas regifes importantes para a transposi¢cao encontradas nos contigs 00084
e 00126, respectivamente foram a UBN2_2 e CH (Chromatin Organization Modifier).
A regido UBN2_ 2 é uma familia proteica encontrada exclusivamente em LTR
Retrotransposons, especialmente do tipo Copia, sendo estudada em plantas e fungos
(CDD: NCBI database). A regido CH € conservada e apresenta cerca de 50
aminodcidos presente em uma variedade de proteinas cromossOmicas,
aparentemente tem um importante papel na organizacdo do Ucleo em organismos
eucarioticos (CDD: NCBI database), também existem estudos indicando que esta
regido exerce um papel importante na transcricdo de genes de transposicao
(SANTANA, 2009).
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Tabela 2.9 — Anotacdo manual de 25 contigs de P. psidii MF-1 realizada pelo programa BLASTX pelo
NCBI e Uniprot

(continua)
Dominios
Contig Tamanho Classificacéo Fita Localizacdo do encontrados
(pb) (RepeatMasker) elemento por BLASTX
00001 32.576 pb Copia + 20.282 - -
20.385

transcriptase
reversa
00010 8.067 pb Gypsy C 1.452 —7.921 Rnase H
00019 6.641 pb Copia + 3.724 - 3.773 -
00023 6.067 pb Copia C 889 — 2.027 RNase H
transcriptase
00028 5.815 pb Gypsy + 2.030 — 4.790 reversa
00036 5.284 pb Gypsy C 2573 — 4.963 -
00048 5.073 pb Copia C 52 - 306 -
00051 5.032 pb Copia C 968 — 1.017 -
00055 4.990 pb Copia + 1.712 — 4.198 Integrase
RNase H
00064 4.834 pb Copia C 239-3.184 Integrase
00066 4.727 pb Gypsy C 1.656 — 4.727 -
RNase H
Integrase
00075 4.682 pb Copia C 322 -2.403 gag
Integrase
00078 4.605 pb Copia + 433 - 4.091 RNase H
transcriptase
reversa,
Rnase e
00081 4.597 pb Gypsy + 103 — 4.559 integrase
00082 4.573 pb Gypsy C 63 - 682 -
Integrase
Transcriptase
reversa
00083 4.581 pb Copia + 970 - 3.784 RNase H
Integrase
RNase H
Transcriptase
reversa

00084 4.560 pb Copia C 342 — 4.533 UBN2_2*
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Tabela 2.9 — Anotacdo manual de 25 contigs de P. psidii MF-1 realizada pelo programa BLASTX pelo

NCBI e Uniprot

(continuacao)

Contig

Tamanho
(pb)

Classificacéao
(RepeatMasker)

Fita

Localizacdo do
elemento

Dominios
encontrados
por BLASTX

00088

00090

00092

00094

00095

00096

00104

00107

00110
00113

4.528 pb

4.499 pb

4.481 pb

4.474 pb

4.489 pb

4.455 pb

4.446 pb

4.411 pb

4.834 pb
4.363 pb

Copia

Copia

Copia

Copia

Copia

Copia

Copia

Copia

Copia
Gypsy

1.212 - 3.620

1.676 —4.331

1.949 — 4.300

79 — 3.166

321-3.711

1.303 — 3.597

1-4.026

204 - 2.755

150 - 3.114
1.629 — 4.363

Integrase
Transcriptase
reversa e
RNase H
Transcriptase
reversa
RNase H
Integrase
Transcriptase
reversa
RNase H
Integrase
RNase H
Transcriptase
reversa
Integrase
Integrase
Transcriptase
reversa
RNase H
Integrase
Transcriptase
reversa
RNase
RNase H
Transcriptase
reversa
RNase;
transcriptase
reversa
integrase
RNase
transcriptase
reversa
integrase
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Tabela 2.9 — Anotacdo manual de 25 contigs de P. psidii MF-1 realizada pelo programa BLASTX pelo
NCBI e Uniprot
(concluséo)

Dominios
Contig Tamanho Classificagéo Fita Localizacdo do encontrados
(pb) (RepeatMasker) elemento por BLASTX
Chromatin
organization
modifier
000126 4.270 pb Gypsy + 207 — 4.230 (chromo)*
transcriptase
000138 4.187 pb Gypsy C 180 —-2.188 reversa like
000170 3.982 pb Gypsy + 971 -2.204 -
transcriptase
reversa e
000238 3.630 pb Gypsy C 731 - 3.186 Rnase

Notas: Sinais utilizados:
(+) fita de DNA no sentido 5’ - 3’
(C) fita de DNA no sentido 3'> &’
(-) ndo foram encontrados dominios proteicos

(*) dominios Chromo e UBN2_2 ndo séo diretamente relacionados a transposicdo, mas
auxiliam na regulagcédo de demais genes diretamente relacionados a transposic¢ao (regiao pol)

2.3.5 Analise comparativa da distribuicdo de TEs em P. psidii MF-1 e de outras

espécies de Puccinia

A Tabela 2.10 apresenta os dados disponiveis de outros genomas de Puccinia
obtidos por meio do acesso ao banco de dados do Puccinia — Group Genome
Database do Broad Institute, sendo que a coluna “RepeatMasker” apresenta a
porcentagem de elementos mascarados identificados pelo programa.

Assim o valor observado em P. psidii MF-1 esta mais préximo da quantidade
de elementos mascarados apresentados por P. striiformis pela mesma metodologia
de analise, com 11,53% e 10,05%, respectivamente. Observa-se também que a
concentragdo de GC (%) presente no genoma de P. psidii é de 33,7%, valor
considerado mais baixo com relagdo as demais Puccinia spp., sendo o menor
encontrado em P. graminis, cuja concentracéo de GC (%) € de 43,3% (Broad Institute),

guando comparado aos outros dois genomas.
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Tabela 2.10 - Informac@es gerais dos genomas de P. graminis; P. triticina e P. striiformis retiradas do
banco de dados do Puccinia - Group do Broad Institute e P. psidii

Organismo Cobertura Tamanho do GC (%) Quantidade  RepeatMasker
do Genoma Genoma de Contigs (%)
(Mb)
P. graminis @ 12 X 81,52 43,35 4.557 18,06
P. triticina @ 31X 106,57 46,72 24.838 16,31
P. striiformis 2 81 X 117,31 44,43 17.295 11,53
P. psidii 10 X¢ ND 33,7 167.538 10,05

Notas: Letras utilizadas na tabela representam:

apanco de dados Puccinia - Group do Broad Institute;

b As informacdes apresentadas de P. psidii sdo estimativas obtidas até o presente momento
pelo grupo, como a cobertura do genoma;

¢ Cobertura referente aos dados obtidos até o presente momento pelo sequenciamento por
meio da plataforma 454 Roche;

ND - n&o determinado

Observou-se que os 167.538 contigs de P. psidii MF-1 classificados pelo
programa RepeatMasker, apresentam um predominio da Classe | - LTR
Retrotransposons com 0,02% de frequéncia no genoma, comparado a uma fracéo
bem menor de elementos da Classe || — DNA Transposons representados por apenas
238 pb distribuidos em 4 hits de elementos, que conferem 0,00% a classe, ou seja,
insignificante (Tabela 2.11). Diferentemente, nos genomas de P. graminis; P. triticina
e P. striiformis retiradas do banco de dados do Puccinia - Group do Broad Institute,
em que se observa o predominio de elementos da Classe Il — DNA Transposons,
compondo em média 2% de todo o genoma das trés Puccinia avaliadas. Finalmente
a fracdo de elementos desconhecidos representa a maior parte, sendo de 8,6% para
P. graminis; 8,15% para P. triticina; 5,5% para P. striiformis e 3% para P. psidii (Tabela
2.11).
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Tabela 2.11 — Distribuicdo e anotacdo de principais classes de elementos transponiveis em P. graminis; P. triticina e P. striiformis retiradas do banco de
dados do Puccinia - Group do Broad Institute e P. psidii MF-1

LTR Retrotransposons Retrotransposons DNA Transposons Elementos Desconhecidos
nao-LTR
Espécie Ndmero Tamanho Frequéncia Frequéncia no Ndmero Tamanho Frequéncia Numerode Tamanho Frequéncia
de (pb) no genoma genoma (%) de (pb) no genoma elementos (pb) no genoma
elementos (%) elementos (%) (%)
P. graminis* 843 136.346 0,15 0,00 11.256 1.781.712 2,01 22.960 7.613.551 8,59
P. triticina* 1.760 281.842 0,21 0,00 20.841 2.750.176 2,03 30.946 11.036.850 8,15
P. striiformis* 2.002 560.656 0,48 0,00 22.440 3.071.228 2,62 23.235 6.418.652 5,47
P. psidii MF-1 66 6.585 0,02 0,00 4 238 0,00 4.808 989.760 3,01

* panco de dados Puccinia - Group do Broad Institute;
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2.3.6 Analise da integridade de elementos transponiveis de Puccinia spp.

As sequéncias classificadas como elementos Copia da Classe | das trés
espécies de Puccinia foram analisadas pelo programa LTR-Finder e apresentavam
pelo menos 1.072 pb e no maximo 18.688 pb (Tabela 2.12). Os elementos da familia
Copia foram escolhidos para as analises, pois na anotacdo manual de elementos da
Classe | de P. psidii MF-1, a maioria dos elementos analisadas com dominios
proteicos pertencentes a regido pol eram pertencentes a familia Copia, como o
objetivo é a realizacdo de uma comparacao entre estas sequéncias entdo utilizou-se
somente sequéncias Copia das trés Puccinia.

Os elementos desta familia apresentam longas terminacdes repetitivas (LTRS)
diretas conservadas com tamanhos variados dentre as sequéncias analisadas e duas
ORFs (Open Reading Frames, ou seja, sequéncias de leitura aberta) a gag e pol,
sendo que esta Ultima €& composta por sequencias de proteinas: protease,
transcriptase reversa, RNase H e integrase.

A maioria das LTR 5’ e 3’ apresentaram identidade superior a 97% (Tabela
2.12), observou-se gque as LTRs apresentam um consenso 5 — TG...CA — 3’. Foram
observados também sinais de insercdo do elemento transponivel, neste caso,
representado pelas TSR (Target Site Repeat), que sdo duplicados no momento da
insercéo, estes sitios apresentam 4 até 6 pb e flanqueiam a LTR 5 e a LTR 3’. Nas
15 sequéncias de Supercontigs analisadas das trés Puccinia, diferentes elementos
Copia foram analisados pelo LTR-Finder, os sitios TSR encontrados em Puccinia

foram bastante diferentes entre eles.
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Tabela 2.12 — Descricao da andlise de integridade dos elementos pertencentes a familia Copia da Classe | — LTR Retrotransposons de diversos supercontigs
de P. graminis, P. striiformis e P. triticina, representados respectivamente por PG, Pst e PT

(continua)

Sequéncia analisada TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
Pst_Supercontig_1.1
[1] CCcccC TGTAAGGGTC 2.117  AGGGCTTACA 348 97,1
[2] GGCTG TGTAAACCTT 2.447 AACCCTTACA 379 99,5
Pst_Supercontig_1.10 TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] AGAAC TGAAGAGAT 1.058 AGTTTCAACA 302 99,7
Pst_Supercontig 1.11 TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] CAGTA TGCTAGAA 19.752 TACTCCTACA 104 98,1
[2] TTTT TGGTCATCTC 16.850 GATTCATCA 287/292 92,1
[3] GAAGT TGTAAGGACT 2.105 AGGGGTTACA 327 100
[4] GCAG TGTGGAGCCC 4.092 TGCCGGATCA 421/431 83,4
[5] CTTGC TGTAAGAGCT 2.915 GGCTTACA 108 93,7
[6] ACTTT TGTGGTGACA 2.346 GGTCACAACA 124 98,4
[7] CCTG TGGTGACAAG 1.497 GGTCACAACA 122 98,4
(8] AAGGC TGTAAGGATT 2.263 AGGGCTTACA 329 98,8



Tabela 2.12 — Descricao da andlise de integridade dos elementos pertencentes a familia Copia da Classe | — LTR Retrotransposons de diversos supercontigs
de P. graminis, P. striiformis e P. triticina, representados respectivamente por PG, Pst e PT

(continuacao)

Sequéncia analisada TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
Pst_Supercontig_1.101
[1] GGAAT TGTCATACGA 11.715 CCGTGTGACA 867 96,3
Pst_Supercontig_1.1212 TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] CCcccC TGTAAGGGTC 2.117  AGGGCTTACA 348 97,1
[2] GGCTG TGTAAACCTT 2.447 AACCCTTACA 379 99,5
[3] CTGAG TGAGGGAAGA 1.046 ATTTCAACAC 293/287 94,9
PG_Supercontig_2.13 TSR Inicio LTR 5’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] GTTCC TGTCAGCCGG 1.770  ACCGCTGACA 498 100
[2] TGCAT TGTTAATTGT 4.048 GATCTCAACA 622/627 98,6
[3] GAATC TGTTGAGGGG 1.239 CATTCCAACA 210 100
4] CGGAC TGTTGAGTAT 4.874 GATCTCAACA 685/686 99,4
[5] ACGT TGTAAAGCTC 9.607 GTATACCACA 1089/1090 99,9
[6] TGTTG TGTCAGCCTA 6.933 CAAGCTGACA 1579/1580 98,9
[7] GATAG TGTAAAACCC 1.956 AGTCCTTACA 341 99,7

6.
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Tabela 2.12 — Descricao da andlise de integridade dos elementos pertencentes a familia Copia da Classe | — LTR Retrotransposons de diversos supercontigs
de P. graminis, P. striiformis e P. triticina, representados respectivamente por PG, Pst e PT

(continuacao)

Sequéncia analisada TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
PG_Supercontig_2.13
[8] GCGC TGTGGAACTA 8.292 GCTCACCACA 754 100
[9] ACATA TGTAAGAAAG 4.426 AACTCTAACA 320 98,1
[10] TAGCG TGAGTGCTT 7.545 CCAAAAAGCA 159/166 87,3
PG_Supercontig_2.15 TSR InicioLTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] CCAC TGAGCTGGTT 7.328 GCCTGGACCA 639/651 94,3
[2] AACAA TGATGGCAAT 8.031 AAAACAATCA 1541/1538 99
[3] CCCCT TGTAGTGACT 1.788 AGTCACAACA 105 99
[4] CACCGG TGTAAGACTC 10.603 TTGACTACCA 908 100
[5] TGCCG TGTAAGAACC 4.833 AGTCATTACA 436 99.8
[6] GAAAC TGTTGAGGTG 12.333 AAATCCAACA 282 98,9
[7] GATTG TGTTGAGTTT 4.658 AATCTTTTCA 726 100
[8] AGCTC TGAAAGATTT 4.167 AATTCCAACA 818 100
[9] CTTC TGTCAGCCTC 17.236 GTGGCTGACA 1085 98,4
[10] CCGT TGTGGTAGTC 6.377 GAGTCTTACA 930 99,2



Tabela 2.12 — Descricao da andlise de integridade dos elementos pertencentes a familia Copia da Classe | — LTR Retrotransposons de diversos supercontigs

de P. graminis, P. striiformis e P. triticina, representados respectivamente por PG, Pst e PT

(continuacao)

Sequéncia analisada TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
PG_Supercontig_2.16
[1] CAAGC TGTTGAGGTG 1.269 CATTCCAACA 182 98,9
[2] ATATT TGATGGAATT 1.045 AATTCCAACA 365 100
[3] AAATG TGTTGGAATT 18.960 AATTCTTTCA 858 100
(4] CCTT TGTATCATAT 10.349 ACCATCAACA 617 98,5
[5] AATTC TGTTGGAATT 3.982 TTTTTCATCA 879 99,7
[6] CCGG TGTGGTAAAT 10.055 GAGTCTTACA 970 99,9
PG_Supercontig_2.17 TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] CTCTG TGTTGTAACC 5682 GGTGCGAACA 166 100
[2] CTTAC TGTGAGCCTG 6.402 AAGGCTGACA 975 100
[3] ATTTT TGTTGAAAAA 1.037 AAATTCAACA 322 99,7
(4] AGCTC TGTAAGGACT 2.101 AGGGCTTACA 328 99,1
[5] CCGT TGTGGTCATT 9.380 GAGTCTTACA 1010 96,3
[6] CTTAT TGTCAGCTGG 1.730 ACCGCTGACA 499 100
[7] ATTTT TGTAAACCCC 2.035 AGTCCTTACA 318 100

T8



Tabela 2.12 — Descricao da andlise de integridade dos elementos pertencentes a familia Copia da Classe | — LTR Retrotransposons de diversos supercontigs

de P. graminis, P. striiformis e P. triticina, representados respectivamente por PG, Pst e PT

Z8

(continuacao)

Sequéncia analisada TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
PG_Supercontig_2.17
[8] CCTTT TGTCAGCCAC 4.887 GAGGCTGACA 1324 99,6
[9] GCGG TGTAAGACTC 9.764 GACTACCACA 910 96,6
[10] CCAAG TGTTGGAGTG 10.686 TGTCACAACA 123 99,2
[11] GTGCG TGTAAAGAAC 6.526 GCTTTTGACA 399 99,5
[12] CTGAG TGAAGAAACT 1.091 AATTCCAACA 390 100
[13] CCGT TGTGGTAATT 11.327 GAGTCTTACA 1066 99,8
[14] CCGT TGTGGAACTA 4,122 GCTTACCACA 953 99,1
PT_Supercontig_2.1 TSR Inicio LTR 5’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] CACAA TGTTGAATTA 1.323 ACCCTCAACA 192 99
[2] GTGCA TGTCAGCCGT 8.811 CGCCCTGACA 661/682 91,5
[3] GCGG TGTGGTGGAC 12.173 GAGCTCCTCA 771/784 96,4
[4] AAATA TGTTGAGGGA 1.191 CATCTCAACA 201 97,5
[5] AGAGC TGTTGAGGTT 1.072 GATTCTGACA 437/454 94,9
[6] TGTT TGGTATCAAT 12.447 GATTCTTACA 124 96
[7] CTTGT TGTGAGGGCC 4.418 AGTCGTTACA 438 98,6



Tabela 2.12 — Descricao da andlise de integridade dos elementos pertencentes a familia Copia da Classe | — LTR Retrotransposons de diversos supercontigs
de P. graminis, P. striiformis e P. triticina, representados respectivamente por PG, Pst e PT

(continuacao)

Sequéncia analisada TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
PT_Supercontig_2.1
[8] CTTGC TGATGAGCTA 4.740 TATCTTAACA 348 100
[9] AGAAC TGAAAAAACA 5.772 AAATCTCACA 667 99,3
[10] CTAAT TGTGAAGACC 1.359 AACCCTTACA 329 98,2
[11] CACGG TGTTGGATGG 5.572 TGTCACAACA 123 100
[12] GGCTG TGTAACCCCC 2.535 GGCTCTTACA 327/329 97,6
[13] AAGGG TGTAGAACTG 6.724 TGATATAACA 225 98,7
PT Supercontig_2.10 TSR Inicio LTR %’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] AAAAG TGTTGGATTT 1.181 AATCCCTTCA 504 98,2
[2] CGGAG TGTAAGGGTT 2.475 GGTCTTCACA 329 99,1
[3] GACC TGTTGTAACC 6.230 AATCACTACA 112 97,3
PT_Supercontig_2.14 TSR Inicio LTR 5’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] GTTCC TGTAAGCGGT 2582 GGGGGGTTAC 337/343 97,1
[2] GTCAC TGTTAGGTCC 6.752 GCTCATAACA 195 97,9

€8
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Tabela 2.12 — Descricao da andlise de integridade dos elementos pertencentes a familia Copia da Classe | — LTR Retrotransposons de diversos supercontigs
de P. graminis, P. striiformis e P. triticina, representados respectivamente por PG, Pst e PT

(concluséo)

Sequéncia analisada TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
PT_Supercontig_2.14
[3] GGGTC TGTTGAGATG 1.193 TCCCTCAACA 201 99,5
(4] GACTC TGTTGTGGCA 7.348 GCGCTCTACA 240 97,5
[5] GGAGA TGAAAGATTT 4.183 TAATCTCACA 814 99
PT_Supercontig 2.111 TSR InicioLTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] GAAAG TGTTGAGAAT 4.020 ACTCTCAACA 663 98,6
PT_Supercontig_2.120 TSR Inicio LTR &’ Tamanho da  Término LTR 3’ Tamanho LTR % Similaridade
sequéncia (pb) (pb)
[1] GTAAG TGTGAGGATC 18.688 ATTTGTTACA 448 98
[2] ACTAC TGTTGAGGTT 4626 CACCGCAACA 299/297 99,3

Observagoes:

* A regido TSR se refere a sequéncia olinucleotidica especifica de cada elemento de transposi¢do, composta por no maximo 6 nucleotideos e que se
apresenta duplicada quando ocorre a insercdo do elemento;
** Apenas os 10 primeiros (LTR 5’) e 10 ultimos (LTR 3’) nucleotideos que compdem a regido das LTRs (longas terminacdes repetitivas) estdo sendo
apresentadas na tabela, observa-se um consenso 5’ — TG...CA — 3’ para estas LTRs do tipo Copia;
*** O tamanho da sequéncia se refere a toda regiéo flanqueada pelos LTR 5’ e LTR 3’, sendo que os respectivos tamanhos delas estdo representados

na coluna “Tamanho LTR”;

*+* A similaridade entre as repeticdes LTR 5" e LTR 3’ estao apresentadas na ultima coluna, sendo superior a 97% na maioria dos elementos analisados
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A analise da integridade de 79 elementos classificados como da familia Copia
pelo RepeatMasker pertencentes a P. graminis, P. striiformis e P. triticina revelaram
que todos os elementos analisados pertencem pelo menos a Classe | com certeza,
pois eles apresentam as principais regibes de um elemento deste tipo, TSR
(duplicada) e consenso das regides LTRsem 5 —TG...CA - 3’, de acordo com Wicker
et al. (2007) € o padrdo comum encontrado em elementos LTR - Retrotransposons
da Classe I, como Copia, Gypsy, Bel-Pao, Retrovirus e ERV.

A andlise de sequéncias conservadas de proteinas dos 79 elementos de
Puccinia spp. por meio de BLASTX via NCBI e Uniprot ndo foi realizada devido a este
nao ser um dos principais interesses do presente trabalho. Alguns destes 79
elementos foram analisados quanto a presenca de sequéncias proteicas
caracteristicas de Copia. Agqueles elementos cuja regido correspondente a
transcriptase reversa estava completa foram selecionados para a etapa de analise
comparativa entre enzimas de transcriptase reversa de Puccinia spp. e diversos
fitopatdgenos (item 2.2.8).

Sabe-se que os elementos da familia Copia sao formados por duas ORFs: gag
e pol, sendo que esta ultima é composta por dominios de PR (protease), RT
(transcriptase reversa), RH (RNase H) e integrasse (IN) no sentido 5 - 3’ da fita.
Wicker et al. (2007) discutem a presenca de uma regido a jusante do dominio da
protease, denominada proteinase aspartica (AP) que nao foi encontrada para o0s
elementos transponiveis analisados de Puccinia spp. pela metodologia apresentada
(Figura 2.2).

IN RT RH
TSR LTR5' ) 5 B N [LTR3 | TSR

/ = N

gag pol

T
1.

\ 4

»
>

Figura 2.2 — Estrutura basica de um retrotransposon da familia Copia. Regiées TSR duplicadas; 5’
LTR e 3’ LTR; a regido pol contém os dominios PR (protease), RT (transcriptase
reversa), RH (RNase H) e integrase (IN) e gag responsavel pela proteina do capsideo
viral. Fonte: Adaptado de WICKER et al., 2007

Assim, pode-se afirmar que a anotacdo de 79 elementos transponiveis de
Puccinia spp. com relacdo as regides TSR e LTR foi efetiva e os elementos desta

familia podem ser representados pela anotacdo manual do Supercontig 2.111
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pertencente a espécie P. triticina como sendo “padrao” para esta familia de elementos
(Figura 2.3).

A anotacdo de dominios proteicos do PT_Supercontig2.111 se deu na leitura
da fita 3’ > 5’ em sua primeira frame de leitura (-1), assim sendo observa-se que 0
padrao esperado para elementos do tipo Copia (Figura 2.2) foi encontrado no
elemento PT_Supercontig2.111 de Puccinia spp. anotado (representado por P.
triticina) (Figura 2.3).

Todos os dominios proteicos relacionados a transposicao e classificacdo do
elemento foram encontrados na mesma frame de leitura (-1), a ordem dos dominios
regido pol sdo: IN (integrase), RT (transcriptase reversa) e RH (RNase H), esperada

para elementos Copia, no sentido 5’ > 3.

> PT_Supercontig_2.111

GAAAGTGTTGAGAATCAAACTGAAGTAATTGCAAAAGTTAGAAAAAGAAAAACAAAGAAGAATTTTGAGAGAAAGGAAAAATACCTGAAGGCAAACACAACACA
GAAGAGCACGACAAAACAAAGAGATGACACAGAGAAGAAAGAAAGAGCAGACTAAAGTAGAACAATGTTAATAGGGTCAGATGATGAGAGAAAGAGAAAACA LT R 3 ’
CGACATACGGCCAGGAGCAGACTTGGGCGGAGGAAGTGAGTGAGCTTGAGGTTTGAATTTGAAGACCGATTTGAAAGGTGTCTTCGGGAGGAACAGAGCAG
TCAGAGAGTTTAAGAAAGATTTGAGACTGCCAATGTAATGCGTCGAGTGATGATTCGAGTGAGTTCCCCAAGGGAGGAGGAAAGAGGCGAGATTCTGCGAGT
TTAAATATGTTGAGCGGTCAAGGATAGCTGATGAGAAGTTGTGGTTGAGAACAGTTCAGGTTTGACGGAAAGGGAGATGCGAATTGAGTTGTCCAAGAGCGT
GATGAGTGAGAATTGAGTTGTCCGAAATAGTGAAGATGAGTGAATAGAGGAAAAATAGAGAGAGAGCCGGAGAGGAATATGTTGTGTGACAGGTAACATGAC
AGGTCCATTACAGGCAACAAGACCTCAAGTTGAGGCGAGGGCTTGACTCTCAACACCCCCCCTTTCCTCTAGTCGCAAAAGTCCTATGGCGGATAGGGATTT
TACAAGAGCTGGGTGTGGGACCGATTTTGTTAGGAAGTCGGCTAGCATGTCAAAGGTGGGAGTGTACTGGAGAACAATCTTGGAAGATTTGATTACGTCGCG R H
AATGAAGTGGAGTTGAATTTCCACATGCTTCATTTTCTTTGAGTTGGTGTTTGCTTCAAAGTTTGCAACCGCGATGCACCCTTGATTGTCTTTGTGAACAACAAT
GGGCTCTTCAAGTTTTGAAAGTTGAAGTTTGATGCAGAGTTGACGAAGCCAGAGTAGCTCGCAGGAGAAGTTGGTCAAGGCACGGTATTCCGCTTCGCAAGA
GGATAAGGAGACAACGGGTTGCTTCTTGGTTTGCCAACATACGAGGTGATTTTTGACCAATGAAAGGAAGCCGGTGACGGATCTCCGAGTGACCGGACAGTT
GCCCCAATCTGCGTCAGTGAATCCACAAAGAGGAGACGAAAGCCCGCGAGAGTACACCAAGCCGTAGTCTGGGGTACCGCTGAGATATCGTAGGACGTGTT
TGAAGGCGTCCCAGTGTTGCATGCCGGGATTCTCCAAAAACTGCGAAAGATTGCTTACAGCGTAAGCAATGTTGGGACGTGTTGCGGTGCTCAAGTAGCTTA
AAGCCCCAATGGCGCTCCGGTAATTTTTGCCAAGGGAGAGGAATTTCTTGATGTCTTCTTGTGTCGCCTTGCCTAGATGAGAGTTTGGGACGAGTGGAGTTAC
CGCGGGTCTGCACAAACTCATTCTGTACAGCTCCAAAACCGAGTTGACGTAGTGTTGTTGAGTGAGAATGATGGCGCCGGGTTGATGAAGGATTTTTATTCCG
AGTAAGATGTCTGCTTTACCAAGGTCTTTCATGCTGAATTCCTTTTTGATGGTGATTTTGAAAGGCTCTACTTGCGGTCCGAAGACAGCAATGTCATCGACATG R T
AATGAACAGATAAATCGGATTAGGTGTGAGGCAATAGAATACACATGGGTCGGAAACAGAACATGTGAAATCAACGCTGATTAGCCAAGCCGAGAGACGATT
GTACCACGCAAGGGGAGCCTGTTTGAGTCCATAGATTGCTTTGTGTAGTTTCAAACAGAAAACCTTTTTGTCGGCGGAGACTCCTTGAGGAATTGACAGATAG
ACCGACTCTTCAAGATCGGCGTTGAGGAAGGCGGTTTTTACATCTAATTGTTGAATATCCCAGTTCATGGCGGTAGCGAACAAAATGAGTACCCAGAGTGAAT
TAAGTCATCCAGTGGGCGCAAATGTTTTAGAGAAGTCAACACCGTAGGTCTGCGAAAACCCCTGCGCGCATAGACGAGCTTTGAATTCAATGGAGCAAGAGC
CGTTTTTCTTCTTCAGGAACACCCAGGTTGTCCCGACTAGTTTCACGCCAGGAATGATTTTGATGATTGACCAAACTTTGAGAGCTTCCATGGCGTCCAATTCC
TTTTTGATAGCGGTGATCCATTGTTGAGATTCACGACACTTGATTGCTTGGTTGAAGTGTTTAGGAATATTGTCGGTGGCCTGCATAGCAAAGGCCCGAGGCC
TTCGAGAATGGTGAATGATGTTGTCGGTAGTGATGTCTCCTTGAATGATGTTGGAGGTGCTGACTTGAGGGATTTCCTGAGGGGAAGTATCAACGATCTGAGA
GGCGGGATCTTCAGGAATGGATTCCGATTTGGAACTATCTGAAGTGTCAGACTCCGAGGAAGAGTCGGAGTGTTCAGGACAGTCATGGAAATTGTCCTCATC
AGTGGAGTCGTCCGTTACAAGAAGAGAATTATTGACAACAAGGGGTTCATCACTGGAATCGGAATTGATGTTAGATCCGGATAGAGAAGGAAAAACTGATTCG
TTGAATGAAGCGTGCCTGGTACGAATAAGCTTCCCATTGCTAATTCTTATGACTCTGTAGACTGCCCTATCATTTTCAAATCCAACGAGGATACCCAATTCTCC
CGTGTTGGCCAGTTTCCAAGATTGGCGATGTTTTGGAACCAATATGGCAACTTGACAACCAAAAGCCTTGATGCGTCAAAGAGGAGCAGGCGAGTTGGTCCA
CAATTCAAAAGGGGATTTGTTTGCGCGAGAGGGTGTAGCAAGCAGGTTGGAGAGGAAAGTAGCAGTATTGACCGCCTCACCCCAATAGGTTTTCGGGAGCTT I N
GCTGGTGGAAAGTAGGCATTGAGCTITTGTCAAGAATTGTTCTGTTGGCCCGTTTGGCAAATCCGTTGAGTTCCGGGGTGTAGGGAGGAGAAAACATGTGATT
GATCCCCTTTTCTGCTACAAAGCTTTTGAAGTCATGATTTACAAATTCGCCGCCATTGTTGGAAACTATCTCTTTCACTCGTCGTTCCTGGATGTTTTCTACCAG
GGCAATAAGTAGCTTGAGGGACCCCAACGCTTCCGATTTTGCCTTTAGAAATCAAACAAATTCAAAAGATGAGAATTGATCAACAACAGTCATGAAAAATTTGA
ATCCGGAAAGAGTGGGAGGAGTGATTGGTCCAACTAAGTCTATGTGGAGGCGATGAAGTGGGAATGAAGCAGGAGAAAAATGGTTGGAGAAGGGAAGACGA
GTCATITTGGAGCAAAGACACACTTCACAAGAGTCGTTCGGAGTAGAGGAGGACAATCTCATGAGTTTGAGCGTTTTTTCGCTTGGATGGCCGAGTTGGAG
GTGCCAAATGTTTGGAGTCGTTGCGGATTTCGAGAGAAGAGCGACAGGATTAGAATAAGATGAGTGGAGAAGTCCGTTAACAATGTGACCGGTAAACATGA G ag
CACTTTTTCCGTCGGAAACGGAGAAAGAGTCGGCCTGTTTTTGAATAATGAGTGTCCCAGGAAAAAGTAGACCAAGGGAAATTAATTGTTGCGATATGGAGGG
TACATATAGGCAATCCAAGAGCTCAATGAGTTTTCCATTCGAGAATATTTTTGCTGTGCCATGACCTTCAGCAAATAGAGAGTCGTTCGGATTCCCAGTGGTGA
TTGAAACTTCTTCATTCACTAGCTTGGTGAATAAAGAACAATCGCTGAGCATGTGATGTGTCGCCGCGGTGTCCATAACAAGTGTTTGAGTGGAAAGTCTTCC
GGATGAAACAATGAAGGCCGAGGCTTGGGCGAGAGAGGCACTTGCATTTTTTGGCTTCTGAGTTCAAAGATTGGGACACTTATGATAGCATCGGCTTTCAGG
GTGAGAGGTGGACAGCGGATTATGTTCGGTTCCTGCGCATAGATGAACAATCTTTTGAGGAAATTTGGAGGGAACAGCGGTGACAAGAGCGGAAGCAGATTG
TTTTCCATTATCTTGATGCATGGCTTTTGACAACGTGTGGGTTCTGAAGAGTCGGAGAGCATCGAGACAGCTATATGGTGTGGCAACGGTTTCTTCAGATAAG
GCAATCTTGTCCACGATCATGTCAACTTCCTTGTTCCCCATAAGTTTTCCGAGGATTTCGTAGGAGAGAACATCGCCAGGCATCTTCTTTTCAACAAGTTCGAT
TTCCCGAAGTTGTTTTCGGATAGTTTTGATGAAGAGTTGAAGATTGCCTGTGTACTTGATGGCTGACCATTTCATGAAGACGTGCCCTCAATTGATGATAGATT
GAGAGGCTTAACAGTCGGCAATTCTTTACCAAAGAAGGACAGCGCTGTCATGGGTTTCTGAGTTAACAACTTCATTAAAGCATTTCTCTTCCAGTCTGGCGGT
AATGAGAGAGATTGCGAGATAGTTTTCTTCATGAAAGGTAGTTTTGATGTCGGCATCTGCATCCTTATTGACAGTTTTTTGACAAATGTCGAAAAGCTTTCTTCC
TTGTAGGTAGATCATCATACGGTCGCTCCAATGCGCGTAGTTATCGCCATTGAGCAGTGGGATGTTTTGTCGGCTTAAGTTGTCGGCTCCATCGGAGTTGGAC
ATGTTGTGTGTTTGCCTTGGAGTTTAGATTCAAGGAATAGCGGTTCCGAGAACAAGACTGTAAATCTGTTGAGAATCAAACTGAAGTAATTGCAAAAGTTAGAA
AAAGAAAAACAAAGAAGAATTTTGAGAGAAAGGAAAAATACCTGAAGGCAAACACAACACAGAAGAGCACGACAAAACAAAGAGATGACACAGAGAAGAAAGA
AAGAGCAGACTAAAGTAGAACAATGTTAATAGGGTCAGATGATGAGAGAAAGAGAAAACACGACATACGGCCAGGAGCAGACTTGGGCGGAGGAAGTGAGT
GAGCTTGAGGTTTGAATTTGAAGACCGATTTGAAAGGTGTCTTTGGGAGGAACAGAGCAGTCAGAGAGTTTAAGAAAGATTCGAGACTGCCAATGTAATGTGT
CGAGTGATGATTCGAGTGAGTTCCCCAAGGGAGGAGGAAAGAGGCGAGATTCTGCGAGTTTAAATATGTTGAGCGGTCAAGGATAGCTGATGAGAAGTTGTG LT R 5 ’
GTTGAGAACAGTTCAGGTTTGACGGAAAGGGAGATGCGAATTGAGTTGTCCAAGAGCGTGATGAGCGAGAATCGAGTTGTCTGAAATAGTGAAGATGAGCAA
ATAGAGGAAAAATAGAGAGAGAGCCGGAGAGGAATATGTTGTGTGACAGGTAACATGACAGGTCCATTACAGGCAACAAGACCTCAAGTTGAGGCAAGGGCT
TGACTCTCAACAGAAAG

Figura 2.3 — Representacdo de LTR - Retrotransposon por meio de sequéncia do Supercontig
2.111 da espécie P. triticina, o sitio alvo (TSR — Target Site Repeats) esta em
italico, as longas terminacg@es repetitivas (LTRs) estao representadas em cinza, a
regiao gag e dominios PR (protease), RT (transcriptase reversa), RH (RNase H)
e IN (integrasse) da regido pol estdo sublinhados. A fita 3' > 5 é aquela que
contém os nucleotideos para traducdo das proteinas de transposicdo, neste
elemento
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A localizacédo dos dominios juntamente aos seus respectivos valores de E-value
dos dominios “blastados” e seus codigos de acesso estdo representadas na Tabela
2.13. Dessa forma € possivel inferir que a classificacdo dos elementos Copia realizada

por meio do programa RepeatMasker se mostrou efetiva.

Tabela 2.13 — Dominios proteicos encontrados no elemento Copia presente no Supercontig 2.111 de

P. triticina

Dominio Cddigo de Localizagao Tamanho E-value
proteico acesso (pb)* (pb)

RNase H (RH) cd09272 725 —-1.150 426 1.51e?8
Transcriptase pfamQ7727 1.415-2.128 713 5.41 ™3
reversa (RT)

Integrase (IN) pfam00665 2.897 — 3.253 356 6.70 e*?
regiao gag pfam13976 3.290 — 3.448 158 1.67 €03

Nota: (*) Localizagdo dos dominios conservados

2.3.7 Andlise comparativa da proteina transcriptase reversa

A analise comparativa da proteina transcriptase reversa por meio da construcao
de uma arvore filogenética permitiu observar que as sequéncias analisadas formaram
dois grandes grupos: A e B (Figura 2.4). Sendo que o grupo A pode ser sub-dividido
em dois principais clados, A1 e A2. O grupo Al é composto por 5 sequéncias de
transcriptase reversa originarias dos seguintes contigs de P. psidii MF-1: Contig00084;
Contig00088; Contig00095; Contig00104 e Contig00110 que agruparam a sequéncia
desta proteina presente no Supercontig 2.111 da espécie P. triticina (Puccinia Group),
sendo que as transcriptases dos contigs 00088 e 00110 de P. psidii MF-1, foram
agrupadas em um mesmo clado com a sequéncia pertencente a P. triticina
(Supercontig 2.111). As demais sequéncias presentes no grupo Al provenientes de

P. psidii MF-1 apresentaram-se agrupadas entre si.

O grupo A2 é formado por dois clados, um agrupando o Contig00096 e o
Contig00107 e o segundo agrupando os contigs 00090 e 00092, todos pertencentes
a P. psidii MF-1. Por fim, observa-se que o grupo A redne todas as sequéncias acima
descritas com a transcriptase reversa do fungo T. matsutake, pertencente ao filo

Basidiomycota, ao qual pertencem a Puccinia spp..
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O grupo B também pode ser analisado separadamente em grupo B1, em que
as sequéncias proteicas de transcriptase de outros fungos fitopatogénicos se
agruparam em um clado, sendo eles: C. gloesporioides e M. grisea ambos fungos do
filo Ascomycota que agrupou com o fungo M. lini, pertencente ao filo Basidiomycota.

O grupo B2 agrupou as demais sequéncias proteicas de P. psidii MF-1, bem
como a a sequéncia de transcriptase reversa do fungo P. graminis (elemento 6 do
Supercontig 2.13 — Puccinia Group), demonstrando que deve haver trés grupos
distintos de transcriptase reversa no genoma de P. psidii, um mais similar a P. triticina,
outro mais similar a P. graminis e outro que apresenta baixa similaridade com as

transcriptases reversas dos demais fungos analisados.

P. psidii MF-01.88 ~N
P. psidii MF-01.110

P. triticina 2.111
oA, Grupo A1
P. psidii MF-01.95

P. psidii MF-01.84

P. psidii MF-01.104 >— Grupo A
P. psidii MF-01.96

P. psidii MF-01.107 Grupo A2
P. Esidii MF-01.90

P. psidii MF-01.92
Tricholoma matsutake (gi|5002509) /

94 Colletotrichum gloeosporicides (gi|10946132)
100 Magnaphorte grisea(gi[7493955) } Grupo B1

Melampsora lini (gil45504831)
100 —————————————P. psidii MF-01.238
) P. psidii MF-01.138 Grupo B2
e P _psidii MF-01.10
55 P.graminis 2.13-6
Fusarium oxysporum (gi|10764493)

Grupo B

12 10 08 05 04 02 0o

Figura 2.4 — Agrupamento da regido correspondente a transcriptase reversa presentes nos 12 contigs
de P. psidii MF-1 (classificados como Gypsy e Copia) com outras regides desta proteina
de outros elementos de transposicéo. A andlise foi realizada pelo método UPGMA, o
alinhamento das proteinas foi realizado por Clustal W com os parametros de penalidade
padrdo. A construcdo filogenética por UPGMA se deu com o método Bootstrap com
1.000 réplicas e no modelo de Poisson. Os numeros abaixo e acima dos nés indicam a
porcentagem em que cada ramo apareceu em andlise

2.4 Discussao

O sequenciamento obtido até o presente momento de diversos fungos
causadores de ferrugem (Basidiomycota, Pucciniales) em diversas culturas tém
revelado genomas de tamanho superior a média encontrada para genomas do reino
Fungi que é de 44,2 Mb (TAVARES et al., 2014). O tamanho médio de genoma de
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fungos Basidiomycota é de 49,9 Mb, enquanto a média do tamanho dos fungos
causadores de ferrugem séo em torno de 225,3 Mb. Dentro desse grupo, encontra-se
um dos organismos com O maior genoma ja descrito para fungos, Puccinia
chrysanthemi cujo genoma possui 806,5 Mpb (TAVARES et al., 2014).

Destaca-se que fungos causadores de ferrugem tém o genoma cerca de cinco
vezes maior do que a média dos fungos. Uma das hipoteses para esse fenémeno é
gue a ordem Pucciniales representa um grupo em que a expansao do tamanho do
genoma € um evento comum e frequente, sendo que uma das razfes para a expansao
do tamanho destes genomas é devido & alta atividade de elementos transponiveis
(TAVARES et al., 2014).

A atividade mutacional de TEs pode resultar em interrupcdo de genes e
rearranjos cromossdmicos, podendo contribuir com a diversidade genética dos
respectivos hospedeiros. As insergcbes sao potenciais alvos de processos
epigenéticos e também podem resultar em novos padrdes de expressdo génica
(BLEYKASTEN-GROSSHANS; FRIEDRICH; SCHACHERER, 2013). Assim, o estudo
de elementos de transposicdo em espécies de fungos fitopatogénicos, como P. psidii
causador de ferrugem de mirtaceas, justifica-se, pois pode representar uma potencial
ferramenta no desenvolvimento de mecanismos de controle das doencas causadas
por estes organismos (RUIZ-SILVA, 2012).

No entanto, existe uma dificuldade consideravel na classificacdo de TEs em P.
psidii MF-1, isso se deve a diversos fatores como (i) o fato de o genoma estar
parcialmente sequenciado; (i) o tamanho dos contigs utilizados serem muito
pequenos; (iii) a base de dados de elementos repetitivos (TE library — RepBase do
GIRI) é bastante restrita.

Duplessis et al. (2014) mostraram que fungos causadores de ferrugem
apresentam cerca de 50% de seu genoma composto por TEs, fato que torna o
sequenciamento e montagem destes genomas mais complexo, devido ao componente
repetitivo e grande tamanho do genoma (DUPLESSIS et al., 2011; ZHENG et al.,
2013).

Trata-se de um genoma cujo sequenciamento ainda esta em andamento e
portanto passivel de melhoria, o tamanho dos contigs utilizados nas andlises de
anotacao de elementos sao pequenos e fragmentados quando comparados com as
sequéncias de outras Puccinia para 0 mesmo fim. No caso de P. graminis o maior

supercontig possui 86 contigs e apresenta tamanho de 3.081.398 pb enquanto o
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menor supercontig possui 1 contig de 2.878 pb comparado a P. psidii MF-1 do
presente estudo, cujo maior “supercontig” montado possui apenas 8.362 pb.

A restricdo do banco de elementos € um fator de se considerar, uma vez que
existem algumas diferencas marcantes entre o conteudo de TEs entre as diversas
espécies, no que diz respeito ao numero de coépias, repertério de TEs e suas
respectivas propor¢cdes de tamanho total, além da presenca de copias-fossil que
sofreram mutacdes (BLEYKASTEN-GROSSHANS; FRIEDRICH; SCHACHERER,
2013), fato que dificulta o sistema de classificacdo baseado no alinhamento de
sequéncias similares (WICKER et al., 2007).

Entretanto, apesar das limitacBes discutidas, obteve-se sucesso na analise
inédita de TEs presentes em P. psidii. A mineracdo dos 167.538 contigs que
representam o genoma partial de P. psidii MF-1 resultou em 50.476 contigs contendo
termos relacionados a transposicao, ou seja, aproximadamente 30% dos contigs que
compdem o genoma. Destaca-se o grupo 18 (Polyprotein) com 16% dos contigs com
mais de 1.000 pb. Antes de realizar a anotacdo automatica no RepeatMasker, ja foi
visto um maior predominio de sequéncias relacionadas a elementos transponiveis da
Classe |, detentores da regido pol (também denominada polyprotein) responséavel por
codificar proteinas necessarias a transposicdo intermediada por um RNA (protease,
transcriptase reversa, RNase H e integrase) (SANTANA, 2009).

A remontagem dos 50.476 contigs nao foi capaz de resultar em TEs completos,
talvez seja resultado do tamanho pequeno ou apenas reflexo de uma histéria evolutiva
gue deve ser melhor investigada. Acredita-se também que isso seja resultado da
presenca de hibridos de TEs no genoma de P. psidii MF-1. Uma vez que a
classificagdo dos 586 “supercontigs” no programa RepeatMasker revelou uma
sobreposicao e interrupcdo de fragmentos pertencentes a elementos transponiveis
dentre os contigs que compdem a sequéncia utilizada para realizar a comparac¢ao com
0 banco de TEs do GIRI.

Destaca-se que a presenca de TEs hibridos é um assunto bastante discutido
na literatura para demais espécies de fungos, como em S. cerevisiae, em que
Bleykasten-Grosshans; Friedrich e Schacherer (2013) analisaram o conteudo de
elementos retrotrasponiveis LTR, da familia Ty (1-5) e verificaram a presenta de

hibridos Ty1/2, compostos por terminacdes TYB maiores que 300 pb e também por
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hibridos curtos de Ty2 contendo 60 pb, ambos faz com que estes elementos néo
sejam anotados como da familia Ty2.

Fellers et al. (2013) ao estudar o genoma de P. triticina (Pt) observaram a
classificacdo de elementos repetitivos pelo RepBase contra a base de dados de
demais Puccinias (P. graminis — Pgr; P. triticina — Pt e P. striiformis — Pst) em
elementos completos e incompletos de TIRs, LTRs (Copia e Gypsy), Mariner, Mutator,
Harbinger, Helitron, hAT e DNA transposons. Alguns elementos da familia Copia
foram encontrados inseridos dentro de elementos da familia Gypgy (PtlF16 e
PtHSPO02).

Quando comparam-se as estratégias de classificacdo utilizadas para entender
a composicao de elementos de transposicdo no genoma parcialmente sequenciado
de P. psidii MF-1, seja por andlise de contigs minerados pela anotacao por Blast2GO
e remontados em “supercontigs” (item 2.3.1) ou de todos os 167.538 contigs no
programa RepeatMasker (item 2.3.2) observa-se o predominio de elementos da
Classe I, principalmente LTR - Retrotransposons.

O programa RepeatMasker utilizado na classificagdo de elementos
transponiveis em P. psidii realiza a identificacdo de TEs por meio da comparacao das
sequéncias gendmicas obtidas com as sequéncias descritas e depositadas em um
banco de TEs, que pode ser do proprio usuério ou publico disponibilizado pelo GIRI
(Genetic  Information  Research Institute) (TE library —  RepBase:
http://www.qirinst.org/Rpbase-Update.html) (JURKA et al., 2005).

Pode-se dizer que a primeira estratégia € um método mais refinado, pois as

sequéncias montadas em 586 “supercontigs” foram selecionadas como “relacionadas
a transposicao”. Observa-se que 99% de 574.688 pb minerados e anotados
correspondem a sequéncias relacionadas a eventos de transposicado classificados
como LTR Retrotransposons. Entretanto essa estratégia pode gerar erros como a
montagem equivocada das sequéncias, formando quimeras/ hibridos de TEs.

A segunda estratégia € mais ampla, pois pode incluir sequéncias relacionadas
a TEs, sem ter sido anotadas em GO termos. Observou-se que de 32.882.244 pb
anotados, 10% apresentam alguma relacdo com elementos transponiveis e 989.760
pb representam sequéncias repetitivas desconhecidas. Foram anotados 21.279
contigs como elementos de transposicao, destes 0,02% foram classificados como LTR

Retrotransposons.


http://www.girinst.org/Rpbase-Update.html
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A anotacdo automatica de TEs de P. psidii MF-1 baseia-se no alinhamento de
sequéncias similares aquelas depositadas no banco TE library. Dessa forma,
elementos exclusivos da espécie de estudo, elementos ndo conservados e até mesmo
elementos desconhecidos até o presente ndo sao “blastados” e portanto eliminados
da classificagcao, subestimando a composicao real de TEs no genoma de P. psidii MF-
1.

Assim, nota-se a importancia da adocao de mais de uma estratégia de analise.
A segunda estratégia foi 0 método utilizado no presente trabalho para prosseguir as
analises, tanto de integridade dos elementos, comparacdo com outras Puccinia bem
como da enzima transcriptase reversa.

Cantu et al. (2011) também acessaram o genoma do fungo Puccinia striiformis
f. sp. tritici (PTS), causador de ferrugem amarela (wheat stripe rust) por
sequenciamento de nova geracao lllumina e verificaram que elementos repetitivos do
tipo LTR Retrotransposons foram o0s mais abundantes dentro do genoma,
correspondendo a 7,2% do genoma estimado em 64,8 Mb, dentro desta superfamilia
o tipo Gypsy mostrou-se mais frequente, com 52% de frequéncia dentro desta
categoria.

Resultados semelhantes foram observados para P. psidii MF-1 no presente
estudo onde os LTR Retrotransposons se mostraram mais abundantes. Observou-se
uma leve diferenca entre os transposons de DNA e LTR retrotransposons, 0s
primeiros correspondem a 8,2% do genoma estimado de Puccinia striiformis f. sp.
tritici, sendo os mais abundantes, do tipo hAT com 13,6% dentro desta classe.
Totalizando 17,8% de elementos transponiveis classificados no genoma do fungo
(CANTU etal., 2011). No caso de P. psidii, os elementos hAT foram um dos tipos mais
abundantes de DNA transposon, apresentando 3 hits contendo 189 nucleotideos.

Similarmente, Santana et al. (2012) estudaram o genoma do fungo ascomiceto
M. fijiensis, causador de Sigatoka-negra em banana e verificaram que o genoma deste
fungo é composto em sua maioria por retrotransposons, sendo 11,5% correspondente
a LTR Retrotransposons e somente 0,17% de transposons de DNA foram observados,
dos quais 0os mais abundantes foram do tipo Tc1-Mariner, com 59 copias degeneradas
correspondendo a 0,13% do genoma. Ao todo foram encontrados 11,7% de elementos
transponiveis em todo o genoma de M. fijiensis.

A anotacdo de TEs de P. psidii s.I. (myrtle rust), estimado em 103 — 145 Mpb

pelos autores Tan et al. (2014) resultou em 27% do genoma composto por elementos
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de transposi¢cao, sendo que 21,2% correspondem a elementos da classe | — LTR
Retrotransposons, corroborando com os dados obtidos até o momento no presente
estudo.

Em P. striiformis f. sp. tritici (PTS) foi observado que proximo de 50% do
genoma € composto por elementos transponiveis (CANTU et al., 2011), acredita-se
que em P. psidii MF-1 os elementos transponiveis possam compor 50% ou até mais
do seu genoma, exercendo um importante papel na evolucédo deste organismo e até
na quebra de barreiras de resisténcia em potenciais hospedeiros.

O fungo Hemileia vastatrix (Hva) causador de ferrugem em cafeeiro (Coffea
arabica) estudado por Cristancho et al. (2014) apresentou 70% do genoma composto
por elementos repetitivos, sendo que a maior fracdo (38%) corresponde a LTR
retrotransposons, 7,2% sao DNA transposons e 27% sao elementos desconhecidos.
A base de dados utilizadas para a anotacdo foi o FNGREP.ref que inclui 1.726
elementos transponiveis identificados em Fungi, a mesma base de dados utilizada na
anotacao automéatica do genoma parcial de P. psidii MF-1 no presente trabalho.

Sun et al. (2003) discutem que genomas cuja incidéncia de fragdes repetitivas
€ alta, como o fungo H. vastatrix, sdo complexos de serem montados e analisados, o
que dificulta a obtencdo de um genoma completamente sequenciado. A expanséo do
genoma resultante da replicacéo de TEs tém sido descritas em fungos filamentosos e
pode ser devido a replicacdo de genes relacionados a viruléncia do patégeno
(KEMEN; JONES, 2012).

Huang et al. (2014) verificaram que a ocorréncia de alta diversidade de genes
Avr (viruléncia) em M. grisea, fungo causador de ferrugem em arroz (Oriza sativa),
esta diretamente relacionada a presenca e atividade de sequéncias repetitivas.

Além disso, fungos basidiomicetos ndo patogénicos como Laccaria bicolor
(MARTIN et al., 2008) e Coprinopsis cinerea (STAJICH et al., 2010) apresentam uma
proporcado reduzida de elementos repetitivos. Mais uma vez ressalta-se que a
expansao de genomas de fungos causadores de ferrugem pode ser consequéncia de
eventos de transposicao, estes aumentam a diversidade de genes Avr o que influencia
diretamente na susceptibilidade e gama de hospedeiros afetados em escala mundial.

Até o presente momento, observa-se que a distribuicdo de elementos
repetitivos apresentada por P. psidii MF-1 esta bastante coerente com a literatura
analisada de TEs em basidiomicetos. Existe uma constante presenca de LTR

Retrotransposons e que as familias mais frequentes de transposons de DNA sdo hAT
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e Mariner. Os elementos da Classe | — LTR Retrotransposons sdo 0s mais comuns
em Fungi (MUSZEWSKA et al., 2011), fato que é encontrado em diversos fungos
causadores de ferrugem (CANTU et al., 2011; DUPLESSIS et al., 2011; TAN et al.,
2014).

Um elemento de transposicdo € dito completo quando apresenta regides
codificadoras de proteinas relacionadas a maquinaria da transposi¢do, terminais
repetitivos conservados e TSD (Target Site Duplication) ou TSR (Target Site Repeat)
(SANTANA, 2009).

O contetdo de sequéncias repetitivas de genomas que sao sequenciados por
plataformas de NGS, como lllumina, tendem a subestimar a abundancia de elementos
repetitivos devido a dificuldade de montagem dos reads que sdo pequenos e
repetitivos com regides longas por meio desta tecnologia (SANTANA et al., 2014).
Acredita-se que este tipo de tecnologia tende a eliminar grande parte dos TEs durante
a montagem dos contigs (SANTANA et al., 2014), fato semelhante pode ter ocorrido
com o genoma de P. psidii MF-1 em estudo.

Essa hipoétese foi investigada pela busca de regifes terminais de duas familias
de elementos de transposicdo, LTR Retrotransposons e Tcl-Mariner, ambos
amplamente estudados para utilizacdo como marcador molecular em fungos, devido
a sua abundancia nos genomas eucariotos.

Nenhum dos 20 contigs avaliados apresentaram as terminagdes esperadas,
talvez isso seja fruto de seus tamanhos, em média 2.937 pb, Santana et al. (2012)
avaliaram 5.000 pb a jusante e a montante da regido do genoma de interesse (M.
fijiensis) encontrando as regifes terminais dos LTR retrotransposons, sugerindo
assim, que a presente a analise feita com contigs de tamanho pequeno nao € viavel
para a avaliacdo da integridade dos elementos de transposicédo da Classe | — LTR
Retrotransposons.

Devido a importancia de elementos Tcl-Mariner e seu potencial de utilizacao
para estudos de diversidade populacional em Fungi (BRAGA et al., 2014). Foi
verificada a integridade de 10 contigs que apresentaram hits relacionados a
superfamilia Tcl-Mariner pelo RepeatMasker em P. psdiii. Os 10 contigs avaliados
apresentavam em média 3.404 pb e o menor contig possui 2.378 pb, a analise foi
realizada somente in silico.

Os elementos desta superfamilia apresentam geralmente um tamanho em

torno de 1.300 a 2.400 pb e sao constituidos por estruturas simples que apresentam
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uma ORF (Open Reading Frame) responsavel por codificar transposase e sao
flanqueadas por repeticdes invertidas terminais (TIRs — Terminal Inverted Repeats)
(PLASTERK et al., 1999), apesar dessas caracteristicas, nenhum se apresentou
integro no genoma de P. psidii MF-1.

Cristancho et al. (2014) anotaram o genoma hibrido de H. vastratrix, constituido
pela montagem de oito isolados da espécie, com relacéo a presenca de LTRs e TIRs
bem como a similaridade com outras sequéncias de Pucciniales. Foram descobertas
quatro novas familias de TEs no genoma e a anotacdo destas novas familias foi
realizada manualmente.

A realizacdo da etapa de anotacdo manual de contigs classificados como
elementos da Classe | — LTR Retrotransposons apresentou dois objetivos: i) verificar
se a organizacdo de ORFs corresponde a classificacao atribuida aos elementos e
presenca de sequéncias conservadas; ii) comparacdo entre sequéncias de
transcriptase reversa com demais fungos fitopatogénicos depositados no GenBank.

A andlise foi realizada com 25 contigs da familia Copia e Gypsy a fim de buscar
uma similaridade entre as proteinas para confirmar a presenca de transcriptase
reversa no genoma parcialmente sequenciado de P. psidii MF-1, corroborando com
aumento da confianca dos dados gerados pela anotacdo automatica no
RepeatMasker.

Foi observado que entre os 25 contigs anotados manualmente quanto as
sequéncias proteicas presentes, 44% (contigs 00081, 00083, 00084, 00088, 00090,
00092, 00094, 00095, 00096, 00107 e 00110) apresentaram todos as regides da ORF
pol (integrase, RNase H e transcriptase reversa) (Tabela 2.9), sendo esta analise de
importancia imprescindivel para o esclarecimento e melhor classificacdo de elementos
de transposicao em P. psidii MF-1.

Como observado pelos resultados obtidos, a classificacdo de TEs em P. psidii
MF-1 apresenta uma dificuldade consideravel. Tendo em vista a disponibilidade de
informagdes no Banco de Dados da Broad Institute — Puccinia Group a respeito do
genoma de outras Puccinia spp. causadoras de ferrugem em outras espécies
vegetais. Foi realizada uma busca pelo genoma sequenciado e depositado de trés
espécie P. graminis, P. striiformis e P. triticina, para uma analise comparativa entre os
conteudos de TEs.

A média do tamanho dos genomas de P. graminis, P. triticina e P. striiformis

depositados no Puccinia Group € de 100 Mb. Enquanto o sequenciamento e



96

montagem de contigs que formam o genoma parcial de P. psidii MF-1 apresenta em
torno de 473 Mb (dado nao publicado).

Tavares et al. (2014) apresentam a espécie P. chrysanthemi com 806,5 Mpb
como o0 segundo maior genoma entre 32 organismos de Pucciniales avaliados. A
variacdo entre o menor (P. graminis e P. triticina com média de 75 Mb por citometria
de fluxo) e maior genoma estudados entre onze espécies do género Puccinia é de
mais de dez vezes.

Os fungos causadores de ferrugem sdo conhecidos pela sua alta
especializacdo em hospedeiros, consequéncia de uma histdria evolutiva comum com
suas respectivas plantas hospedeiras (DUPLESSIS et al., 2011). No entanto, ndo € o
gue acontece com P. psidii, capaz de infectar uma série de hospedeiros da familia
Myrtaceae, apresentando uma gama de hospedeiros nada restrita.

Tavares et al. (2014) ndo encontraram uma caracteristica comum que
relacionasse os genomas de maior tamanho influenciada pelo tipo de ciclo sexual,
dessa forma o papel dele continua incerto. Uma vez que os trés maiores genomas de
fungos descritos até o momento H. vastatrix, Phakospora pachyrhizi e P. chrysanthemi
dependem unicamente de ciclo assexuado. Assim, a atividade de TEs representa uma
fonte potencialmente importante para a geracao de diversidade, mesmo para espécies
gue possuam ciclo sexuado (TAVARES et al., 2014).

A comparacao entre o conteudo de TEs entre P. psidii e outras trés Puccinia
spp. mostra-se importante para melhorar a compreenséao da possivel influéncia desta
classe de DNA para a alta capacidade de P. psidii causar ferrugem em diferentes
hospedeiros, visto a relacao entre presenca de TEs, expansao de genoma e genes
relacionados a viruléncia (HUANG et al., 2014).

Observou-se que a concentracdo de GC (%) presente no genoma de P. psidii
€ de 33,7% (dado ndo publicado), valor considerado muito inferior préximo ao
encontrado em P. graminis (43,3%), P. striiformis (44,4%) e P. triticina (46%) (Broad
Institute). Cristancho et al. (2014) ao estudarem o genoma de H. vastatrix observaram
gue a concentracao de GC foi igualmente 33%, valor inferior aos demais genomas
analisados, como M. larici-populina com 41% e P. graminis f. sp. tritici com 43,3%. Os
autores discutiram esse fato como consequéncia do colapso de sequéncias repetitivas
formadas por “GC” reduzindo entado a representacao deste dinucleotideo no genoma.
Pode-se inferir que a baixa quantidade de GC em P. psidii MF-1 frente a um possivel
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genoma de grande tamanho se deve a erro de montagem, o que nao reflete a situacao
real do genoma.

A quantidade de elementos mascarados apresentados por P. psidii esta mais
proximo daquele apresentado por P. striiformis,10% e 11%, respectivamente. O
namero de elementos estimado para P. psidii MF-1 (66 elementos) é 33 vezes inferior
ao observado em P. striiformis (2.002 elementos), acredita-se na possivel eliminacéo
de sequéncias durante a montagem e também na existéncia de familias novas no
genoma de P. psidii MF-1.

A frequéncia de LTR Retrotransposons em P. psidii MF-1, P. graminis, P.
triticina e P. striiformis foi de 0,02%, 0,15%, 021% e 0,48%, respectivamente e nenhum
retrotransposon nao LTR foi detectado para os quatro genomas. Aparentemente 0s
TEs de P. psidii diferem das demais espécies analisadas pois, observa-se 0
predominio de elementos da Classe Il — DNA Transposons, que em outras espécies
de Puccinia, compde em média 2% de todo o genoma. Finalmente a fracdo de
elementos desconhecidos representa a maior parte, sendo de 8,6% para P. graminis;
8,15% para P. triticina; 5,5% para P. striiformis e 3% para P. psidii.

Acredita-se na existéncia de especificidade e caracteristicas intrinsecas de TEs
em diversos organismos eucariotos, sendo necessarios estudos que demonstrem e
identifiguem a presenca de novas familias de elementos de transposi¢édo, algumas
potencialmente relacionadas ao controle de patogenicidade de fungos causadores de
sérias doencas, como é o caso da P. psidii, que esta sendo investigada ineditamente
em detalhes no presente estudo.

Entretanto destaca-se que a classificacdo de algumas familias pode ser mais
precisa do que outras, pois existe uma diferenca consideravel entre o nimero de
bases mascaradas e a soma de bases anotadas no arquivo, por exemplo, fragmentos
menores do que 10 pb ndo sédo anotados, mas sdo mascarados (JURKA et al., 2005).
Dessa forma, € comum a ocorréncia de uma leve superestimacdo do numero de
cOpias que contém TEs, pois o arquivo gerado (.tbl) resume o numero de repeticdes
identificadas e agrupadas em superfamilias e a soma dos nucleotideos que pertencem
a cada superfamilia (JURKA et al., 2005).

A andlise da integridade de 79 elementos Copia de Puccinia spp. permite inferir
gue os TEs da Classe | foram recentemente inseridos ou reativados em seu respectivo
genoma hospedeiro, isso se deve ao fato da alta similaridade (acima de 97%) entre

as LTRs 5’ e 3’ de cada elemento ser um indicativo de inserg¢ao recente, visto que no
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momento da insergdo as regifes LTRs séo idénticas e com o acumulo de mutagfes
elas vao se diferenciando. Outro fator importante que indica a atividade recente deste
elementos, € de que os sitios de insercédo (TSR) encontrados foram bastante variaveis
(Tabela 2.12), sugerindo atividade recente.

A maioria dos elementos de transposi¢cao duplicam seu sitio alvo no momento
da insercdo (CHALVET et al., 2003; RAY et al., 2007), e de acordo com Neafsey et al.
(2004) a presenca de varios sitios de insercdo indica fortemente a atividade recente
de transposicao, pois espera-se que por selecédo purificadora e deriva genética que
um ou poucos sitios de insercdo sejam fixados para diminuir os efeitos das inser¢coes
causadas por eventos de transposicao.

Os elementos da Classe | — LTR Retrotranposons podem ser constituidos de
poucas centenas de pares de bases até milhares de pares de bases, mantendo
sempre o padrao de inicio 5 — GT — 3’ e término 5" — CA - 3’ (DU et al., 2010). Esses
elementos presentes nos genomas de Puccinia spp. analisadas possuem de 1.072 pb
e no maximo 18.688 pb, tamanho coerente ao descrito na literatura.

Todas as regifes LTRs estudadas apresentaram o padrdo caracteristico de
inicio 8 — GT — 3’ e término 5 — CA — 3’, sugerindo assim, que os elementos de
Puccinia spp. classificados como Copia pelo RepeatMasker sdo dados de alta
confiabilidade e pelo menos 20% destas sequéncias foram recentemente inseridas
devido a presenga de 5 LTR e 3’ LTR idénticas (similaridade de 100%) e TSR
duplicados com alta variabilidade.

A transcriptase reversa foi primeiramente descrita em 1970 por Baltimore como
uma enzima que catalisa a replicacdo de DNA em retrovirus (XIONG; EICKBUSH,
1990), desde entdo, muitos elementos genéticos de diversos organismos foram
descritos apresentando sequéncias cujas ORFs codificavam proteinas extremamente
similares a transcriptase reversa de retrovirus (ROGERS, 1985 apud XIONG;
EICKBUSH, 1990).

Xiong e Eickbush, (1990) ao analisarem o0s aminoacidos referentes a
transcriptase reversa de diversos organismos como animais, plantas, protozoarios e
bactérias sugeriram uma provavel origem comum para as diversas formas dessa
proteina nas mais diferentes formas de vida.

Na analise realizada no presente trabalho, a regido da transcriptase reversa é
praticamente a Unica comum a todos os TEs da Classe | e portanto pode ser utilizada

para a analise genética e entdo compreensao destes (XIONG; EICKBUSH, 1990).
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Apesar de outras sequéncias proteicas como RNase H, protease e integrase também
serem comuns a todos os TEs da Classe |, a similaridade destas sequéncias néo é
tdo consistente para a determinacéo de relacdes filogenéticas entre a diversidade de
elementos existentes (DOOLITTLE et al., 1989 apud XIONG; EICKBUSH, 1990).

Destaca-se ainda que os trabalhos de anélise de TEs em diversos genomas de
Fungi revelam a abundancia de elementos da Classe | — LTR Retrotransposons
(MUSZEWSKA et al., 2011; CANTU et al., 2011; DUPLESSIS et al., 2011; TAN et al.,
2014). Dessa forma uma comparacdo entre os organismos utilizando a enzima
transcriptase reversa foi realizada para melhor classificacdo do elemento.

Observou-se um alinhamento significativo entre nove proteinas de P. psidii MF-
1 com a transcriptase reversa de T. matsutake, um fungo basidiomiceto no clado
denominado Grupo A que inclui a proteina de P. triticina.

Ja as demais trés sequéncias de P. psidii MF-1 agrupam com a transcriptase
reversa de P. graminis em Grupo B2 e todas as demais proteinas de fungos formam
um clado nitidamente distinto, o Grupo B1. Assim, pode-se inferir que as doze
proteinas transcriptase reversa de P. psidii MF-1 analisadas pertencem a um elemento
de transposicao da familia Copia, pois as sequéncias se agruparam a sequéncias de
transcriptase reversa provenientes de elementos Copia de ambas Puccinia spp.

Apesar de ser conservada, a transcriptase reversa deve apresentar padroes
de distingdes dentro dos seus sete dominios conservados (XIONG; EICKBUSH,
1990), pois nao foi observada a formacgédo de um Unico clado monofilético composto
por proteinas da P. psidii MF-1, mas elas se agrupavam relativamente entre elas,
mostrando assim a diversidade existente entre 0s elementos presentes no genoma de

um dnico organismo.
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3 UTILIZACAO DE FERRAMENTAS MOLECULARES NO ESTUDO DE
ELEMENTOS TRANSPONIVEIS EM Puccinia psidii

Resumo

O presente trabalho investigou os elementos transponiveis em Puccinia psidii,
agente causal da ferrugem em eucalipto, por meio de ferramentas moleculares,
visando um melhor conhecimento desses elementos, complementando as anélises
realizadas in silico. Uma maneira interessante de acessar a diversidade genética de
organismos cujo genoma apresenta uma fracao consideravel composta por elementos
transponiveis (TE) € utilizar o polimorfismo existente entre os elementos de
transposicdo como marcador molecular. Primers especificos para a técnica IRAP
(Inter-Retrotransposon  Amplified Polymorphism) foram utilizados em duas
combinacdes: CIIRAP1 e CIIRAP4; CIIRAP2 e CIIRAP4. A variabilidade genética
dentre populagdes de P.psidii foi analisada utilizando populac¢des provenientes de trés
hibridos de Eucalyptus (PEGU, PEGD e PEGB) e de trés hospedeiros Myrtaceae
(goiabeira, jambeiro e jabuticabeira). O acesso a diversidade genética de diferentes
populacdes de P. psidii ndo se mostrou eficaz por meio de IRAP. Uma das hipoteses
propostas € que a especificidade dos primers utilizados deve ser tdo grande a ponto
de néo alinhar em regides conservadas de LTRs (Long Terminal Repeats) em outras
espécies de fungos, ou os TEs presentes no genoma de P. psidii ndo possuem LTRs
conservadas, sendo denominados “TEs complexos” ou “hibridos de TES”. A presenca
de “TEs complexos” ou “hibridos de TES” sdo fenbmenos comuns em sequéncias
gendmicas. Os TEs presentes em P. psidii MF-1, em analise in silico, apresentaram
diversas sequéncias com sobreposicao de fragmentos pertencentes a TEs. Acredita-
se na presenca de hibridos de TEs no genoma de P. psidii MF-1. A fim de se confirmar
esta hipotese e verificar a ordem de sequéncias proteicas que compdem as regides
gag e pol, foram desenhados dezoito primers com base na sequéncia de seis contigs
(00075; 00081; 00084; 00088; 00095 e 00104) de P. psidii MF-1, anotados com
fragmentacao/sobreposicédo de elementos. Os primers foram utilizados em doze
combina¢cBes para amplificar fragmentos referentes aos seis contigs contendo
elementos potencialmente hibridos de P. psidii MF-1. As reacdes de PCRs
(Polymerase Chain Reaction) foram realizadas com a utiliza¢do da enzima “elongase”
(Accu LA Taq DNA Polymerase) que permite a amplificacao de fragmentos de até 20
Kb. A amplificacdo mostrou-se eficiente e reproduzivel para trés combinacdes
referentes aos contigs 00075, 00088, 00095 (amplicons Pp_1.1, Pp_4.1ePp_5.1). O
objetivo desta etapa foi obter o sequenciamento destas possiveis regides formadas
por hibridos de TEs e confirmar que nao foi fruto de erros durante a montagem, no
entanto, até o presente momento, o sequenciamento ainda nao foi alcangcado. Uma
vez obtidas essas sequéncias, a presenca de similaridade entre os contigs utilizados
para o desenho de primers especificos e sequéncias dos amplicons podera revelar a
presenca de hibridos de TEs no genoma de P. psidii MF-1. Certamente, a confirmacao
da hipotese levantada sera de suma importancia para o melhor entendimento da
evolugcdo, bem como a patologia do fungo. E provavel ainda, que novos elementos
transponiveis exclusivos de P. psidii sejam descobertos e estejam relacionados a
adaptabilidade do fungo a diversas espécies de Myrtaceae.

Palavras-chave: Ferramentas moleculares; Primers CIIRAP; Variabilidade;
Populacdes de P. psidii; Hidridos de TEs
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Abstract

This study investigated the transposable elements (TEs) in Puccinia psidii,
causal agent of eucalyptus rust, using molecular tools aiming a better knowledge of its
genome and pathogenic biology, complementing in silico analysis. An interesting way
to assess the organism genetic diversity whose genome has a considerable TEs
fraction is the usage of existing polymorphism between TEs as molecular markers.
Specific primers for the Inter-retrotransposon Amplified Polymorphism (IRAP)
technique were used in two combinations CIIRAP 1 and CIIRAP 4; CIIRAP 2 and
CIIRAP 4. Genetic variability among P. psidii populations from Eucalyptus hybrids
(PEGU, PEGD and PEGB) and three Myrtaceae hosts (guava, syzygium and
jabuticaba) was analyzed. The genetic diversity access was not effective through
IRAP. The primers specificity may be as great as not annealing in the conserved LTRs
(Long Terminal Repeats) regions in other fungal species or TEs present in P. psidii
MF-1 genome have no conserved LTRs, than they are called “complex TEs” or “hybrid
TEs”. Complex TEs or hybrid TEs are common in genomic sequences. TEs present in
P. psidii MF-1 presented several sequences showed overlapping fragments belonging
to TEs, it is believed that this occurrence indicate the presence of hybrid TEs in P.
psidii MF-1 genome. In order to confirm this hypothesis and to verify the order of protein
sequences comprising gag and pol regions, eighteen primers were designed to six TEs
in P. psidii MF-1 (contigs00075; 00081; 00084; 00088; 00095 and 00104). The primers
were used in twelve combinations to amplify fragments for the six contigs. The
molecular tool used was Polymerase Chain Reactions (PCR) using an elongase
enzime (Accu LA Tag DNA polymerase) that allows the amplification of fragments up
to 20 Kb. Amplification was efficient and reproducible for three combinations from
contigs 00075, 00088, 00095 (amplicons Pp_1.1, Pp_4.1 and Pp_5.1). The purpose
of this step was to obtain the sequencing of these possible regions formed by hybrid
TEs, however, to date has not obtained the sequencing. The presence of similarity
between the contigs used to design specific primers and sequences of the amplicons
will reveal the presence of hybrids TEs. Certainly, the confirmation of our hypothesis
is very important to reveal the presence / absence of TEs hybrids, which allows a better
understanding of the evolution and the pathology of the fungus. The discovery of new
exclusive transposable elements in P. psidii could be related to adaptability of the
fungus to several Mytaceae species.

Keywords: Molecular Tools; CIIRAP Primers; Variability; Populations of P. psidii; TE
Hydrids
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3.1 Introducéao

Dentre as sequéncias de DNA repetitivo que podem ser encontradas dispersas
no genoma hospedeiro, destacam-se 0s elementos transponiveis (TES). A importancia
do estudo deste tipo de DNA repetitivo se deve a sua capacidade de se mover de um
local a outro dentro do genoma (HUA-VAN et al., 2005), além disso, a insercao destes
elementos pode provocar um amplo espectro de mutagbes no genoma que 0S
comportam (KIDWELL; LISCH, 2000). Os TEs sao considerados importantes na
evolucao e adaptabilidade de genomas de fungos fitopatogénicos, devido a influéncia
deles na reducédo ou aumento da viruléncia (KANG et al., 2001).

Visto a abundéncia e diversidade de TEs e a velocidade com que os dados de
sequenciamento sdo gerados, sua identificacdo e anotacdo tem sido um grande
desafio (WICKER et al., 2007). A deteccéo e caracterizacdo de TEs em fitopatdbgenos
podem possibilitar maior conhecimento sobre a organizacao e a evolugédo do genoma
desses fungos, bem como os mecanismos de silenciamento génico, uma vez que a
movimentacdo deles no genoma hospedeiro pode gerar rearranjos, novos alelos e
influenciar a expressao génica (MARTIN et al., 2008; SANTANA, 2009).

Além do importante papel no genoma de fungos fitopatogénicos, a atividade de
TEs pode ainda, gerar variabilidade em fungos, que por sua vez podem ser 0s
responsaveis pela alta plasticidade e adaptabilidade apresentada por diversos fungos
(DABOUSSI; CAPY, 2003). A atividade de transposicao destes elementos depende
de algumas variaveis ambientais como condi¢des de temperatura, irradiacdo, estresse
oxidativo e ciclo sexual (SANTANA, 2009).

Analisar elementos transponiveis presentes em genomas de fungos
fitopatogénicos pode contribuir para estudos evolutivos e de transferéncia genética,
além disso, estas sequéncias de DNA repetitivas podem ser utilizadas como
marcadores para tracar o perfil evolutivo de populacdes (MURATA et al., 2008;
SANTANA, 2009).

A técnica IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) é amplamente
utilizada devido a sua baixa complexidade (KALENDAR et al., 2011; SANTANA et al.,
2013), permite a obtencdo de marcas polimoérficas em regibes em que o0s
retrotransposons estao inseridos. Assim primers para regides conservadas, Como as
LTRs (longas terminagdes repetitivas) sdo desenhados e utilizados para detectar

perfis de variabilidade genética entre populac¢des de fungos (KALENDAR et al., 1999).
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O fungo basidiomiceto biotréfico Puccinia psidii Winter, pertence a ordem
Pucciniales, cujas 6.000 espécies descritas sado todas parasitas obrigatorias de
plantas, conhecidas comumente como “ferrugem” e causam na maioria dos casos
grandes prejuizos econdmicos (SWERZ, 1994 apud LEITE, 2012). Destaca-se ainda
que o setor florestal apresenta grande importancia para o Brasil, devido a vasta area
territorial ocupada para a producéo de espécies madeireiras, como o Eucalyptus spp.,
bem como a geracéo de tributos e de empregos relacionados ao setor (IBA, 2015).
Assim, a presenca de doengcas como a ferrugem causada pelo fungo P. psidii
certamente acarreta severos danos econémicos para o setor florestal (GLEN et al.,
2007).

Dessa maneira, 0s principais objetivos desta etapa foram: i) analisar a
variabilidade genética entre diferentes populacbes de P. psidii, causadores de
ferrugem em cultura de Eucalyptus spp. bem como em espécies frutiferas de
Myrtaceae por meio da técnica IRAP; ii) entender e acessar a possivel presenca de
hibridos de TEs no genoma de P. psidii (linhagem monopustular MF-1).

A expectativa é encontrar algum padrdo especifico entre os diversos
hospedeiros e seu possivel patdgeno exclusivo e alcangar um melhor entendimento
da composicao de TEs no genoma deste fitopatdégeno para que entdo, futuramente, a
complexa interacdo planta-patégeno seja melhor entendida para o desenvolvimento

de novas estratégias de controle.

3.2 Materiais e Métodos
3.2.1 IRAP na andlise de variabilidade genética em popula¢cfes de P. psidii

A técnica IRAP foi utilizada para a analise de P. psidii MF-1 e seis populactes
de P. psidii isoladas de diversos hospedeiros da familia Myrtaceae. Os hospedeiros
selecionados para esta andlise, foram populacdes de P. psidii MF-1 provenientes de
trés hibridos de Eucalyptus, E. grandis x urophylla (PEGU); E. grandis x dunni (clone
1366 [PEGD]) e E. grandis x brassiana (clone MA2000 [PEGB]), todos coletados na
area experimental da Futuragene, Itapetininga-SP. Além de Eucalyptus spp.,
populacbes de P. psidii provenientes de trés espécies de Myrtaceae hospedeiras,
também foram analisadas, goiabeira — Psidium guajava (PGuava), jabuticabeira —
Myrciaria cauliflora (Pjab) e jambeiro — Syzygium jambos (PSyz) (QUECINE et al.,
2014).
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Foram utilizadas duas combinacbes de primers especificos para IRAP
(SANTANA et al.,, 2013), CIIRAP1 (5° CGTACGGAACACGCTACAGA 3’) com
CIIRAP4 5 CTTTTGACGAGGCCATGC 3’) e CIIRAP2 )
AATAACGTCTCGGCCTTCAG 3’) com CIIRAP4 (5° CTTTTGACGAGGCCATGC 3)
previamente utilizados por Santos et al. (2012).

As reacdes de PCR para os primers de IRAP foram conduzidas em volume final
de 25uL contendo tampéao 1X Taq DNA Polymerase Buffer 10X (Invitrogen), 1,3 uL de
MgCl2 (Invitrogen) [25 mM], 1 yuL de dNTP mix (Thermo Scientific) [L0 mM], 0,5 pL de
cada primer [10 uM], 40 ng de DNA genbmico e 0,3 puL de Taq DNA Polimerase [5
U/uL] (Invitrogen) e o volume final foi completado com H20 miliqué. As reacdes de
PCR foram realizadas em termociclador (GeneAmo PCR System 9700, Applied
Biossystems) com desnaturacao inicial de 2 min a 94°C, seguida de seis ciclos de 30
seg a 94°C, 30 seg a 50°C e 2 min a 72°C. Posteriormente, 24 ciclos com 30 seg
adicionais a cada tempo de extensdo (a 72°C) a cada seis ciclos. A extensao final é
de 10 min a 72°C. O produto das reacdes foi analisado em gel de agarose (1% p/v)
juntamente com marcador de peso molecular 1Kb (Sigma) a 3 volts.cm™. O corante-
intercalante de DNA utilizado para tingir as amostras foi o SYBER Green (0,003
uL.amostra?t) (Invitrogen). Apos a eletroforese, o gel foi foto-documentado sobre luz
uVv.

3.2.2 Analise molecular de possiveis “TEs complexos” no genoma de P. psidii
MF-1

3.2.2.1 Desenho de primers especificos

Alguns dos contigs que foram manualmente anotados (item 2.3.4) foram
selecionados para o desenho de primers especificos. A Tabela 3.1 contém os seis
contigs (00075; 00081; 00084; 00088; 00095 e 00104) que foram utilizados para o
desenho de primers especificos para elementos Copia e Gypsy (Contig00081) em P.
psidii MF-1.

O programa OligoPerfect™ Designer (http:/goo.gl/2nrzy2) foi utilizado para

realizar o desenho de primers e os pares que abrangiam toda a regido do contig
anotado como elemento de transposicdo foram selecionados. Os parametros
utilizados foram tamanho entre 17-23 pb, temperatura de anelamento entre 57- 63°C,

concentracéo de CG entre 30-60% e tamanho do produto entre 2.000 - 4.000 pb. Para


http://goo.gl/2nrzy2
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verificar a existéncia de dimeros foi utilizado o software Oligo Analysis Tool
(http://g00.9l/37JHNQ).

Tabela 3.1 — Lista de contigs de P. psidii MF-1 utilizados para o desenho de primers especificos para
elementos Copia e Gypsy e suas respectivas sequéncias oligonucleotidicas

Contig Primer Sequéncia5 2> 3’
00075 Pp_Copia756 F CTCCCCTCCATAACACATTA
Pp_Copia756 R GATGCCGCATTATTAGACTC
Pp_Copia75 6 F CTCCCCTCCATAACACATTA
Pp_Copia75 10 R ATCAACCAATTTGCCAATAC
00081 Pp_Gypsy81 1F GAAAAACGTTCTGTTCAAGG
Pp_Gypsy81 1 R AATTCACCACTCAATTCGAC
Pp_Gypsy81 1 F GAAAAACGTTCTGTTCAAGG
Pp_Gypsy81 4 R CTTCATTCTGTTCCACTGGT
00084 Pp_Copia84 1F TGGACTTCATCTACCACCTC
Pp_Copia84 1R TGTCTGGTCCTATGGAAGAC
Pp_Copia841F TGGACTTCATCTACCACCTC
Pp_Copia 84 8 R ACACATTCAAAAGGGAAGTG
00088 Pp_Copia88 1F TAGTCACCACTCACGATGAA
Pp_Copia88 1 R GATCGATTGTCAGTCCTTGT
Pp_Copia881F TAGTCACCACTCACGATGAA
Pp_Copia 88 8 R GTCTTTGATGTCCACGATTT
00095 Pp_Copia95 2 F TGGACTGCAAGATCACTATG
Pp_Copia95 2 R CATCAACGTGAATGTACAGC
Pp_Copia95 3 F AAATCACCGACACAAAAGAT
Pp_Copia95 2 R CATCAACGTGAATGTACAGC
000104 Pp_Copial0O4 4 F TTCACTGGTAGGAGCAAGTT

Pp_Copial04 1 R

Pp_Copial04 10 F
Pp_Copial04 1 R

TAGTCAACCATCTCCTCCAC

CAAAATTCCTTCTTCACTGG
TAGTCAACCATCTCCTCCAC



http://goo.gl/37JHNg
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3.2.2.2 Validacao de primers especificos

O DNA do fungo utilizado para a validacdo dos primers especificos para
Retrotransposons de P. psidii MF-1 foi extraido utilizando-se o DNAeasy Plant Mini Kit
(Qiagen), seguindo-se as recomendacfes do fabricante. Foram realizadas 12
combinacdes entre os pares de primers desenhados (Tabela 3.1) para as seis
sequéncias de contigs anotados.

Primeiramente, uma andlise preliminar foi realizada com primers especificos
para os contigs 00075, 00081, 00088 e 00104 e a reacao foi realizada nas seguintes
condigdes: volume final de 25 uL, contendo tampao 1X Taq DNA Polymerase Buffer
10X (Invitrogen), 1,5 pL de MgClz (Invitrogen) [25 mM], 1 pyL de dNTP mix (Thermo
Scientific) [10 mM], 0,5 pL de cada primer [10 uM], 10 ng de DNA gendmico e 0,3 pL
de Taq DNA Polimerase [5 U/uL] (Invitrogen) e o volume final foi completado com H20
miliqué. As reagdes de cPCR (PCR convencional) foram realizadas em termociclador
(Therm—-1000-2, Axygen) com desnaturagéo inicial de 10 min a 94°C, seguida de 35
ciclos 1 min a 94°C, 45 seg (utilizando gradiente de temperaturas 45°C e 60°C) e
extensdo por 4 min a 72 °C, a extensdo final foi de 7 min por 72°C. O produto das
reacoes foi analisado em gel de agarose (1,2 % p/v) juntamente com marcador de
peso molecular 1Kb (Sigma) a 3 volts.cm™. O corante-intercalante de DNA utilizado
para tingir as amostras foi o SYBER Green (0,003 pL.amostra) (Invitrogen). Apés a
eletroforese, o gel foi foto-documentado sobre luz UV.

Posteriormente, a fim de avaliar a especificidade dos primers desenhados, as
combinac¢des referentes aos contigs 00075; 00081; 00084; 00088; 00095 e 00104
foram testadas. As reacdes de amplificacdo foram realizadas com uma enzima Taq
DNA “elongase” em um volume final de 25 uL, contendo 1X AccuTaq LA 10X Buffer
(Sigma - Aldrich), 1 uL de dNTP mix (Thermo Scientific) [10 mM], 1 yL de DMSO -
Dimetil Sulféxido (Sigma - Aldrich), 1 uL de cada primer [10 uM], 20 ng de DNA
gendmico, 0,5 de AccuTaq LA DNA Polymerase [0,05 U/uL] (Sigma - Aldrich) e o
volume final foi completado com H20 miliqué. As reacdes de PCR foram realizadas
em termociclador (Therm—-1000-2, Axygen) com desnaturacdo inicial de 30 seg a
98°C, seguida de 30 ciclos com desnaturacéo de 15 seg a 94°C, anelamento dos
primers por 20 seg (temperaturas 59°C e 65°C) e extensao por 15 min a 68 °C, a
extensao final foi de 10 min por 68°C. O produto das reacdes foi analisado em gel de

agarose (1,2 % p/v) juntamente com marcador de peso molecular 1Kb (Sigma) a 3
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volts.cm™. O corante-intercalante de DNA utilizado para tingir as amostras foi o
SYBER Green (0,003 pL.amostrat) (Invitrogen). Apoés a eletroforese, o gel foi foto-

documentado sobre luz UV.

3.2.2.3 Clonagem dos amplicons de Retrotransposons
3.2.2.3.1 Purificacao e adicéo de cauda poli-adenina

Os amplicons Pp_1.1 (6.000 pb), Pp_4.1 (2.500 pb) e Pp_5.1 (3.000 pb),
gerados a partir dos contigs 00075, 00088 e 00095, respectivamente, foram
purificados seguindo as recomendacdes do fabricante pelo Illustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). Os produtos purificados foram
concentrados em aparelho Vacufuge® 5301 Concentrator (Eppendorf) para obtencéo
de 200 ng de DNA. Foi realizada uma etapa de adicdo de cauda poli-adenina aos
produtos de PCR antes de proceder com a clonagem do vetor pGEM®T Easy
(Promega). Seguindo o protocolo Addition of 3 overhangs to PCR products
(Promega), assim sendo, 4 uL do amplicons purificados (200 ng) foram adicionados a
1 yuL de Taqg DNA Polymerase Buffer 10X (Invitrogen), 0,5 pL de dATP [10 mM], 0,6
de MgClz (Invitrogen) [25 mM], 1 pL de Tag DNA Polimerase [5 U/uL] (Invitrogen) e o
volume final foi completado com H20, a mistura foi incubada por 30 min a 72°C em
termociclador (GeneAmo PCR System 9700, Applied Biossystems).

3.2.2.3.2 Clonagem em vetor pGEM®T Easy Vector

Os produtos de PCR purificados e poli-adenilados foram submetidos a ligacéo
com o vetor pGEM®T Easy utilizando o pPGEM®T Easy Vector System | Kit (Promega)
na razdo molar de inserto (amplicons purificados e poli-adelinados):vetor de 3:1,
segundo as recomendacbes do fabricante. Posteriormente, foi realizada a
transformacao do vetor resultante da clonagem dos insertos Pp_1.1, Pp_4.1ePp_5.1,
originarios dos contigs 00075, 00088 e 00095, respectivamente, em células eletro-
competentes de E. coli DH5.

O meio Luria Bertani — LB (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) suplementado com o
antibiético ampicilina (100 pg.mL?) e 2 puL/mL de 5-Bromo- 4chloro- 3indolyl B-D-
galactopyranoside 2% (X-Gal) (Sigma) foi utilizado para a selecédo de recombinantes

positivos.
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3.2.2.3.3 Extracédo de plasmideo pGEM®T Easy clonado

A extracdo de plasmideo foi conduzida a partir de culturas frescas dos
recombinantes inoculados em 5 mL de meio liquido LB suplementado com antibiotico
ampicilina (100 pg.mL?t) e crescidos em frascos de Erlenmeyer com tamanho de
quatro vezes maior ao volume do inéculo (permite maior aeracao), sob agitacdo a 200
rpm a 37°C por 18 horas. O precipitado obtido pela centrifugacéo dessas suspensdes
bacterianas foram utilizados na extragéo plasmidial por QlAprep® Spin Miniprep Kit
(QlAgen), seguindo as recomendacdes do fabricante.

A integridade e concentracdo dos plasmideos extraidos nesta etapa do trabalho
foram verificadas em gel de agarose 1,2% a 3 volts.cm™ juntamente com o marcador
de peso molecular A (Fermentas) e 1Kb (Sigma) a 3 volts.cm™. O corante-intercalante
de DNA utilizado para tingir as amostras foi o SYBER Green (0,003 pL.amostra™?)

(Invitrogen). Apds a eletroforese, o gel foi fotodocumentado sobre luz UV.

3.3 Resultados
3.3.1 IRAP e variabilidade genética em populagdes de P. psidii

Os primers CIIRAP 1, CIIRAP 2 e CIIRAP 4 que foram testados preliminarmente
com o DNA de P. psidii MF-1 resultaram na amplificacédo de 4 bandas similares quando
utiliza-se o DNA de P. psidii MF-1 na concentragédo de 20 ng/uL e 40 ng/uL pela
combinacao de primers CIIRAP 2 e CIIRAP 4 (Figura 3.1).

100 pb—»>

Figura 3.1 — Amplificacdo de DNA de P. psidii MF-1 em duas concentragdes, 20 ng/uL e 40 ng/pL
utilizando as duas combinag8es de primers para a analise de polimorfismo por IRAP.
(M) Marcador 100 pb (Fermentas); (1 e 2) DNA de P. psidii MF-1 nas concentrac¢des 20
ng/uL e 40 ng/puL, respectivamente, utilizando a combinacé@o de primers CIIRAP 1 e
CIIRAP 4; (3) DNA de fungo controle utilizando a combinag&o de primers CIIRAP 1 e
CIIRAP 4; (4 e 5) DNA de P. psidii MF-1 nas concentragbes 20 ng/uL e 40 ng/uL,
respectivamente, utilizando a combinag&o de primers CIIRAP 2 e CIIRAP 4 e (6) DNA
de fungo controle utilizando a combinacédo de primers CIIRAP 2 e CIIRAP 4. A seta
branca indica o mesmo perfil de bandas entre diferentes concentra¢cdes do DNA de P.
psidii MF-1
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Observa-se que quando séao utilizados 20 ng/uL e 40 ng/uL de DNA de P. psidii
MF-1 pela combinacéo de primers CIIRAP 1 e CIIRAP 4, nenhum produto é observado
(Figura 3.1). Estabelecida a concentracdo otima de DNA, a PCR para amplificacao
das demais populacdes de P. psidii resultaram na obtencéo de apenas duas bandas
para a populacdo de P. psidii provenienete do material PEGB quando utilizada a
combinacéo de primers CIIRAP 1 e CIIRAP 4 (Figura 3.2).

Observa-se ainda que quando a combinacao CIIRAP 2 e CIIRAP 4 ¢ utilizada,
ocorre a amplificacdo nas amostras das populacdes do fitopatdgeno provenientes de
PEGD (apenas uma Unica banda bem fraca), PEGB (apresentaram quatro bandas) e

PGuava (também uma unica banda bem fraca).

> O v il g LPY P

Figura 3.2 — Amplificacdo de DNA de P. psidii MF-1 e demais P. psidii de outros hospedeiros
Myrtaceae utilizando as duas combinagdes de primers para a analise de polimorfismo
por IRAP. (M) Marcador 1Kb (Fermentas); (1 a 7) amplificaco utilizando a combinacéo
CIIRAP 1 e CIIRAP 4 DNA de (respectivamente) populacdes de P. psidii provenienetes
de trés hibridos de Eucalyptus, E. grandis x urophylla (PEGU); E. grandis x dunni (clone
1366 [PEGD]) e E. grandis x brassiana (clone MA2000 [PEGB]); DNA de goiabeira —
Psidium guajava (PGuava), jabuticabeira — Myrciaria cauliflora (Pjab) e jambeiro —
Syzygium jambos (PSyz); P. psidii MF-1 na concentracdo de 40 ng/uL. (1’ a 7°)
amplificacéo utilizando a combinacdo CIIRAP 2 e CIIRAP 4 para o0 mesmo material na
mesma sequéncia. A seta branca indica a presenca de bandas nos diferentes materiais
de P. psidii analisados

3.3.2 Analise molecular de possiveis “TEs complexos” no genoma de P. psidii
MF-1

3.3.2.1 Validacéao de primers especificos

A validacao preliminar dos primers especificos utilizando a enzima Tag DNA
Polimerase (convencional) ndo gerou amplificacdo de produtos (Tabela 3.2a). A
segunda etapa corresponde a utilizacdo de Tag DNA Polimerase “elongase” que
permitiu a observacao de que a temperatura de anelamento a 59°C foi a mais eficiente
(Tabela 3.2b). Apenas os primers correspondentes aos contigs 00075, 00088 e 00095
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resultaram em amplicons de tamanho esperado para serem utilizados para clonagem
e analises posteriores. Assim, dentre as doze combinacdes de primers avaliadas, sete
resultaram em pelo menos uma amplificacéo e todas apresentaram-se especificas no
anelamento a 59°C. Destas sete combinacdes, apenas trés apresentaram
amplificacdo passivel de reproducéo sob as mesmas condi¢des e permitiram avancar
na etapa seguinte (transformacao).

Tabela 3.2 — (a) Resultado da validagao preliminar de primers especificos em gradiente de
temperatura (45°C a 60°C) utilizando Taq DNA Polimerase. (b) Resultado da
validacéo de primers especificos utilizando Tag DNA Polimerase do tipo “elongase”
em duas temperaturas diferentes de anelamento

(continua)

(a)
Identificacdo das Combinacdo de primers Temperatura (°C)
combinacdest especificos 45.0 50.8 55.9 60.0

Pp_ 1.1 Pp_Copia756 Fe 10 - - - -
Pp_1.2 Pp_Copia7rT56 Fe6 R - - - -
Pp_2.1 Pp_Gypsy8l11Fe lR - - - -
Pp 2.2 Pp Gypsy8l1Fe4R - - - -
Pp_ 4.1 Pp_Copia881FelR - - - -
Pp_4.2 Pp Copia881Fe8R - - - -
Pp_ 6.1 Pp Copial044FelR - - - -
Pp_6.2 Pp_Copial04 10 Fe 1 - - - -
R

(b)

Identificagcdo das  Combinacgéo de primers  Temperatura (°C)

combinagdes? especificos 59.0 65.0
Pp_1.1 Pp_Copia756 Fe 10 X -
Pp_1.2 Pp_Copia7T56 Fe6R X -
Pp_2.1 Pp_Gypsy8l 1Fe 1R - -
Pp_2.2 Pp_Gypsy8l11Fe 4R
Pp_3.1 Pp_Copia841FelR
Pp_3.2 Pp Copia841Fe8R
Pp_4.1 Pp_Copia881FelR

X X| X| X
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Tabela 3.2 — (a) Resultado da validacdo preliminar de primers especificos em gradiente de
temperatura (45°C a 60°C) utilizando Tag DNA Polimerase. (b) Resultado da
validacdo de primers especificos utilizando Tag DNA Polimerase do tipo “elongase”
em duas temperaturas diferentes de anelamento

(concluséo)

(b)
Identificacdo das = Combinacéo de primers  Temperatura (°C)
combinagdes? especificos 59.0 65.0
Pp_4.2 Pp_Copia881Fe8R - -
Pp_5.1 Pp_Copia952Fe 2R X -
Pp_5.2 Pp_Copia953Fe2R - -
Pp_6.1 Pp_Copial044Fe 1R - -
Pp_6.2 Pp_Copial0410Fe 1R - -

Nota: Sinais utilizados: (X) representa a amplificacio de produto de PCR da respectiva combinagéo
de primers na temperatura indicada;

(-) representa que ndo houve amplificacdo de produto de PCR da
respectiva combinacéo de primers na temperatura indicada;

(%) codigo atribuido as diferentes combinagdes referentes a cada um dos
contigs utilizados para o desenho destes primers, o cédigo da combinacao foi também utilizado

para “nomear” os amplicons gerados pela utilizagdo da respectiva combinac¢do de primers indicada

3.3.2.2 Obtencéo de amplicons de Retrotransposons

Foram obtidos trés amplicons de elementos Copia em P. psidii MF-1 (item
3.2.2.2), por meio da combinacéo dos primers Pp_Copia75 6F e Pp_Copia75 10R
(combinacdo Pp_1.1 referente ao contig00075); Pp_Copia88 1F e Pp_Copia88 1R
(combinacdo Pp_4.1 referente ao contig00088) e Pp_Copia95 2F e Pp_Copia95 2R
(combinacdo Pp_5.1 referente ao contig00095) (Figura 3.3). Todos os produtos
resultaram do anelamento de primers a temperatura de 59°C (recomendada pelo
fabricante dos primers). Os amplicons foram denominados Pp_1.1, Pp_4.1e Pp_5.1

cujos tamanhos foram respectivamente 6.000 pb, 2.500 pb e 3.000 pb (Figura 3.4).



(@)

119

» CONTIGOOOTS

AR ATTAT T AGG AL A CAT T TATA CACATTAGOGTACCTETTAAAATTGARAATATAT AT AASAATATA AT ARATTACT AR AR ATTASAATTAAARA TTAAAA AR ATTATTTA GLAAAACATCTCCCCTCAGG AGAGATC COTATCACATTATTGTTTATATA
ETAATATAATGTETTATGAA TATTCA AT TAAACTATCATCAGATTAGGT TTCGA GATTGTATI TGCATAATE A A CACTCCOOTOCAT AN CACKTTA TAA GLAGTT TACTTCOG ACADGRATTGCTGAGTTTTCACA CTACCEAGTRETT TAGTCATAATE TCAGCTAGTTGATIGTITGE

TCTOCAATGAATTATTTTTCTTGS TGETGTTTCGA ATAGCTTOOS COTTGOCAGATAATTTACGGCATAGGLGATET TTGTGCAALS ACAT

TTTATCL A TEASARATT, AATTAGTOGETA, A TAATATT: TOOCTCATET TTGATATGOCA
ACCASACCOTT, TCG] (GLT, TOCGAT CCATCATCA CCTGT TEETOC ACCATTACTOITG

ATGTTTAADA TITT AACGEGCAGCTTGTTET \TTTTAAT: TTTTGGGATCTC COGGTTTGTCTATCAAGCTS

ETOCTAATACTCCATCCTTTTCAAAG T GCATTA GAGAATAACA G EOETAAMGAS CTAA AAGTAGGHE TAGETECARACETTTCATCA TAATTAATCOCATRANTTTGOCTEARACCCCTOGOCACTAGTCROGOCT TGETTTCT ACTTAGTACTGAGE
AT TG AT GG T CT T T T ARG T T T T A GATCTA T FE T R G A A CAT T A T OO CAT AT T O CAATTTCCT CACARA OGO GCATTOCAATRCACTTTATCTATAGAAACCATOGCTTCCTTATAGTCS CATETAAATTAGCS CEAT
AT TIGTCTTGE TTOGTCART BT T ARG DT O AR TG T TAGCAG TAAR A AT TG AT TLATC AR ATACCACGCTTGCTHCCTTCAT TACCATTTTC TTT TCAG GAALCCCAGARTAACCAT
CCTTTCGAATCTTL CCAACCETE TICT TCOTACAAGTAAGATTTAGLACCAL AGA GG ARG CAT T AG LT GGGETTT T T T CAAS TG TCAARA GG TATETTGAGATTOOCTGLATOGAGAL A
ACGATTARATATCCAAACAGAST ARGGOCE AACARACAASTTCGTGOCAT CCTETTOGTTCTT TS LCCATTT TCTTCATAAGGCATCGAATATTCATC AATTATTCCCTE CTGOGAC AL

T
A T T T AR A A A T AT T T AR AT TC A TG OGS G T TAATA G TTTT TAT T TG TATGAG G TTATA T TAAAAATTETCT G TOCAATTTATCARGTARTTTTTTGCT TG ATTTATCAATT, AATAGCAACTETAACATGAGAAAAALC ATOCTGTATCATA T
ATATTTCTTGEANTTCAGG CTAAGTTCATAAGGACCCA TG G TGO A AR TCAAG TOA O GGG A TETATCAGTTGACA AGAAGGAGCAT T AL GGG TOGATETTEACTCTTT GCAATCEA GCAGTCATEACAAATCTTTATE TOETCAAAG GRAATATTTG GAATGLCACTTS
CAGCETTAGATTTC TG CATCAACTTCA GTTETCTAATAG A TAA G TEACCAATTOGTTTATGOCATAG GECALT A TATCAGAA LA GTTGECAAAGTAACA TTATGAGTTEAAG CAGTAGAAGCTAATGETTTGATAC TEATAGTTCTANTATGTEAATTATAAAAAGGAATARACCATT
GATTATGTCTTCT TTGAG TETT ARG GTAR CAGAT GAG TTAGATARAGT GAAATHATEA TN AL A4 G ATATOGARA ACTTCTOCOGTATTAG GTGGOCG AGAGAAS AT LA CCAGGTATATOTTTACAS TATASGACCCCATOCAATTOC ARSATTCCATCTCOGETATTCARTT
T AT T T A TG AT TAA AT GAATGA T TGGGA TEAA G AL CGATAA L G T A TG T A LTI TG A A G T A AT AAA TAA TG AR GG T G T A T A T G AAT GO G TG T O TGAGTIT AATAAT GOG GLAT CATCTTC TAG TG AGGTACAATTCCAATA OO COCASCATTTGL
AT a TG GG AT T T AGA T T TG T CAG TAG CTT TAGL AL G AATT GGG CAGTTTG GAG A AG TG GO CACT T A A G TAGT GG ARG G TA T T GG AG T A G AT T T TAG TG ATAG AT TaT G AGE TG TGAT CRAG GATTTCTATTGTETGEATTETTATTAGGLGGLT
AT GGG T T O A AT T G A T GA T T T TG T T AAA T TG G G AT T AT TG A AT G A T T GG TOG AR G T oG GAT GLAGTAGAGATTT GO O GAA T CATATTGAG CAAG TG TOCGGTOGAACTT TRATATTTGCATT TET TROCATCAG GG TGTTGATG
GGG GETEATCA TR EAT A TS ATGETACA GOAAAATAGA TG CGA G TETAG TTAAAGTATCA G AL TC AN TAC GG AT TG AT TTCTAGAT TG TR ATTGCTTCOS TAACA G ATT G GCARATTGE T TRATATTGTGCAGTTG GTCCA ATCGATTTTGAAATATOSTGCTAGE
ATEEANAACCACAGAGGACCAG GATEG SOGATTE A GCEATCT T AN TGO TG TATAT TG T A G AT G GAGTTALGE ATTCT TG CG TAA TG TTCATAT GO AARATE T AACG CTATGCTGAATAAATARC AR TGCTACTATATITGTT TAACATITICATCCTTGCTCE TTT
ETTGAAAATAATCAGAATCGOCCATGAA G TAAG TG TOCA GEA AL AT CAGATTT T G ACCATACATTARAGTT TECGCCATCA OO G CAGTTTAGETT TG T TTTTCHG AN TERAL ATAAAACETTGAAAGATTTCTGCCRECTTGTCAG CTTOCCTG ACGATAGTCCATATCTT
CATCATG TG TEATCT TTCAATTOEGCCAT TG TATA A GGG AGCAGATETTGAG TACG TTTTACCOG AACGAGTATTAGATS GTGCCAGCTTTACAAGEATETARAALALL AN TATARTAT, TTATAGATT) ARTITGA, TEATAGCAAGASTTTGACALL
T A A A A T A AT A T A A T A T G T G G AT T A A A A A AT LA ATT Gl ST AT A A G A TAA Gl T A A AR A Gl T A GGG AT A T T T T AT T AA G AT T TG A A T T AT TARAAATTTT AAA TT TTATT TATAATTTAATTTTAATTTTTTACTAATAA
AT AT AT T A AT AT T A A T A T A T AT T A A T A T T A T T AT AT A T T AT G TAATA T AT T L TATA A G AT TAG Co T TET T AAASAT G AL AR TATATATA A AR TATATT TTAGLAAATTACTAAASAATTALAATTAAAAAAT ¥

(b

)
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S TTGCTTCT T GAT GG T AN T TR AAAAT T CATC AT CACT GO A G GAAACT AT AT 66 AT GG AT G TG TTAGCAT AGT GETT AR TR TACTATCAT ACTCT CT T TG GAAACTTE G G GRAAATC L CCACTTEAGCCAATTOG TTG ARACTCTAATTTTCAACGAAGACAT
AT GEAARAA DT CTTGCCATTT TG TETCG ACTC AR GATTTCECTAG LA GAAC T CAAC AR TTACAL CASS GEGA CAAECTOCTCTGOA T LAGT CALCACT LA AT GRS A LA A ARG TTETAT T TATTGLAG TLAA GO TAAAC ATAACTTALG ATECACTACTCACARARAG
GAGGAATECTEOGCAGAGAS CCCACATCTTAGA COCTCTORTOGOG ARANGAR GOGGEAAAAACANTCCATCAG CTCACCTCTCTATAG OO AAGCTCTTACTACASTAGGAGETAATCTTTCTCT (S GTCRAAAOCALGTAGTTATCSACTG TG G TECAACACACCACATETTTAATTCT
T A T T T T A T T T A A A TA T C AR AT A ARG TG A A G A T A A A G AT T T AG AT O GG A T AG T A L CTAATT TTAAL A A G0 TEA TAGGA L T ACA T T GAA G AATT GO T TAT G TO CAAAATTGAACTGLAATCTTATCAGOITCITAG
AT T T A T A T A T A T A T A A A A A T T T T T T T T A T T A A A G A A T T T TG A SO A A A A A T T T AT AGAT T AAT G TAT TT AL TT AL GACT AL LA AT ARG TTACTCACTACTT TE AGC AAAGATC O TEGC ACTATOO TT TRGSACATON.
G T AT T A A LT G G AL T oA DA G AR TCT LT TGO TTCACAT GG AL ACAA A CA A AT T AL G AT TOCATTTTCCCATCACTTTaAS COAGTETCACATCCTC TOGATH AR TACA TG GACTTAGT T HGACCCATCTCTCOGCAGTCTAACTCAGGETTTAG
AT T T T AACT AT TiaT A T A T AT T AT AA G ATA G TTAS T T TT AR GaAA GAARTOCGACA G TTTEAT AR TTC LT TG TTOCAAAGA AT ACATE GAGASTTGGLACAGT aA GOGAATTTCTCARTCARARATTCAS

TOATECACATCAG TG TEACTETATEGAAAGATAATCAGAG TTGCATTAATACTEOCAADGGLAN TG CABCETCALCACS TEAAAC TCABCTOCACTTTGTTA SCTCATOGALE ACTCTOC ACATGT

TG ECAGATTRCT TAACCARATOCG TTOCTARAG TAACA CTAGAAA G GOCTTACALGCTCTAGETGTCT TRAG ACTA GEATTGAG GEGE GATE TOGAAAAACAA GO CECALAGAGCTAG GTTAGTCCATCOCAGTOCAARACADCTG CCAAGA TTAACGTTG COGTAGGCARTGATAT
G ARCTCAGA AN TAACTCTGATOCATEOCT AL GOTCAATTTATTGA LG TAGAGA G AT ACGE TOCTTTTC T T TS TTE TCACTA AL AL TG AL AAL CAG ARAACATOG TRCT T TATCACANGAG CGATGTGATCTCATGATAAATAG AAGCTOLCCTTE GG EANGCAGGGGAA

G GG A T G A T T A TG G A T A G A T T TG T T A T TG TG T T T AT A O TT A T AA T T T T TG T AT T A T ACA T TATAT T GAAA A TAC A ATATTATACTT T GOGTCAAACCTTT TTTACT TG ATT CTAACAGATTTACAGTCTOGGGACTCACTTATTT TCTCATATATA
AT A A A A T T AT AT A T AT AT A T A A A T A T A T A A A T T A LA T A A A AT T A T A T A AN T T A GG A A A T A T LG T AT GG A AR TCA GG ATGAAAATCCACTTGAGATCTAGACATCTTCTTGAAGTTT GOGACAGACCTTG TCCTTOGGS.
TEOCTCCAC TG GG GO TAACARATEEACAAA GG TAGCTTTEAAG OO TTAATCTTATAACCA COA GAATAACOGAANG AGTETTTAGAGA GG TAATTAACTCOG AL CCATTGAARACTCTCACCTTCTCTG TG AMARTTTCTG ASCAATACGCTTCTAAAN GAGCOGTCANTAG
AEGACGGETCTGGATEEATTEECAGCT ¥

Figura 3.3 — Sequéncias de contigs 00075, 00088 e 00095 que originaram os trés amplicons Pp_1.1,
Pp_4.1 e Pp_5.1, respectivamente. Eles foram utilizados para o desenho de primers
especificos de retrotransposons do tipo Copia. (a) Sequéncia de contig00075, com

tamanho total de 4.682 pb, a regido cinza da sequéncia representa os 2.083

pb

classificados como TE pelo programa RepeatMasker, os oligonucleotideos sublinhados
e em negrito acima (primer forward) e abaixo (primer reverse) correspondem aos
primers Pp_Copia_75 6F e Pp_Copia_75 10R e o amplicon estimado apresenta 4.424
pb. (b) Sequéncia de contigd0088, com tamanho total de 4.528 pb, a regido cinza da
sequéncia representa os 2.409 pb classificados como TE pelo programa
RepeatMasker, os oligonucleotideos sublinhados e em negrito acima (primer forward)
e abaixo (primer reverse) correspondem aos primers Pp_Copia_88 1F e Pp_Copia_88
1R e o amplicon estimado apresenta 2.273 pb. (c) Sequéncia de contig00095, com

tamanho total de 4.474 pb, a regido cinza da sequéncia representa os 3.391

pb

classificados como TE pelo programa RepeatMasker, os oligonucleotideos sublinhados
e em negrito acima (primer forward) e abaixo (primer reverse) correspondem aos
primers Pp_Copia_95 2F e Pp_Copia_95 2R e o amplicon estimado apresenta 3.028

pb

(continua)
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B ARACTTTAACAGATTTACAGTCTCGAAGCTCTT TGAATTTCTCTT TACGAGGT A CTGCAAGAT CACTATGA CTS ACAAAAT AL GALA CAAAA GAT T AALARACATT L CAATCTTAGA TG GLACCAATTTAGLLAATGGAATATT LG AATGAAGATTLATCTTCG TG CCAAAGA
T A G T T T T T A A A A T A T T T o A A T A T A T T G T A A A LA A T G (T AR A G TS TT A A TG (A TA A AT AT AR T TG AT CAGCGAG COTaTTT T T TAG ARG T ATC AACT CAGAGACGACOGAAAAA LA AACTTOCTCTOGGCCARAAT
TG A GTTT AR A GATACTTT TACAA TGO TGATCTOCAAGTCTALCAT:

GG T A AG A G T A TAAL G GO TAT T AG AL CTT O AT GG TGO TACTACTATG GAAGA LA GoAAG AR T T GG TATCTATT TCGAL CGCAGAAG NG AGTAC AR GG CTCT T A ST CACTTO G AR T TT TG TLARA AGTOGTITG AR AGGLAACAS
T T A T A e G T A T A T T T e A A T A T Gl T T A T A T G A L T T AT T A T o G A A T A A G A T T A A LA T A A T A AT O T AR A A AT COGT OO T AR T AT AR TTTETTAC GO ACCAAGC AL ARAA
T GG A AT T T A A A AT T A A A G T AR G T A T A G T T TG AR G AT GGG CATTT T oA AT AG G AC T GA GGG G oG AT T G ARG A T T A T TAA TAG O T AAA G CO T T TAGATCATCT GAGCACT L TATC O AARAG TG CACTAGTCTCCTTGETTC

A T AT A A DG G T A T A A S T A T T T A T AG AR TT A GAT G T G ARG A TA TA ARG AT T T GAAC GA G AA G AL GG A ATTT T GoGTTT T ATT AT AT AT T TCTACT T TATTATTACTTCCTTCCTTATT TGTCT T TCTG TITCTTTCATCACATTCA

T T A A T AT G T T AAAT AT TAGTT GO T ACATTT GO TG T TG TOET TG T T ATTACACT TG TAGCTCAAACTTGCTTTOCACCTTAGGTAL [CTTACTCACTC TG ATTG TTTACTGCATATTAATGAAATATCAACCTTAGCTTOTG 37

Figura 3.3 — Sequéncias de contigs 00075, 00088 e 00095 que originaram os trés amplicons Pp_1.1,

Pp_4.1 e Pp_5.1, respectivamente. Eles foram utilizados para o desenho de primers
especificos de retrotransposons do tipo Copia. (a) Sequéncia de contig00075, com
tamanho total de 4.682 pb, a regido cinza da sequéncia representa os 2.083 pb
classificados como TE pelo programa RepeatMasker, os oligonucleotideos sublinhados
e em negrito acima (primer forward) e abaixo (primer reverse) correspondem aos
primers Pp_Copia_75 6F e Pp_Copia_75 10R e o amplicon estimado apresenta 4.424
pb. (b) Sequéncia de contigd0088, com tamanho total de 4.528 pb, a regido cinza da
sequéncia representa os 2.409 pb classificados como TE pelo programa
RepeatMasker, os oligonucleotideos sublinhados e em negrito acima (primer forward)
e abaixo (primer reverse) correspondem aos primers Pp_Copia_88 1F e Pp_Copia_88
1R e o amplicon estimado apresenta 2.273 pb. (c) Sequéncia de contig00095, com
tamanho total de 4.474 pb, a regido cinza da sequéncia representa os 3.391 pb
classificados como TE pelo programa RepeatMasker, os oligonucleotideos sublinhados
e em negrito acima (primer forward) e abaixo (primer reverse) correspondem aos
primers Pp_Copia_95 2F e Pp_Copia_95 2R e o amplicon estimado apresenta 3.028
pb

(concluséo)

6.000 p

3500 p

Figura 3.4 - Amplificacdo de DNA gendmico de P. psidii MF-1 (20 ng/uL) utilizando as combinacfes

de primers especificos para retrotransposons: (M) Marcador 1Kb (Fermentas); (1)
Pp_Copia75 6F e Pp_Copia75 10R (combinacdo 1.1 referente ao contig00075); (2)
Pp_Copia88 1F e Pp_Copia88 1R (combinagdo 4.1 referente ao contig00088) e (3)
Pp_Copia95 2F e Pp_Copia95 2R (combinacdo 5.1 referente ao contig00095). Os
tamanhos aproximados das bandas obtidas para os amplicons de Pp_1.1, Pp_4.1 e
Pp_5.1 foram estimados em aproximadamente 6.000 pb, 2.500 pb e 3.000 pb,
respectivamente de acordo com o marcador molecular 1 Kb



121

Os primers referentes as combinacdes Pp 1.2, Pp 2.2; Pp 3.1 e Pp_3.2
(Tabela 3.2) ndo resultaram em amplicons para a etapa seguinte de transformacéao
devido a impossibilidade de obter novos produtos destes a partir destes primers em
subsequentes repeticdes, portanto a quantidade de produto de PCR necessaria as
demais etapas nado foi atingida e entdo elas ndo foram utlizadas. As Unicas
combinagdes que ndo apresentaram nenhuma amplificagdo em nenhuma das reagdes

de PCR realizadas séo referentes ao contig00104 (combinacdes Pp_6.1 e Pp_6.2).

3.3.2.3 Clonagem dos amplicons de Retrotransposons

Todos os trés produtos de ligacdo dos amplicons de retrotransposons Pp_1.1,
Pp_4.1 e Pp_5.1 clonados no vetor pPGEM®T Easy resultaram em pelo menos uma
cultura recombinante (Figura 3.5a). As colonias transparentes/brancas referem-se aos
recombinantes de elementos em E.coli, assim essas colonias foram selecionadas e
repicadas em meio sélido LB suplementado com ampicilina (100 pg.mL?) para

posteriores analises (extracao de plasmideo) (Figura 3.5b).

(@) (b)

Figura 3.5 - (a) Placa de meio LB suplementado com antibiético ampicilina (100 pg.mL-t) e 2 yL/mL
de meio de X-Gal 2%, as col6nias brancas sdo 0s recombinantes positivos (inser¢éo
de amplicon de retrotransposon em célula de E. coli DH5-a). Colbnias de coloragéo
azul referem-se a células eletro-competentes de E. coli DH5-a que foram transformadas
com o vetor pGEM®T Easy sem o inserto de interesse. (b) Recombinante
pGEM::Pp_5.1, selecionado e repicado em meio LB suplementado com antibiético
ampicilina (100 pg.mL1) para analises posteriores
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3.3.2.4 Extracdo de plasmideo pGEM®T Easy clonado

A realizacdo da extracdo de plasmideos pGEM:Pp_1.1, pGEM::Pp 4.1 e
pGEM::Pp_5.1, mostrou-se eficiente (Figura 3.6).

6.000 pb

3.500 pb

Figura 3.6 — Verificacdo de extracdo de plasmideo realizada com QIAprep® Spin Miniprep Kit
(QlAgen), para o vetor pGEM®T Easy clonado com trés insertos diferentes de P. psidii
MF-1: (1) Pp_1.1 (contig0075), (2) Pp_4.1 (contig00088) e (3) Pp_5.1 (contig00095).
(M) Marcador 1Kb (Fermentas); (M1 a M3) Régua molecular A (lambda) nas
concentracdes de 25 ng/uL, 50 ng/pL e 100 ng/pL, respectivamente. Os tamanhos dos
vetores clonados séo desconhecidos

O DNA plasmidial obtido de todos os trés recombinantes positivos
(pGEM::Pp_1.1, pGEM::Pp_4.1 e pGEM::Pp_5.1) foram enviados para a realizacao
do sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma Humano, S&o Paulo, Brasil.

A alta similaridade entre as duas sequéncias (modelo e obtida apos
amplificacdo) confirmara a presenca de sequéncias de hibridos de TEs no genoma de
P. psidii MF-1, permitindo consequentemente, que a hipétese de erro de montagem

do genoma parcial seja descartada.

3.4 Discussao

O modo de amplificacao e insercdo no genoma dos elementos de transposicao,
especialmente retrotransposons, permite a utilizagdo dos mesmos para discriminacao
de espécies elou gendtipos devido a sua abundancia nos diversos genomas
(SANTANA, 2009). Cada evento de transposicdo resulta em um polimorfismo de
insercdo passivel de detecgdo por meio de técnicas moleculares, TEs no genoma
podem apresentar-se com inimeras cépias e, portanto gerar centenas e até milhares

de marcas polimorficas. Assim a presenca ou auséncia de um TE em certo locus pode
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ser usada como marca molecular de fingerprinting de um determinado genoétipo, mapa
de ligacéo e investigacdo em diversidade e filogenia (GRZEBELUS, 2006; SANTANA,
2009).

O polimorfismo existente entre os TEs vem sendo amplamente utilizado como
ferramenta para acessar a diversidade genética de organismos que apresentam uma
quantidade moderadamente alta de elementos de transposi¢do, algumas das técnicas
baseadas na andlise de perfis gerados por amplificacdo via PCR e hibridizacéo
conhecidas até o momento sdo Transposon Display, IRAP (Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism), REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Polymorphism),
IMP  (Inter-MITE S-SAP
Polymorphism) e (Retrotransposon
(GRZEBELUS, 2006).

A técnica IRAP é muito utilizada devido a sua baixa complexidade (KALENDAR

Polymorphism),
RBIP

(Sequece-Specific  Amplification

Based Insertion Polymorphism)

et al., 2011) e seu poder em revelar polimorfismos em regibes em que 0S
retrotransposons estao inseridos, assim primers para regides conservadas, como as
LTRs s&o desevolvidos (Figura 3.7) (KALENDAR et al., 1999).

4 - A 4=
Elemento LTR Retrotransposon 1 Elemento LTR Retrotransposon 2

Produto esperado

ZEL Regizo LTR

—

= Primer IRAP Forward
Primer IRAP Reverse

Figura 3.7 — Estratégia de amplificacdo de primers especificos para a técnica IRAP. Os
primers IRAP alinham-se as regides LTR dos elementos do tipo LTR
Retrotransposons, tanto no sentido 5° >3’ como 3’ >5’. O produto esperado
corresponde ao intervalo entre um elemento LTR Retrotransposon e o proximo

Alguns estudos indicam que os TRIMs (Terminal-Repeat Retrotransposon in
Miniature), elementos abundantes em diversas espécies, considerados ndao-
autbnomos por ndo possuirem um ou mais genes essenciais para a transposicao,
podem ser utilizados para estudos de diversidade entre espécies correlacionadas
(SANTANA et al., 2013). Santos et al. (2012) caracterizaram um elemento TRIM-like,

chamado RetroCl1, que pode ser utilizado para analises de variabilidade genética em
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diferentes géneros de fungos pela técnica de IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified
Polymorphism), como Colletotrichum (SANTOS et al.,, 2012), Moniliophthora,
Cryptococcus, Sporobolomyces, Rhodotorula, Stemphylium, Microsphaeropsis,
Leptosphaerulina, Cochliobolus, Ampelomyces, Epicoccum, Cladospororium,
Cercospora, Penicillium, Cladophialophora, Fusarium, Myrothecium,
Annulohypoxylon, Xylaria, Anthostomella, Hypoxylon, Diaporthe e Phomopsis
(SANTANA et al., 2013). Uma das grandes vantagens de se utilizar marcadores com
base em IRAP, é a sua alta capacidade de rastrear eventos de insercdo e sua
subsequente verticalizacdo por meio de filogenia (KALENDAR et al., 1999).

Dentre os fungos avaliados por Santana et al. (2013), seis isolados eram
Basidiomycota (Moniliophthora spp., Cryptococcua sp. e Rhodotorula sp.) o nimero
de amplicons gerados variaram entre 250 pb a 4.000 pb e a combinacao dos primers
(CIIRAP 1 e CIIRAP 4 ou CIIRAP2 e CIIRAP 4) determinou a quantidade de
polimorfismos detectados em cada espécie. Apesar de primers CIIRAPs serem
descritos na literatura como 6timos para deteccdo de polimorfismos inter e intra
espécies (SANTANA et al., 2013) no presente estudo sobre diversidade populacional
de P. psidii a técnica ndo se mostrou eficiente.

Apesar do uso de TEs serem amplamente empregados como marcadores em
fungos, para P. psidii a técnica IRAP nao foi eficiente na deteccdo de polimorfismo
entre as populacdes estudadas. Esse resultado ndo era esperado, uma vez gque hao
condiz com os resultados obtidos pelas analises in silico (capitulo 2), que
demonstraram que mais de 90% dos elementos presentes em P. psidii MF-1 séo do
tipo LTR Retrotransposons e que cerca de 50% de todo o DNA gendmico é devido a
elementos de transposicédo (item 2.3.1).

Além disso, diferente do que foi demonstrado por Santana et al. (2013), em que
a técnica IRAP permitiu a andlise de diversidade entre 27 espécies de fungos. Na
analise de populacbes de P. psidii, a técnica néo foi passivel de repeticdo, ou seja,
nao houve a reprodutibilidade da amplificacdo. Destaca-se que Santana (2009) ao
estudar 36 isolados do fungo patogénico Moniliophthora perniciosa por IRAP ressaltou
a importancia da reprodutibilidade dos perfis de bandas do DNA gendmico em
guestao, que foram realizadas por repeticdo da reagcdo de PCR com o0s primers
selecionados.

A analise de diversidade de populacdes de diferentes hospedeiros de P. psidii

realizada no presente trabalho utilizou parte do material genético de P. psidii
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proveniente dos hospedeiros: E. grandis x urophylla (PEGU); E. grandis x dunni (clone
1366 [PEGD]) e E. grandis x brassiana (clone MA2000 [PEGB]), goiabeira — Psidium
guajava (PGuava), jabuticabeira — Myrciaria cauliflora (Pjab) e jambeiro — Syzygium
jambos (PSyz), ja utilizados por Quecine et al. (2014) por meio de PCR-DGGE e T-
RFLP.

Tanto a técnica PCR-DGGE como a T-RFLP revelaram que as populacdes de
P. psidii provenientes de outras espécies de Myrtaceae (goiabeira, jambeiro e
jabuticabeira) agruparam em um clado, enquanto que as populac¢des originadas de E.
grandis (clone D901 e clone 1600) foram agrupadas em outro clado. Relatou-se a
existéncia de diferenca e alta diversidade entre diversos patdgenos P. psidii originarios
de goiabeira, jambeiro e jabuticabeira e Eucalyptus spp. Ressalta-se portanto, a
existéncia de polimorfismo entre as diferentes populacdes de P. psidii, no entanto no
presente trabalho a técnica de IRAP ndo permitiu detectar estes polimorfismos.

Os primers CIIRAP utilizados neste estudo foram construidos a partir de
sequéncias conservadas de LTRs da espécie Colletotrichum lindemuthianum 1 —
RetroCI1 (SANTOS et al., 2012). Visto a ineficiéncia do IRAP para P. psidii MF-1, o
desenvolvimento de primers especificos a partir de regidées de LTR conservadas no
genoma de P. psidii representa uma possivel alternativa para viabilizar a utilizacdo da
técnica no estudo de diversidade populacional.

Destaca-se a relevancia desta técnica ser otimizada para o melhor
entendimento de polimorfismos apresentados pelas diferentes populacdes de P. psidii,
pois até o presente momento, ndo foram encontrados estudos de fungos da ordem
Pucciniales utilizando marcadores de polimorfismos construidos a partir de elementos
transponiveis. Futuramente, a avaliacdo do perfil de LTR retrotransposons em
diversas populacdes de P. psidii pode fornecer subsidios para que a técnica seja mais
explorada permitindo futuros estudos.

Por outro lado, ao longo do desenvolvimento deste trabalho foi observada uma
grande dificuldade na classificacéo in silico de TEs presente no genoma parcialmente
sequenciado de P. psidii MF-1, devido a uma série de fatores ja discutidos
anteriormente. Os TEs estao incompletos (nenhuma sequéncia terminal repetitiva foi
encontrada dentre os contigs do fungo analisados) e aparecem como potenciais
hibridos de TEs.

Acredita-se na possibilidade de existéncia de elementos que sdo copias-fossil

(potenciais alvos de mutacdo) ao longo do genoma, fracdes de elementos inseridos
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de forma aninhada em outros elementos, resultantes da insercdo de um elemento
dentro de outro, podem causar a inativacdo do elemento “receptor” da insergao
transposicional, como consequéncia ha a dificuldade em verificar as regides
conservadas por meio dos programas convencionais.

Certamente, a andlise in silico isoladamente ndo permite responder a este
problema na classificacdo, que apesar de pouco provavel, pode ser um erro de
montagem. A verificagcdo da integridade de elementos de transposicdo de duas
familias distintas por programas tradicionalmente utilizados para este fim em diversos
fungos fitopatogénicos ndo se mostrou tdo eficiente para a classificagdo de TEs
presentes em P. psidii.

Vale ressaltar que os TEs complexos ou hibridos de TEs sdo fenémenos
comumente observados em sequéncias genémicas, podendo causar confusdo na
anotacdo de elementos transponiveis (WICKER et al., 2007). Alguns sédo resultados
da integracdo de um elemento dentro (aninhado) de outro elemento de transposicao
e também podem resultar de recombinacdo intra-cromossomal e até mesmo de
variacdes na replicacao.

Inser¢des antigas tendem a sofrer mutagdes e consequentemente insergdes e
rearranjos que irdo interromper a continuidade e reduzir a similaridade destes a
familias de TEs conhecidas (WICKER et al., 2007). Neste caso, Wicker et al. (2007)
sugerem que a anotacéo seja feita individualmente com fragmentos de pelo menos 80
nucleotideos, elementos intensamente interruptos e novos sao classificados como
“desconhecidos”, isso pode estar ocorrendo com o TEs presentes no genoma de P.
psidii, sendo assim, essa estratégia foi adotada no presente trabalho.

Dentre 0s vinte e cinco contigs anotados manualmente (item 2.3.4), seis contigs
(00075, 00081, 00084, 00088, 0095 e 00104) foram selecionados para efetuar o
desenho de primers especificos e entdo a amplificacdo da possivel regido
correspondente a um hibrido de TE. A escolha dos mesmos se baseou no fato de
apresentarem a maior quantidade de sequéncias proteicas e sua classificacdo pelo
programa RepeatMasker, que apresentou sobreposicdo e/ou interrupcdo de
fragmentos pertencentes a elementos transponiveis. Apesar do fato de que até o
presente momento, essas sequéncias ainda ndo estarem sequenciadas, o tamanho
dos amplicons obtidos, condiz com o tamanho esperado. Acredita-se que a presenca
de fragmentos sobrepostos e interrompidos nas sequéncias referentes a TEs em P.

psidii MF-1 sdo realmente resultado da presenca de hibridos de TEs em seu genoma.
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Epidemiologicamente, os elementos de transposicdo sao importantes para o
conhecimento da organizacdo da especificidade entre hospedeiro e patégeno e da
rapidez em que o patossistema muda. Neste contexto, 0 modo como estes elementos
dispersam ou se conservam no genoma de fungos representam uma marca valiosa
no estudo de populacdes de patdogenos de plantas e animais (GABRIEL et al., 2006).
Comprovando-se a real existéncia de hibridos de TEs no genoma do fungo P. psidii
pode-se entdo inferir sobre a atividade de replicacdo de retrotransposons que pode
produzir novas insercdes no genoma aumentando assim o polimorfismo intra e inter
espécies.

Visto toda influéncia que os elementos de transposi¢cao, especialmente os da
Classe | — LTR Retrotransposons podem exercer sobre o genoma do hospedeiro.
Ressalta-se a importancia do uso concomitante de andlises in silico e confirmagfes
dos dados por técnicas moleculares. Por isso, espera-se que a analise ndo s6 in silico,
mas também com o uso de ferramentas moleculares, permita a verificacdo de que as
sequéncias disponiveis do genoma de P. psidii MF-1 sdo realmente hibridos de TEs,
a confirmacdo desses dados inéditos, é de suma importancia para o melhor
entendimento da biologia do patégeno, bem como desvendar a confusdo verificada
no sistema de classificacdo in silico por alinhamento e similaridade com TEs de

bancos de dados observada.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A area de florestas plantadas no Brasil apresenta 70% de sua composi¢cao
correspondente a cultura de espécies de Eucalyptus. Ao longo do seu
desenvolvimento, o eucalipto esté sujeito a diversas doengas, sendo que a ferrugem,
causada pelo fungo Puccinia psidii, € considerada a grande ameaca a cultura e
também a diversas outras espécies da familia Myrtaceae. A ferrugem € conhecida
como patdgeno do Eucalyptus spp. desde o século XX, porém informacdes a respeito
da interacdo molecular planta-patégeno, mecanismos de resisténcia, assim como a
biologia do fungo e sua viruléncia séo incipientes.

Os organismos eucariotos podem apresentar em seu genoma até 50% de
elementos transponiveis (TEs), uma classe de DNA repetitivo capaz de influenciar a
organizacdo, integridade e evolugcdo do genoma hospedeiro, além de regular a
expressao génica. Especialmente em espécies de fungos patogénicos, o estudo de
elementos transponiveis permite obter maior conhecimento sobre diversos
mecanismos, como o silenciamento génico de genes relacionados a viruléncia, além
de servir como Otimo marcador de polimorfismo no estudo de diversidade
populacional.

Dessa maneira, o estudo da atividade de elementos transponiveis em P. psidii
Winter, é de suma importancia para o melhor entendimento da biologia do patégeno
e indiretamente no controle de ferrugem de eucalipto no Brasil e no mundo.

O capitulo 2 do presente trabalho descreve a classificacao e caracterizacdo in
silico de possiveis elementos transponiveis do genoma parcialmente sequenciado de
P. psidii (linhagem monopustular MF-1) por duas estratégias, ambas apontaram a alta
frequéncia de elementos da Classe | — LTR Retrotransposons. A verificagcdo da
integridade de contigs ndo apresentou resultados positivos, nenhuma das regides
importantes na identificacdo (LTRs para Classe | e TIRs para Classe Il e TSRs) foram
encontradas.

Sugere-se como hipdtese que ha alta taxa de mutagdo dos elementos que
compdem o genoma de P. psidii MF-1, alterando as regides conservadas a ponto de
nao serem passiveis de deteccdo por algoritmos convencionais. As mutacdes podem
também ser responsaveis por gerar sequéncias recombinantes deles, descritos na
literatura como hibridos de TEs ou TEs complexos e a classificagdo destas sequéncias

torna-se bastante confusa.
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A anotagdo manual permitiu observar que existem sequéncias conservadas
relacionadas a transposi¢do. Destaca-se a importancia da incorporacao de analises
manuais as automaticas para refinar os resultados e confirmacéo de dados gerados.

A distribuicdo de TEs apresentada por P. psidii MF-1 corrobora com os dados
presentes na literatura, que relata uma maior incidéncia de elementos LTR
Retrotransposons e elementos mais comuns no reino Fungi, além disso, esta
distribuicdo foi também descrita em outras espécies de fungos, causadores de
ferrugem.

A comparacdo com outras Puccinia spp. e P. psidii MF-1 com relacdo ao
repertério de elementos transponiveis apresentou divergéncia. As espécies P.
graminis, P. striiformis e P. triticina apresentam maior frequéncia de elementos da
Classe 1l — DNA Transposons, enquanto P. psidi MF-1 tem seu genoma
majoritariamente constituido por LTR Retrotransposons.

Visto a importancia destes na geracdo de polimorfismos e variabilidade
genética no genoma hospedeiro devido a capacidade de “deixar uma copia e se
transpor”. A fragcao de LTR Retrotransposons pode estar relacionada a capacidade de
P. psidii apresentar-se como patégeno de diversas espécies de Myrtaceae, fato nao
observado as demais Puccinia spp. que apresentam uma relacdo mais estreita
espécie-especifica de infeccéo.

Ressalta-se portanto, a importancia da continuidade destes estudos para o
melhor entendimento em escala evolutiva de P. psidii bem como a diversidade
populacional desta espécie para o delineamento eficiente de uma ferramenta de
controle biolégico.

No capitulo 3, visando uma aplicacdo pratica do estudo de TEs, foi avaliada a
técnica IRAP para analise de diversidade populacional em P. psidii. Este estudo é
importante para o entendimento da biologia do fungo e dos mecanismos envolvidos a
qguebra de resisténcia em diversas espécies Myrtaceae.

Destaca-se entdo a importancia de otimizar e até desenvolver novas técnicas
de analise de diversidade populacional baseada em polimorfismos gerados por LTR
Retrotransposons para a compreenséao deste fungo biotrofico causador de ferrugem.
Uma vez desenvolvidos, os marcadores moleculares podem ser também utilizados
em outros fungos da ordem Pucciniales e até do filo Basidiomycota, jaA que as

sequéncias sdo conservadas.
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Como observado pelos resultados obtidos, existe uma dificuldade consideravel
na classificacdo de TEs em P. psidii. Tendo em vista a limitacdo da disponibilidade de
informagdes no Banco de Dados do Puccinia Group Genome Database - Broad
Institute e também da complexidade do genoma de fungos da ordem Pucciniales,
considerados organismos de tamanhos de genoma grandes.

A identificag&o e caracterizagéo de TEs no genoma de fungos fitopatogénicos
podem fornecer informacdes importantes sobre o mecanismo de transposicao,
ativacdo, distribuicdo horizontal e vertical, mecanismos de silenciamento génico,
organizacdo do genoma hospedeiro e estudo de diversidade genética e populacional.
Todos estes aspectos séo relevantes e podem contribuir de alguma maneira para a
melhor compreensdo da relacdo planta-patbgeno, mecanismos de viruléncia, entre
outros.

Visto toda influéncia que os elementos de transposi¢cao, especialmente os da
Classe | — LTR Retrotransposons podem exercer sobre o genoma do hospedeiro,
pode-se dizer que o presente trabalho, obteve resultados inéditos, permitindo o
avanco no entendimento da biologia e melhor compreensdo do genoma desse
fitopatdgeno, que podera contribuir futuramente para o controle da ferrugem, como o
direcionamento de programas de melhoramento de Eucalyptus spp, resistentes a P.

psidii, sendo essa uma valiosa contribuicdo para o setor florestal.





