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RESUMO

Caracterizacao de genes associados ao tipo de reagdo sexual em Sporisorium
scitamineum, agente causador do carvao da cana-de-agucar

Sporisorium scitamineum é um fungo basidiomiceto causador do carvdo da cana-
de-acucar, uma doenca com impacto negativo no cultivo da cana-de-agucar, e
com ocorréncia em todos os paises produtores. A manifestacdo da doenca na
cultura da cana depende da formacdo de uma hifa dicariética a partir da
anastomose de duas hifas hapléides compativeis com relacdo ao tipo de reacéo
sexual (mating-type). O controle do cruzamento sexuado (mating) é realizado
pela expressao de um conjunto de genes presentes em dois loci, a e b. O locus a
codifica um lipopeptideo com funcdo de feroménio e um receptor de feromdnio,
responsaveis pelo reconhecimento de células compativeis e fusdo de hifas,
enguanto o locus b codifica fatores de transcricdo que controlam a expressao de
genes responsaveis pela manutencédo das hifas dicarioticas durante o processo
de infeccao e crescimento do fungo dentro da planta. Apesar de desempenharem
funcdo essencial no processo de infeccdo e manutencdo da doenca em cana-de-
acucar, o conhecimento a respeito da organizacao gendmica ou da funcao dos
demais genes presentes nos loci a e b em S. scitamineum e em outros fungos
causadores de carvdo é ainda incipiente. Desta forma, o objetivo geral do
presente trabalho foi isolar as regides gendmicas relacionadas aos genes de
cruzamento em S. scitamineum e analisar comparativamente com regifes
similares ja descritas e depositadas em bancos de dados publicos. Para o
isolamento destas regides, foi construida uma biblioteca gendmica em BAC de
uma linhagem hapldide de S. scitamineum, a Ssc39 (+), isolada de uma
variedade de cana-de-acUcar com sintomas de alta susceptibilidade. Foram
selecionados 11 clones por PCR. Os insertos foram sequenciados e utilizados
para confirmacdo da montagem dos loci no sequenciamento do genoma do
fungo. Apesar do fungo S. scitamineum apresentar sistema bipolar de reacdo
sexual assim como o fungo U. hordei, as analises comparativas de ambos os
locus indicaram que S. scitamineum apresenta maior similaridade com o fungo
S. reilianum principalmente com o alelo al, no qual apresenta sistema tetrapolar
de reacdo sexual. A anotacdo e caracterizacdo dos genes do tipo de reacgéo
sexual (mating type) possibilitaram a comparacdo e melhor entendimento sobre
esses genes de grande importancia na patogenicidade e no ciclo de vida do
fungo.

Palavras-chave: Biblioteca em BACs; Mating type; Basidiomicetos; Genes

homologos, Sporisorium scitamineum
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ABSTRACT

Characterization of mating type loci of Sporisorium scitamineum, the causal
agent of sugarcane smut

Sporisorium scitamineum is a basidiomycete fungus causing the smut disease
in sugarcane, with a negative impact on the cultivation of sugarcane, and occurring in
all producing countries. The manifestation of the disease in sugarcane crop depends
on the formation of a dikaryotic hyphae originated of the anastomosis of two haploid
mating type compatible cells. The control of the sexual crossing (mating) is
performed by expression of a set of genes present in two loci, a and b. The locus a
encodes a lipopeptide with the function of pheromone and pheromone membrane
receptor responsible for cell recognition and compatible hyphal fusion, whereas the
locus b encodes transcription factors that control the expression of genes responsible
for the maintenance of the dikaryotic hyphal growth in plant. Although they play an
essential role in the maintenance of infection and disease in sugarcane process,
knowledge about the genomic organization and function of other genes in these two
loci of S. scitamineum and other smut fungi is still incipient. Thus, the overall goal of
this work was to isolate genomic regions related to the mating type in S. scitamineum
and to perform a comparative analyze with similar regions described and deposited in
public databases. For the isolation of these regions, we constructed a genomic BAC
library of a haploid strain of S. scitamineum, the Ssc39 (+), isolated from a variety of
sugarcane with symptoms of high susceptibility. Eleven clones were selected by
PCR. The inserts were sequenced and used to confirm the assembly of both loci in
the genome sequencing of the fungus. Although S. scitamineum belongs to the class
of bipolar system of sexual response as well as the fungus U. hordei , the
comparative analysis of both loci indicated that S. scitamineum shows greater
similarity to the S. reilianum mainly with Al allele, which has a tetrapolar system
sexual response. The annotation of the genes and characterization mating type
genes enabled the comparison and better understanding of the importance of these
genes in the life cycle of the fungus.

Keywords: BAC-Library; Mating type; Basidiomycets; Homologous genes,
Sporisorium scitamineum
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gendmica em vetor do tipo BAC de S. scitamineum, nas seguintes
condicbes: por 5h a 60mA. As colunas das extremidades sao
marcadores moleculares 1 Kpb. As primeiras setas de cada imagem em
vermelho indicam o clone amplificado contendo o gene do mating type
em cada uma das placas submetidas a PCR. A segunda seta em
vermelho indica a amplificacdo do controle (DNA total extraido) A. C-2
(Linha C, Coluna 2) da P06; B. B-3 (Linha B, Coluna 3) da P11; C. D-9
(Linha D, Coluna 9) da P16; D. C-2 (Linha C, Coluna 2) da P26; E. D-9
(Linha D, Coluna 9) da P28..........ooovmeiiiiiciicii e 68

Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% do produto de amplificacdo por

PCR realizado com os 96 BACs da placa selecionada (SSC06) da
biblioteca gendémica em vetor do tipo BAC de S. scitamineum, nas
seguintes condicdes: por 5h a 60mA. As colunas das extremidades sao
marcadores moleculares 1 Kb. As primeiras setas de cada imagem em
vermelho indicam o clone amplificado contendo o gene do mating type
em cada uma das placas submetidas a PCR. A segunda seta em
vermelho indica a amplificacdo do controle (DNA total extraido) A. G-4
(Linha G, Coluna 4) da P01; B. A-8 (Linha A, Coluna 8) da P06; C. D-4
(Linha D, Coluna 4) da P07; D. A-3 (Linha A, Coluna 3) da P13; E. D-9
(Linha D, Coluna 9) da P16; F. D-1 (Linha D, Coluna 1) da

Figura 22 - Detalhes das 20 bandas do cari6tipo eletroforético de S. scitamineum

para derivados haploides A e B dos isolados Sscll e Ssc39. Em
destaque a estimativa dos comprimentos cromossomais de Ssc39 A
(NUNES €t al., 2011).....uuiiiiiiiiiiiiiiieiee e e e e e 71

Figura 23 - Localizacéo e confirmacéo do sistema bipolar de mating type dos locus a

e b por Southern blot. A. Gel de PFGE da separa¢cdo dos cromossomos
corado com brometo de etidio. B. Hibridizacdo com a sonda Ptell3
(regido telomérica). C. Hibridizagdo com sonda do gene bE (locus b). D.

Hibridizagdo com sonda do gene pra (Ilocus @)...........ccvoviiiiiiiiinnnen. 72
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Figura 24 - Perfil de qualidade de bases e exemplo de “limpeza” (trimming) realizado
nas sequéncias resultantes do sequenciamento da ponta dos BACs, por
Sanger. As setas superiores indicam as regides eliminadas contendo
sequéncia de baixa qualidade. As setas inferiores indicam as regifes
eliminadas correspondentes @0 VETON............cuvvviviiiiiieeeeiiie e 73
Figura 25 - Anotacdo dos genes do locus a preditos pelo software Augustus
identificado no scaffold 181 da montagem preliminar do genoma do fungo
S. scitamineum e determinagdo do tamanho do loCus...............eeveceiiennnnnn. 76
Figura 26 - Anotac&o e caracterizacdo das regides codantes do locus a contendo os
detalhes do sentido, do tamanho e dos exons e introns de cada um dos
genes. O gene Iba possui o tamanho de 1.336 pb, os genes de feromoénio
mfal.2, 511 pb e mfal.3, 268 pb, o gene receptor de feromdnio pra contém
1.259 pb, o0 gene rba, 762 pb e panC, 1,227 pb..........cccooirrriiiii, 76
Figura 27 - Representacédo grafica do alinhamento do complexo génico do locus a do
fungo S. scitamineum (Sc) com os locu a de um alelo de U. maydis (Um
al), o gene MAT-1 de U. hordei (Uh mat-1) e trés alelos de S. reilianum (Sr
al, Sra2 e Sra3). Os retangulos cloridos indicam as regifes codantes dos
genes ortologos e as linhas representam as regiées ndo codantes (introns).
A organizagdo dos genes apresentou perfeita sintenia entre as sequéncias
de S. scitamineum e do alelo al de S. reilianum. Por outro lado observou
baixa similaridade principalmente entre as sequéncias do alelo al de U.
maydis e do alelo a3 de S. reilianum, no qual apresentam posicao diferente
dos genes de feromoénio, além de dois genes a mais lga e rga com funcao
(o [T YoTo] o] g [=Tox o - U PPPPRPRRPRR 79
Figura 28 - Filogenia especifica do gene receptor de feromdnio (pra) do mating type.
Andlise de Maxima verossimilhanca das sequéncias de proteinas do gene
receptor de feromonio. Os valores proximos ao braco indicam o bootstrap
(1000 FEPELICOES) . .. e ee e e ettt e e e e e e e e e e e 80
Figura 29 - Anotacdo dos genes do locus b preditos pelo software Augustus
identificado no scaffold 101 da montagem preliminar do genoma do fungo

S. scitamineum e determinagédo do tamanho do locus...............ecceiiennnnn. 81
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Figura 30 - Anotacéo e caracterizacdo das regides codantes do locus b contendo os
detalhes do sentido, do tamanho e dos exons e introns de cada um dos
genes.O gene bW possui o tamanho de 2.092 pb, o gene bE, 1.479 pb, o
gene relacionado a IES, 2.622 pb e o gene relacionado a regulacao nuclear
POSSUI 590 P 82

Figura 31 - Representacdo grafica do alinhamento do complexo génico do locus b do
fungo S. scitamineum (Sc) com os locu b de um alelo de U. maydis (Um
b1), de um alelo de U. hordei (Uh bl) e trés alelos de S. reilianum (Sr b1,
Srb2 e Srb3). Os retangulos cloridos indicam as regides codantes dos
genes ortologos e as linhas representam as regibes nao codantes
(introns).A organizacdo dos genes apresentou perfeita sintenia entre as
sequéncias de S. scitamineum comparada com outros fungos causadores
de Carvao €M gramiNEaS. ......c.oiuurrriieeeiiiieiee e e s st eee e e e st ee e e e s sbreeeeeeaane 82

Figura 32 - Filogenia especifica do dos genes do locus b do mating type. Analise de
Maxima verossimilhanca das sequencias de proteinas dos genes bE e bW.
Os valores proximos ao braco indicam o bootstrap (1000
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1 INTRODUCAO

Com uma producdo estimada de 652 milhdes de toneladas na safra de
2013/2014 e com um aumento de 10,7% em relacdo a safra anterior, o Brasil é o
principal produtor de cana-de-acucar (Saccharum spp) do mundo, seguido pela
india, China e Tailandia. Essa cultura compreende 8,7 milhes de hectares de area
plantada, com destaque para o Estado de Sdo Paulo, que representa 51,31% da
area total cultivada (CONAB 2013).

Entre os fatores importantes que influenciam na producédo da cana-de-acucar e
consequentemente resultam na reducdo de biomassa e dos seus subprodutos esta a
severidade de algumas doencas provocadas por fungos, bactérias, virus,
nematoides e micoplasmas (SANGUINO, 1998). Para a cana-de-acucar foram
descritas mais de 216 doencas, destas, pelo menos 58 foram encontradas no Brasil
(ROSSETO, SANTIAGO, 1994).

Na cultura da cana-de-acUcar, quatro doencas sdo consideradas como mais
importantes: o carvao da cana, raquitismo das soqueiras, escaldadura das folhas e
mosaico da cana-de-acUcar. Entre as doencas fungicas que trazem preocupacoes e
podem trazer prejuizos no setor canavieiro do Brasil destacam-se a ferrugem e o
carvao (SANTOS, 2003).

A doenca do carvdo na cana-de-acuUcar é causada pelo fungo Sporisorium
scitamineum. A planta € mais vulneravel a doenca em seu estagio inicial de
crescimento. As condicdes de manejo da cana-de-acUcar e o fato destas
permanecerem por alguns anos no campo, com ciclos de corte e rebrota, tornam a
presenca dos esporos um problema durante toda a estacdo de cultivo
(FIGUEIREDO, 2008).

Em espécies de fungo causadoras de carvdo, o cruzamento sexuado €
controlado por dois loci, a e b (BAKKEREN et al., 2008). O locus a apresenta dois
genes gue codificam um feroménio (Mfal e Mfa2) e um receptor de feromonio (Pra).
O feromoénio é responsavel pelo reconhecimento mutuo das hifas de conjugacéo
hapldides. O reconhecimento ocorre pelo produto do gene que codifica uma proteina
transmembrana receptora (BAKKEREN et al., 2008; BOLKER, 2001). O locus b
apresenta dois genes regulatérios, bE (bEast) e bW (bWest) que séo transcritos em
orientacdo divergente. Eles codificam duas subunidades de um fator de transcrigéo
com homeodominios (HD1 e HD2). Os homeodominios sdo segmentos de DNA
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constituidos por 180 pares de base (pb) que codificam 60 aminoacidos altamente
conservados durante a evolucao, presentes em genes homeobox (genes conhecidos
como controladores do desenvolvimento e considerados importantes na evolugéo
dos organismos). Proteinas com homeodominios funcionam como fatores de
transcricdo por meio da ligagdo do mesmo com o DNA em uma sequencia
especifica, interagindo com genes-alvo e promovendo sua possivel ativacao,
repressdo ou mesmo modulacdo (ABATE-SHEN, 2002; NUNES et al,. 2003).

Sabe-se que a estrutura gendmica para os dois loci (a e b) em Ustilago maydis,
Ustilago hordei e Sporisorium reilianum ja estdo bem caracterizadas (KELLNER et
al., 2011), porém em S. scitamineum ha uma necessidade de maiores estudos dessa
caracterizacdo e analise, principalmente, do locus a.

Uma estratégia que auxilia na analise e caracterizacdo desses genes é a
utilizacao de sequéncias de BAC-ends. Os BACs (Bacterial Artificial Chromossome)
sdo vetores, inseridos em bactérias, que carregam insertos de aproximadamente
100 a 150 kbp, constituindo bibliotecas genémicas (SHIZUTA et al., 1992) A partir da
biblioteca genémica é possivel selecionar e isolar um inserto que contenha uma
sequéncia de interesse utilizando primers especificos.

Considerando o papel chave dos genes associados ao tipo de reacdo sexual
(mating-type) em patogenicidade, e ainda o discreto conhecimento a respeito da
organizagdo gendmica assim como a fungao dos genes presentes nos loci a e b de
fungos causadores de carvdo em gramineas, o presente trabalho objetivou num
contexto geral analisar comparativamente sequéncias que compreende essa regiao
genbmica em S. scitamineum.

Mais detalhadamente, visou-se atingir os seguintes objetivos especificos: (i)
Construir uma biblioteca genémica de S. scitamineum inserida em vetores BACs (ii)
Identificar e selecionar, via PCR, clones da biblioteca que contivessem genes
associados a determinacdo do mating-type; (iii) Sequenciar completamente o inserto
dos clones selecionados com cobertura da regido dos dois loci através de
sequéncias de BAC-ends e do sequenciamento do genoma do fungo; (iv) Montar,
anotar e analisar comparativamente as sequéncias obtidas com aquelas sequéncias
equivalentes ja determinadas para outras espécies de fungos e depositadas em
bancos de dados publicos e (v) Analisar comparativamente em diferentes linhagens

de S. scitamineum os genes chaves dos loci a e b.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Fungos causadores de carvao

O termo fungos do carvao € usado para descrever um grupo de mais de 1.000
espécies de fungos que infectam de maneira geral a florescéncia das plantas,
resultando em sintomas caracteristicos, onde ocorre a substituicdo de érgaos da
planta por uma massa negra de teliosporos semelhantes a fuligem (DEACON, 2005),
e podem causar perdas consideraveis nas plantas cultivadas (VANKY, 1987).

Os fungos basidiomicetos causadores de carvdo em gramineas, parasitas
biotréficos de plantas, compreendem um grupo de espécies da familia
Ustilaginaceae e contém mais de 50 géneros que sdo capazes de infectar mais de
4.000 espécies de plantas. O mais notavel entre estas espécies de plantas € o da
familia das Gramineae (atual Poaceae), ou seja, gramineas (DEACON, 2005).
Quase todas as gramineas sdo atacadas por fungos causadores de carvdo, mas
cada fungo tem uma gama de hospedeiros muito restrita. Uma espécie raramente
infecta mais do que trés plantas hospedeiras diferentes (BAUER et al., 2001). Sdo
fungos biotroficos e dependentes de suas hospedeiras para completar a sua vida
ciclo (STOLL et al., 2005). Entre os géneros mais comuns estao Ustilago, Tilletia e
Sporisorium (BAUER et al., 2001).

Pesquisas sobre espécies modelo como U. maydis, U. hordei e S. reilianum
revelaram os primeiros conhecimentos da diversificacdo e complexidade da biologia
do cruzamento sexual desses fungos (STOLL et al., 2005; SCHIRAWSKI et al.,
2005, URBAN et al., 1996). U. maydis € considerado um bom modelo nos estudos
da genética do tipo de relacdo sexual e da fisiologia da sinalizacdo de ferorménio
(KAMPER et al., 2006; VOLLMEISTER et al., 2011).

Como todo fungo estritamente biotrofico, os fungos do carvdo néo utilizam de
estratégias agressivas durante a interacdo e consequentemente ndo matam o seu
hospedeiro. Véarias fases com relacdo ao tipo celular que compde a sua estrutura
podem ser monocariéticos hapléides e dipléides e dicaridticos — durante o seu ciclo
de vida. Todas as espécies de fungo que causam carvao induzem o ciclo sexual
para formar hifas dicaridticas antes de infectar a planta hospedeira. O dicério
infeccioso necessita do hospedeiro para proliferar e produzir os esporos diploides

sexuados e de resisténcia. Esses esporos quando maduros germinam, sofrem
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meiose produzindo esporidios hapléides que se fundem formando o dicéario
infecciosoe estabelecem apressorios para invadir os tecidos da planta hospedeira e
iniciar o processo infeccioso (STOLL et al., 2005). As células haploides crescem por
brotacdo e vivem saprofiticamente e ndo sdo capazes de causar a doenca. O
contato proximo e de dependéncia do fungo com o hospedeiro os torna um grupo de
patdgenos bastante especializados.

2.2 O carvao na cana-de-acucar

O carvdo da cana-de-acucar, tendo como agente causal o fungo S.
scitamineum, foi primeiro relatado na Africa do Sul em 1877, na cidade de Natal
(LUTHRA, 1940) o segundo relato foi nas Américas na provincia de Tucuman na
Argentina (SUNDAR, 2011), e expandiu para o Paraguai em 1944 (JAMES, 1978) e
depois para o Brasil em 1946 (VEIGA, 1972). O carvéao foi descrito ocorrendo em
todas as areas de cultivo comercial de cana com excecado, até o momento de Fiji e
Papua Nova Guiné que sdo consideradas regifes do centro de origem da cana
(COMSTOCK e LENTINI, 2005). Desde entdo o carvdo tem se expandido pelos

campos de cana (Figura 1).

e bR

@ Sponsorium scitamineum
Figura 1- Distribuicdo do fungo S. scitamineum em todos os paises produtores de cana-de-acgucar
ao redor do mundo (PLANTWISE, 2013)
No Brasil a primeira ocorréncia registrada em 1946 foi no engenho de Taruma

no municipio de Assis, Estado de S&o Paulo. No levantamento fitossanitario
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realizado na época, o0 municipio de Assis, revelou ser o maior foco da doenca, mas
touceiras atacadas também foram encontradas em Céandido Mota, Palmital e
Macarai. No municipio de Piracicaba, a doenca foi identificada em 1951, na Usina
Monte Alegre. Poucos anos mais tarde o carvao da cana-de-agucar ja se encontrava
em diversos estados brasileiros, como Rio grande do Sul, Espirito Santo, Minas
Gerais, no sul de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Em 1985 o patégeno
chegou até a regidao Nordeste, no municipio de Cascavel, Ceara. No ano seguinte,
novas regides foram atingidas pelo fungo, tendo a doenca alcancada a regido central
de Goiéas e Bahia (COPERSUCAR, 1987).

A doenga é considerada uma das mais importantes no cultivo da cana-de-
acucar e a diminuicdo na produtividade é provocada por um conjunto de fatores, que
incluem reducao do diametro e desenvolvimento dos colmos, reducdo no nimero de
perfilho industrializavel, e perdas no conteddo de acucar devido a um aumento de
tecido fibroso (LEE-LOVICK, 1978; FERREIRA; COMSTOCK, 1989; CASAGRANDE,
1998), deixando-os em condi¢Bes inadequadas para o processo de industrializacao
atualmente utilizado, assim reduzindo a biomassa e a producéo de acucar e etanol.

Os danos causados pelo fungo S. scitamineum, s&do variaveis, mas podem
causar perdas de até 100% em variedades suscetiveis (TOKESHI, 1997).
COMSTOCK e LENTINI (2005) afirmaram que certas regides canavieiras podem
permanecer por muitos anos sem relatos de carvdo, entretanto, a doenca pode
reaparecer e devastar rapidamente areas com variedades suscetiveis. Os danos
causados pelo fungo incidem tanto na redugcédo da produgdo como na perda de
qualidade do caldo. (BERGAMIN FILHO et al., 1987).

A designacao de carvao se refere a formacdo massiva de esporos escuros
com aparéncia de “cinzas de carvao” espalhados pela planta. Na década de 80
ocorreu a maior epifitia registrada no Brasil causando grandes prejuizos sobre a
variedade NA56-79, que ocupava cerca de 50% da area canavieira, registrando
incidéncias de até 80% nas éareas comerciais (BERGAMIN, et al., 1987,
CASAGRANDE 1998).

Antes de emitirem o chicote, as plantas doentes, apresentam um angulo de
insercao das folhas mais agudo, limbo foliar estreito e curto, colmos mais finos que o
normal e touceiras com superbrotamento (TOKESHI, 1997, Figura 2). Os chicotes
surgem geralmente em plantas com 2-4 meses de idade, ocorrendo também em

plantas com 6-7 meses de idade. Nessas estruturas sdo encontrados milhdes de
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teliosporos (Figura 3) que podem se dispersar rapidamente com o vento por toda a
cultura (COMSTOCK; LENTINI, 2005; TOKESHI, 1997).

Figura 2- Sintomas em touceiras de cana-de-agUcar infectadas pelo fungo S. scitamineum.
Sintomas caracteristicos de limbo foliar estreito e curto, colmos mais finos que o normal e
touceiras com superbrotamento em comparacgao com a planta saudavel (SUNDAR, 2012)

Figura 3- Sintomas e estrutura da missao de chicote do fungo S. scitamineum, em cana-de-acgUcar
contendo teliésporos (SUNDAR, 2012)

by

Diferencas quanto a suscetibilidade de variedades de cana-de-aclUcar a
diferentes isolados do fungo ja foram detectadas (COMSTOCK; HEINZ, 1977).
Taxas e padrbes de colonizagdo diferem também entre variedades suscetiveis e
resistentes (LLOYD; PILLAY, 1980; RAGO et al., 2009). Outra variavel a doenca
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refere-se a evolucdo do patdégeno. Solos contaminados com S. scitamineum,
favorecem a hibridacdo entre variantes do fungo, permitindo a geracao de novas
linhagens virulentas (PIEPENBRING; STOLL; OBERWINKLER, 2002; SCHENCK,
2003; BRAITHWAITE et al., 2004; RABOIN et al., 2007).

2.3 Fungo Sporisorium scitamineum

Primeiramente, o patdégeno do carvao, foi descrito e identificado em 1870
(MUNDKUR, 1939) como Ustilago sacchari, nome que foi originalmente atribuido a
um fungo, no qual, atacava flores no Ird (GIGLIOTI, 1993). Sydow (1924) foi o
primeiro a concluir que o agente causal do carvao da cana € completamente distinto
de U. sacchari. S. scitamineum é um fungo do filo Basidiomycota, classe
Ustilaginomycetes, ordem Ustilaginales e familia Ustilaginaceae. A espécie
Sporisorium scitamineum foi retirada do género Ustilago (Ustilago scitaminea)
considerando resultados de duas analises independentes (PIEPENBRING et al.,
2002; STOLL et al., 2005). Entre outros argumentos, a transferéncia foi corroborada
por diferencas encontradas nas estruturas reprodutivas (esporéangio) formadas
durante o desenvolvimento do fungo na planta.

O S. scitamineum, como todas as espécies do género Ustilago, é um fungo
basidiomiceto, biotréfico, parasita de tecidos meristematicos. Sua penetracdo na
planta é realizada por hifas dicaridticas através de tecidos ndo diferenciados da
parte basal das gemas ou pela base das primeiras folhnas emergentes (TOKESHI,
1985). E um fungo dimérfico, variando entre uma fase hapléide (leveduriforme) e
uma fase dicariotica (micelial).

O ciclo sexuado s6 se completa durante a interacdo com a planta hospedeira,
no entanto, a propagacgao vegetativa € rapida e facilmente obtida em meio de cultura
artificial. A manifestacdo dos sintomas provocados por S. scitamineum na cultura da
cana depende inicialmente da formacdo de uma hifa dicariética a partir da juncéo de
duas linhagens haploides geneticamente distintas, porém compativeis dependentes
do tipo de reacgao sexual (mating type) (ALBERT e SCHENCK, 1996; KRONSTAD e
LEONG, 1990) (Figura 4).

O desenvolvimento da doenca culmina na interferéncia no metabolismo da
planta, gerando um estrutura em forma de chicote (composto de tecido vegetal e

tecido do fungo, (Figura 3) que abriga os teliésporos dipléides (2n). Os teliosporos
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sdo esporos de resisténcia que passam por um periodo de dorméncia e quando
germinam podem formar um pro-basidio. Os fungos de carvdo ndo apresentam a
formacédo de um basidiocarpo classico. Os basidiésporos (n) sdo formados a partir
do pro-basidio, no qual ocorre cariogamina e meiose (HIRSCHHORN, 1950). S.
scitamineum € um fungo heterotalico de forma que, os basidiésporos compativeis
(produtos da meiose), ou seja, com tipos de reacdo sexual diferentes, quando
germinam, promovem anastomose de hifas, que sao dicariéticas e infecciosas,
iniciando novamente o ciclo sexuado. Somente essa fase micelial dicaridtica é
infecciosa. Neste sentido, patogenicidade esta diretamente associada aos eventos

que levam a fuséo de hifas compativeis.

Teliésporo

Probasidio

v

Melose

Chicote

Cana-de-aglcar ©— r

‘k @
Mlcello = 6
(n+n)
_ 6_- @ @ (_ Esporidios

Levedura Tipo de reagéo (n)
(n) sexual compativel

Figura 4- Distribuicdo Caracteristicas do desenvolvimento do fungo S. scitamineum e aspectos da
interacdo com a cana-de-acucar. 1: Emissdo do chicote e formacao dos telidsporos, 2:
Germinacado dos teliésporos e emissao de probasidio e esporidios produto da meiose, 3:
Reacdo sexual, 4. Fusdo dos esporidios e formacdo da hifa dicaridtica infectiva, 5:
Esporidios na forma leveduriforme (REIS, 2012)

Os fungos basidiomicetos, sdo na sua maioria heterotalicos, ou seja, exigem
um tipo diferente de mating para entrar na fase sexual. Os genes mating type
garantem que apenas 0s nucleos geneticamente distintos irdo se fundir e passar por
meiose antes da formacdo dos esporidios. Além do sistema de acasalamento
tetrapolar (onde os loci do tipos de acasalamento sexual ndo estdo fisicamente

ligados no mesmo cromossomo), fungos basidiomicetos heterotalicos apresentam
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também um sistema bipolar (onde os loci do tipos de acasalamento sexual estdo
contidos no mesmo cromossomo em um sitema Unico de MAT) (KRONSTAD e
STABEN, 1997).

Albert (1996) desenhou primers, com base na sequéncia dos genes
regulatorios codificados pelo locus b, bE e bW (Figura 5) de U.maydis, e avaliou a
sua utilizacdo na deteccdo de S. scitamineum in planta. O produto amplificado foi
sequenciado e apresenta cerca de 70% de identidade a regides homdlogas de U.
maydis e U. hordei. Dois alelos foram identificados no genoma de S. scitamineum

para esse gene na populacéo analisada.

Locus b

bE bW
- HD1 homeodominio
HD2 homeodominio

Figura 5- Esquema representando o posicionamento do primers utilizados para amplificar uma
regido especifica do locus b que determina o tipo de reacdo sexual como descrito por
Albert e Schenck (1996)

Até o momento, existem 74 sequéncias de S. scitamineum codificando 14
proteinas depositadas na base de dados GenBank, sendo 9 delas da regidao que

contém o locus b para mating type.

2.4 Mating type em outros fungos causadores de carvao

Estudos em U. maydis, assim como em espécies causadoras de carvao,
revelam que para a realizacdo do ciclo sexual, as células do fungo precisam ser
compativeis, ou seja, precisam apresentar tipos de reacdo sexual compativeis
(mating type). O tipo de reacéo sexual é controlado por dois loci, a e b (BAKKEREN
et al., 2008: BAKKEREN et al.,, 1992; ALBERT e SCHENCK, 1996). O locus a
apresenta dois genes os quais codificam um lipopeptideo com funcéo de feroménio
e um receptor de feromoénio. O feromoénio é responsavel pelo reconhecimento matuo
das hifas haploides. O reconhecimento acontece pelo produto do gene que codifica
uma proteina transmembrana receptora. Os feroménios lipopeptideos Mfal e Mfa2
secretados por esporidios cujo alelos sejam de reacdo sexual diferente s&o

detectados reciprocamente através de receptores transmembrana de feromoénios
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(Pra). Apo6s a deteccdo do sinal emitido pelo feromdnio, através de uma sinalizacéo
intracelular que envolve proteinas-G e uma cascata de MAP-cinases, as células
respondem com a formacéo de hifas de conjugacédo que crescem uma em direcdo a
outra e se fundem em suas pontas (BAKKEREN, et al., 2008; BOLKER, 2001). O
locus b é multialélico e codifica fatores de transcricdo da familia de reguladores do
desenvolvimento que contém homeodomineos (SINGH et al., 2004; BOLKER, 2001).
A fusdo de células compativeis, decisiva ao processo de infeccdo e o
estabelecimento da doenca em U. maydis, é regulada por um par de fatores de
transcricdo (BAKKEREN et al., 2008). Durante o processo de infec¢do, sinais do
ambiente e outros especificos ao hospedeiro sdo percebidos e transmitidos
utilizando vias de sinalizacdo intracelular. Se componentes dessas vias Sao
interrompidos, a viruléncia pode ser reduzida (BAKKEREN et al., 2008; BOLKER,
2001).

A estrutura gendmica completa do locus a foi determinada para os dois alelos
descritos em U. maydis (ANDERSON, et al.,, 1999; BAKKEREN e KRONSTAD,
1996) e para os trés alelos descritos em U. hordei (SCHIRAWSKI et al., 2005). Para
as duas espécies a sequéncia dos genes que codificam os feroménios e o0s
receptores variam entre os alelos, assim como a regido adjacente. Existem pelo
menos outros quatro genes com funcéo ainda desconhecidas na regido do locus a, e
outros, como 0s genes rga2 e lga2 com funcdo em potencial na heranca mitocondrial
uniparental (BORTFELD et al., 2004).

Ainda em U.maydis, apés a fusdo dos esporidios, o dicario filamentoso é
formado e apenas mantido se ambos os nucleos possuam diferentes alelos no locus
b, que existe em pelo menos 23 alelos. O locus b apresenta dois genes regulatérios,
bE (bEast) e bW (bWest) que sao transcritos em orientacdo divergente. Eles
codificam duas subunidades de um mesmo fator de transcricdo com
homeodominios, cada qual contém homeodominios de classes diferentes: HD1 e
HD2. O N-terminal dessas subunidades protéicas contém o maior grau de variagdo
guando alelos diferentes sdo comparados (regido variavel), e por isso foram
utilizados para diferenciar molecularmente os alelos. A por¢cdo C-terminal das
proteinas, onde se encontram os homeodominios, é altamente conservada. Para
gue ocorra a continuidade do crescimento dicariético filamentoso in planta, é
necessario a formacao de um fator de transcricdo heterodimérico funcional, formado

pelo produto de alelos diferentes.
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Os loci a e b em U. maydis estdo localizados em cromossomos diferentes
fazendo com que a segregacdo desses loci seja independente (BAKKEREN et al.,
2008). Esse tipo de distribuicdo independente dos loci a e b nos cromossomos é
denominado sistema tretrapolar de mating-type. O mating-type em S. reilianum,
causador de carvdo em milho e cevada, € também do tipo tetrapolar. O sistema é
dito bipolar quando os loci a e b estédo fisicamente ligados no genoma segregando
como um unico locus. Entre os fungos causadores de carvdo em gramineas, 0
sistema bipolar foi descrito em U. hordei e S. scitamineum (BAKKEREN e
KRONSTAD, 1994; BAKKEREN e KRONSTAD, 1993; BAKKEREN et al. 2008). Para
U. hordei foram descritos dois alelos diferentes para o locus b (BAKKEREN e
KRONSTAD, 1994). S. scitamineum apresenta sistema bipolar de reacdo sexuada
onde foram descritos dois alelos para o locus b (+ e -) (ALBERT e SCHENCK, 1986).
Em estudos realizados pelo Genomics Group ESALQ/USP em uma populacdo de
isolados obtidos de diferentes regides canavieiras do Brasil esta sendo investigado a
presenca de outros alelos para S. Scitamineum.

Na estrutura gendmica conhecida para o locus b em U.maydis, S.reilianum e U.
hordei MAT-1, os genes encontram-se na mesma orientacdo, ordem e com 0 mesmo
contexo gendmico. Ja para o locus MAT-2 de U. hordei, os genes estéo localizados
de maneira invertida considerando o contexto descrito anteriormente.

No sequenciamento completo das 20,5 milhdes de bases do genoma de U.
maydis, foram preditos 6.902 genes. Como era esperado, frente a natureza da
interagdo com o hospedeiro, ndo foram encontrados em abundancia genes de
patogenicidade como aqueles comumente descritos em fitopatdégenos necrotroficos.
No entanto, genes que codificam enzimas de degradacdo da parede celular estédo
presentes no genoma de U. maydis (KRONSTAD, 2008). Experimentos onde foi
interrompida uma copia do gene para endoglucanase nao surtiram efeito na reducéo
de viruléncia (SCHAUWECKER et al, 1995). Ainda, a partir do sequenciamento do
genoma foi possivel detectar um agrupamento de genes que codificam proteinas
secretadas previamente descritas como de funcéo desconhecida. Em experimentos
funcionais foi comprovada a participacdo de tais proteinas na patogenicidade do
fungo (KAMPER et al., 2006), no entanto até o momento ainda é desconhecida a
funcéo especifica dessas proteinas durante a interagdo com o hospedeiro.

Seguindo o desenvolvimento das novas tecnologias de sequenciamento em

grande escala, as Iiniciativas de sequenciamento completo de genomas
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apresentaram um avan¢o com relacdo aos fungos. Alguns dos patégenos de plantas
mais importantes ja apresentam disponiveis as sequéncias completas do genoma
(SOANES et al.,, 2007; XU et al.,, 2006). Alem dos genomas completamente
sequenciados de U. maydis, e S. reilianum (SCHIRAWSKI et al., 2010), que causa
carvao em milho esforcos de sequenciamento estdo em progresso para U. hordei
que causa carvao em cevada (BAKKEREN et al., 2008). A analise molecular, bem
como conhecimentos sobre o mecanismo de acdo e compatibilidade existente entre
os alelos dos dois loci envolvidos no processo de reacdo sexual é importante para o

entendimento desse patossistema.

2.5 Bibliotecas gendmicas construidas em BACs

O estudo dos genomas de organismos eucariotos sofreu um grande avango
nos anos 80 com o advento das chamadas bibliotecas genémicas. Resumidamente,
essas bibliotecas, sdo uma colecdo de clones que representam o genoma de um
organismo em sua totalidade. A construcédo consiste na ligacdo de fragmentos do
genoma em estudo em algum tipo de vetor, que por sua vez, sao inseridos em um
organismo hospedeiro, sendo geralmente bactérias ou leveduras (QUAIL et al.,
2011).

Bibliotecas de grandes insertos de DNA tém sido ferramentas muito
importantes no mapeamento fisico, clonagem de genes e andlise da estrutura e
funcdo génica de varios organismos (LAHAYE et al., 1998; SHIRASU et al., 1999;
FRARY et al., 2000). Com o aumento do uso dessa técnica, uma seérie de vetores
foram desenvolvidos, cada um com sua especificidade, vantagens e desvantagens.
Dentre esses vetores, destacam-se os Cromossomos artificiais de leveduras - YACs
(BURKE et al., 1987), Cromossomos artificiais de bactérias - BACs (SHIZUIA et al.,
1992), PACs (IAONNOU et al., 1994), fosmideos (KIM et al., 1992). A tecnologia que
envolve a obtencéo de DNA de alto peso molecular (High Molecular Weight — HMW)
tem ganhado atencdo especial nos ultimos anos, e vem sendo desenvolvida e
utiizada em pesquisas gen6micas modernas, principalmente em constru¢des de
bibliotecas de grandes insertos de DNA.

A utllizacdo de vetores YACs e BACs, para construgdo de bibliotecas
gendmicas de grandes insertos de DNA é muito mais frequente quando comparada

aos demais vetores (CENCI et al., 2003), pois com um numero reduzido de clones
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necessarios é capaz de representar e produzir uma ampla cobertura do genoma de
um dado organismo (ZHANG et al., 2012). Recentemente, os BACs tem se tornado o
vetor mais escolhido para a construcado destas bibliotecas devido a facilidade do
manuseio e isolamento, propagacédo dos clones, relativa alta estabilidade e baixo
nivel de quimerismo quando comparada aos vetores YACs (NOIR et al., 2004,
KELLEY et al., 1999).

BACs n&o séo vetores criados a partir de cromossomos artificiais per se. Ao
contrario do que o nome descreve, mas sdo fatores bacterianos do tipo F
modificados. Apesar de serem capazes de carregar insertos de até 500 Kpb, o
tamanho tipico de um fragmento clonado em BAC é de 80 a 200 Kpb (PETERSON
et al.,, 2000). A maioria dos vetores BAC contém as caracteristicas de selecéo
comuns a maioria dos vetores, como resisténcia a antibidticos e um sitio de
clonagem multipla associado a um gene repoérter (o que possibilita a inativagdo por
insercéo de fragmento). A estabilidade de clones BAC é em parte devido a presenca
do fator F que impede que mais de um BAC habite simultaneamente uma mesma
bactéria (YUKSEL e PATERSON, 2005).

Bibliotecas BAC em que cada clone é armazenado individualmente tem se
tornado uma ferramenta central na pesquisa genética. Estas bibliotecas ja foram
feitas para diferentes organismos de diferentes taxa e tem sido empregadas em
diversas areas da gendmica como para 0 sequenciamento completo de genomas
(VENTER et al., 1996; ZHANG et al., 2001; SATO et al., 2011), isolamento de genes
(COYNE et al.,, 2007; PAIVA-JORGE et al., 2012; JANG et al., 2006), analises
comparativas de estrutura génica e sintenia (ILIC et al., 2003; WANG et al., 2005;
MA et al., 2010), integracdo de mapas de ligacdo e cromossémico (FUCHS et al.,
1998; PEDROSA et al., 2002; WAI et al., 2010), analise do genoma funcional em
larga escala (CHANG et al., 2011; JOHNSON et al., 2011), prospeccdo de SNPs
(OLLITRAULT et al.,, 2012), investigacdo da estrutura genémica por meio de
hibridizagdes (CHENG et al., 2002) e clonagem posicional (PATOCCHI et al., 1999;
JANDER et al., 2002; MONNA et al., 2002; ZHANG et al., 2007), entre outras.

A facilidade de sequenciamento dos clones de BAC possibilitou o
desenvolvimento da estratégia de BAC-end Sequencing (VENTER et al., 1998), que
possibilitam uma primeira visdo sobre a composi¢cdo de um genoma, pela andlise
das sequéncias das pontas dos insertos e 0 mapeamento de genes de cépia simples
(PETERSON et al ., 2000).
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A utilizacdo das bibliotecas gendémicas em BAC possibilitou a conducdo de
experimentos como desenvolvimento de mapas fisicos para grandes genomas € 0
sequenciamento completo de genomas, nos quais, eram dificeis de serem realizados
usando bibliotecas convencionais, além de demandar um custo muito inferior ao

realizado sem auxilio de bibliotecas em vetores do tipo BAC (ZHANG ET al., 2012)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao das linhagens haploides com tipo de relacdo sexual compativel

Uma linhagem de S. scitamineum, Ssc39, isolada de uma variedade altamente
susceptivel (IAC982053) ao carvao foi a linhagem de referéncia utilizada neste
projeto e foi obtida na estacdo experimental do programa de melhoramento do
Centro Avancado de Pesquisa Tecnolégica do Agronegocio de Cana, Instituto
Agrondmico, Ribeirdo Preto em colaboragdo com a Dra. Silvana Creste. O
crescimento do estado hapléide do fungo (leveduriforme) foi obtido anteriormente e
mantido em meio sélido ou liquido YM (composto de 0,3% de extrato de levedura,
0,3% extrato de malte, 0,5% de peptona de soja, 1% de glicose) a temperatura de
28° C, como descrito em Singh et al. (2005). O estoque foi realizado a -80°C das
fases leveduriformes em glicerol 15%.

O teste de compatibilidade para tipos de reagdo sexual (plating mating) foi
realizado para cada cultura oriunda de telibsporos. Foram isoladas cinco colonias
leveduriformes (haploides) da seguinte forma: o teliosporo cultivado em meio sélido
foi inoculado em meio liquido sob agitacdo por 24 horas a 28 °C. Dilui¢cdes seriadas
foram plaqueadas em meio de cultura sélido para obtencdo de colbnias
monosporicas. As colbnias isoladas foram testadas quanto a compatibilidade em
placas de mating segundo Bolker (1992). Células de cada colbnia isolada foram
suspensas em solucdo salina e 20 pL adicionadas a uma placa contendo meio
sélido. Em cada gota foi adicionada uma segunda suspensao de células de outra

colénia para obtencédo das hifas aéreas cada vez que a reacao fosse compativel.

3.2 Biblioteca gendmica em vetores do tipo BAC (Bacteria Artificial

Chromosome) de S. scitamineum

3.2.1 Extracao do DNA de alto peso molecular

Estratégias de rotina em laboratério de biologia molecular foram realizadas
seguindo protocolos descritos em Sambrook et al. (1989). Para obtencéo do DNA de
alto peso molecular foram utilizados protoplastos em adaptacdo de Harju et al

(2004). Utilizou-se como inoculos coldnias leveduriformes (haploides), da linhagem
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ssc39 positiva, crescidas em meio liquido YEDP (1% de extrato de levedura, 1% de
peptona de soja, 2% de glicose), em incubadora sob agitacdo de 300 rpm, a 28 °C,
por 24 h. As células leveduriformes crescidas foram transferidas para um tubo tipo
Falcon de 50 mL e centrifugado por 10 min a 5.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e ao centrifugado adicionado 10 mL de EDTA 10 mM. A amostra foi
cuidadosamente homogeneizada com utilizagdo de pipeta. Em seguida foi
centrifugada por 10 min a 5.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionado
4,5 mL de solucdo McClustey (1M Sorbitol, 50 mM NaH,PO,4, 50 mM NaHPO,, pH
5,8), descrita por McClustey e Mills (1990) com 8 mg/mL de Glucanex (Sigma
L1412). A homogeneizacdo da amostra foi realizada cuidadosamente e mantida em
repouso por 2 horas. Em seguida foi centrifugada por 15 min a 1.000 rpm, o
sobrenadante descartado e adicionado 100 pL de 25 mM — Tris, 1M Sorbitol e 25
mM de EDTA. A amostra foi homogeneizada com a utilizacdo de ponteiras com as
pontas cortadas e transferida para microtubos de 1,5 mL.

Os moldes de plugs de agarose (BioRad) foram lavados, limpos com alcool
70% e esterilizados sob luz UV. A parte inferior dos moldes foi selada com fita crepe
adesiva. Os tubos contendo o DNA de alto peso molecular foram incubados em
estufa a 45°C durante 10 min.

Foram homogeneizados 100 puL da amostra com 100 pL de agarose com baixo
ponto de fusdo (LMP- low melting point), 2,5% e transferidos imediatamente para o
molde de plug previamente montado. ApGs a secagem dos plugs, foram transferidos
para microtubos de 2 mL e acrescido 1,5 mL de solu¢cdo com protease ( SDS 1%,
EDTA 0,5 M, protease Sigma® 1 mg/mL), mantidas a -4°C por 24h. Apés 24h foi
adicionado 100 pL de EDTA.

3.2.2 Testes para obtencéo do padréo de digestdao do DNA com Hindlll

O procedimento foi realizado segundo Peterson, et al (2002), modificado. Foi
realizada a triplice lavagem dos plugs previamente preparados em tubos tipo Falcon
de 50 mL utilizando-se 20 mL de T10E1. As duas primeiras lavagens foram realizadas
por 1h sem agitacdo, a terceira lavagem foi realizada por 1h sob leve agitacdo. A
solucgéo foi trocada a cada lavagem. Em seguida a solugéo foi descartada e os plugs

transferidos para microtubos de 1,5 mL. Adicionou-se o tampao da enzima Hindlll
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(50 pL de Buffer, 450 pyL de H,O mili-Q). Os plugs com tampé&o ficaram incubados,
overnight a 4°C. Em seguida, foram preparados 6 microtubos contendo em trés dos
tubos 5 pL da enzima Hindlll (10 unidades/ pL) e trés 10 pL da enzima Hindlll.
Foram mantidos por 30 min no gelo e seguidamente os plugs foram adicionados em
cada um dos microtubos mantidos por mais 1h no gelo. Para o teste de digestéo as
amostras dos microtubo foram submetidas ao banho seco a 37°C por 2 min, 10 min
e 15 min. Em seguida foi adicionado 100 uL de EDTA em cada amostra e agitados

gentilmente para promover o contato entre a agarose e o EDTA (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentrac¢des de Hindlll e tempo de incubagéo utilizados no teste de digestédo da enzima
de restricdo

Tubos Quantidade de enzima (Unidade) Tempo de incubagéo a 37°C (min)

A 50 2
B 50 10
C 50 15
D 100 2
E 100 10
F 100 15

Para a visualizacdo dos padrfes de digestéao foi preparado um gel de agarose
1% (140 ml TBE 0,5 x, 1,4 g de agarose). O gel correu em eletroforese de campo
pulsado (Biorad CHEF-DR lll) utilizando os seguintes parametros: 12°C, voltagem
6vicm, Pinicial 1S, Prina 40s € tempo de corrida 18h e corado em brometo de etideo e

fotografado sob acéo de luz UV em fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).

3.2.3 Digestéao e selecao do tamanho dos fragmentos

Para a digestéo parcial do DNA foi utilizado o padrao de digestdo contendo 10
pL da enzima Hindlll e submetido ao banho seco a 37°C por 2 min conforme o teste
descrito no item 3.2.2. ApoOs determinar a concentracdo Otima da enzima,
temperatura e tempo de digestdo ideal para produzir fragmentos entre 100 a 300
kpb, foi realizada a digestéo dos plugs de agarose. Em seguida, o DNA foi separado
em dois géis de agarose 0,8% (140 ml TBE 0,5 x, 1,12 g de agarose) de eletroforese
em campo pulsado sucessivos, Selecéo | e Selecéo Il, para verificar e selecionar os

fragmentos de tamanho adequado para a construcédo da biblioteca. Na Selecéo I, o
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DNA parcialmente digerido foi aplicado em uma canaleta resultante da jungéo dos
pocos na porcdo mediana do gel, e separado em eletroforese de campo pulsado
utilizando os seguintes parametros: 12°C, voltagem 6v/cm, Piniciar 1S, Prina 40s €
tempo de corrida 18h. A regido contendo fragmentos entre 50 a 300 kpb foi excisada
do gel e dividida em trés blocos iguais (a, b e c). Para a Selec¢éao Il, os trés blocos
foram colocados em um novo gel de agarose 0,8% contendo a fragdo do meio em
agarose LMP 0,8% e separados por eletroforese de campo pulsado utilizando os
seguintes parametros: 12°C, voltagem 6v/cm, Piniciai 1S, Psinas 40S € tempo de corrida
18h. Apdés o término da segunda selecdo, os pedacos de gel (a, b e ¢) com
fragmentos de aproximadamente 100 - 250 kpb foram excisados e armazenados em
TBE 0,5x a 4°C (PETERSON et al .2002).

3.2.4 Extracao do DNA do gel por eletroeluicao

O isolamento do DNA por eletroeluicédo foi realizado segundo Peterson, et al
(1999). Primeiramente todos os componentes do Eletroporador foram tratados com
NaOH por 15 min, seguidos de banho em agua destilada por mais 15 min, para
eliminacdo de possiveis residuos moleculares. A fracdo contendo fragmentos entre
100 a 250 kpb foi recortada do gel e dividida trés blocos iguais (a, b e ¢) como citado
anteriormente. Os blocos de agarose foram lavados em TAE 1x (96,8g de Tris base,
22,84ml de Acido Acético Glacial, 14,88 ml de EDTA 0.5 M, pH 8,0) por 1 h 30 min,
sendo trocado a cada meia hora. Ap6s a lavagem, os blocos foram submetidos a
corrida em eletroeluidor por 2h (30 mA, 80-100 V), ao final os eletrodos foram
invertidos por 90 s. Foram recuperados os volumes em A73 uL,em B 75 uLe em C
108 pL . O conteudo foi transferido para microtubos de 0,6 mL e mantidos no gelo.

Para a quantificacdo do DNA foi utilizado um gel de agarose 0,8%, em TAE 1x.
Foram adicionados 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ng/uL de lambda DNA (Invitrogen) e 5
pL de DNA eletroeluido adicionado de 2 pL de tampdo da amostra (Azul de
Bromofenol: 30% de glicerol, 70% de TioE10, bromofenol). As amostras foram
levadas a eletroforese juntamente com os marcadores a 45 mA por 1 h. corado em
brometo de etideo e fotografado sob acdo de luz UV em fotodocumentador
ImageQuant 300 (GE). Durante todo o procedimento foram utilizadas ponteiras de

200 pL com pontas cortadas, para minimizar a quebra mecéanica do DNA.
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3.2.5 Ligacao e Transformacao

ApoOs a quantificacdo do DNA, foram misturados o volume contendo o inserto e
vetor na razdo de 1.5 em ng de DNA de acordo com o protocolo do KIT
CopyControl™ BAC Cloning Epicentre — Biotechnologies. O vetor utilizado para a
clonagem foi pCC1BACTM (Epicentre®) (Figura 6). Todas as solucdes e reagentes
utilizadas foram fornecidas pelo kit. A mistura inserto/vetor foi transferida para
microtubos de 0,6 mL, incubados a 55°C por 10 min, seguidos de incubacdo a
temperatura ambiente por 15 min. O volume final foi de 87 pL. Foram adicionados a
enzima ligase 5U/uL (2 pL), tampéo da ligase 10x (10 pL) e ATP (1 pL) obtendo-se
volume final de 100 pL. A ligacdo foi incubada a 16 °C, overnight. A enzima foi
desnaturada a 65°C por 15 min. Procedeu-se a dessanilizagcdo dos 100 pL de
ligagdo em solugcéao de agarose 1%-100 mM sacarose por 1 h 30 min. O produto da
ligagéo foi armazenado a -20°C.

Para o processo de transformacao foram utilizados 2 pL de ligacéo (b) para 50
uL de uma solucdio de células competentes fornecidas pelo Kit CopyControl™ BAC
Cloning Epicentre — Biotechnologies, de acordo com Peterson, et al (2000),
modificado. A figura 3 apresenta o mapa do vetor utilizado. Os parametros utilizados
foram: Voltagem 330 v, Low 100, High Infinito, Capacitancia 25 pF. Para cada cubeta
de transformacéo foram adicionados 1 mL de SOC (20 g triptona, 5 g de extrato de
levedura, 0.5 g de NaCl, 950 mL de H,O destilada). A reacao foi incubada por 1h a
37°C sob leve agitacao. Fez-se o plaqueamento de 100 pL de amostra em meio CG
(Circle Grow, MP Biomedicals, LLC) (40 g CG, 1 L H,O destilada) acrescido de IPTG
(2 mL de IPTG, 8 mL de H,O destilada) e XGAL (20 mg/mL) e antibiotico
cloranfenicol (50 mg/mL - 1,25 pL em 5 mL de meio CG). Para o inserto controle
foram utilizadas placas contendo somente meio CG. As placas foram incubadas a
37°C por 24 h. Ap6s o plagueamento e crescimento das colénias de bactéria, foi

realizada a selecdo das coldnias azuis (sem inserto) e brancas (com inserto).
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dos multiplos sitios de restricdo do vetor. O sitio de restricdo Hindlll foi utilizado para a
construcdo da biblioteca genémica

3.2.6 Estimativa do tamanho dos insertos - Minipreparacdo de BACs por Kit
Marcherey-Nagel 740618.24

Para esta etapa foi adicionado 1,2 mL de meio de cultura Circle Grow (4 g de
CG em 100 mL de agua destilada), em cada poco, das placas de cultura fornecidas
pelo kit. O repique das colonias foi realizado com auxilio de um carimbo repicador
(para placas de 96 pocos). Para o crescimento, a placa foi incubada a 37°C, sob
agitacdo de 240 rpm por 18h. Posteriormente submetida a centrifugacéo por 20 min
a 2200 rpm. O sobrenadante foi descartado, a placa invertida sobre papel
absorvente para retirada de residuos de meio e incubada a -20°C por 20min.
Adicionou-se 300 pL da solucédo F1 (fornecida pelo kit), e homogeneizou sob
agitacdo de 650 rpm. Foi adicionado 300 pL da solucdo F2, a placa foi selada,
invertida 6x para homogeneizar e incubada a temperatura ambiente por 4 min. Apés
a incubacao foi adicionado 300 pL da solucdo F3, a placa foi novamente selada e

invertida 6x. Todo o volume da reacdo foi adicionado a placa filtro e submetido a
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centrifugagdo por 4 min a 1000 rpm. Seguidamente foi adicionado 630 pL de
isopropanol, a placa foi selada, invertida 8x e centrifugada por 1h a 2500 rpm. O
sobrenadante foi descartado e adicionou 500 pL de etanol gelado (4°C), novamente
a placa foi selada e centrifugada por 20 min a 2500 rpm. Descartou-se o
sobrenadante e a placa foi incubada a 37°C por 1h para secagem. ApGs a secagem
foi adicionado 35 pL de agua mili-Q, a placa foi incubada por 30min a temperatura
ambiente.

Ap0s a miniprep foi realizado a reacao de digestdo com enzima Notl, no qual o
vetor utilizado apresenta sitio de restricdo (Figura 4) . Em uma placa de Elisa foi
adicionado 15 pL de miniprep e 5 pL do mix de digestao calculado de acordo com o
manual do kit (240 pL de tamp&ol10x, 24 pL de BSA 100x, 14 pL de Notl, 323 pL de
agua mili-Q). a placa foi selada e incubada a 37°C por 5h. Para a quantificacdo do
DNA foi preparado um gel de agarose 0,8%, em TBE (0,5x). Foram adicionados 15
pL de digestdo juntamente com 5 pL de tampéao da amostra. Foi utilizado marcador
molecular MindiRange PFG Marker (BioRad) nas extremidades do gel. O DNA foi
separado em eletroforese de campo pulsado a 6v/icm por 16h, corado em brometo
de etideo e fotografado sob acéo de luz UV em fotodocumentador ImageQuant 300
(GE).

3.2.7 Selecao das coldonias recombinantes e estoque da biblioteca

Apoés o plagueamento, crescimento das colbnias e estimativa do tamanho dos
insertos foi realizado a repicagem dos clones em placas de 96 pocos fundos
contendo 1 mL de meio CG (40 g CG, 1 L H,O destilada) e antibiético cloranfenicol
(12,5 pg/mL). Em cada placa foram repicadas 96 colbénias brancas, com auxilio de
palitos estéreis. As placas foram incubadas overnight, a 37°C, e posteriormente
estocadas a 4°C(PETERSON et al.; 2002), por 24h para a confirmacéo das colonias
selecionadas. Algumas coldnias apresentam a coloracédo azul tardiamente.

Seguidamente, com auxilio de uma micropipeta multicanal, foi adicionado 115
pL da colbnia crescida em meio CG com antibidtico, overnight, juntamente com 85
uL de Glicerol 60% em placa de estoque. A placa foi selada e estocada a -80°C. Foi
realizada duplicata de cada placa para estoque. Cada placa é dividida em colunas
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identificadas por nimeros (1 a 12) e linhas identificadas por letras (A-H), com isso,
cada clone é facilmente identificado e isolado.

3.3 Amplificacdo daregido conhecidados lociaeb

3.3.1 Extrag&o do DNA Total

Foram utilizados como in6culos, as colénias leveduriformes (haploides)
separadas para os dois tipos sexuais do sistema de incompatibilidade sexual do
mating type, crescidas em meio liquido YEDP (1% de extrato de levedura, 1% de
peptona de soja, 2% de glicose), em incubadora sob agitacdo de 300 rpm, a 28 °C,
por 24 h. As células leveduriformes crescidas foram transferidas para um tubo tipo
Falcon de 50 mL e centrifugado por 15 min a 8500 rpm (3X, totalizando 150 ml por
Falcon). O sobrenadante foi descartado, o pellet incubado a -80 °C por 2h e
liofilizado por 24h. Apds a liofilizagdo o pellet foi pesado e em seguida foi macerado
em cadinho com auxilio de pistilo. Foi adicionado 15 mL de solugcdo de lise
previamente preparada (0,06 M de EDTA 0,5 M, 400mM de Tris-HCI 1 M, 1% de
SDS a 10%, 1 M de NaCl a 5 M, H,O mili-Q) e homogeneizado com auxilio do pistilo,
em seguida foi acrescido 2 mL de 2-mercaptoetanol e hovamente homogeneizado.
Todo conteudo do cadinho foi transferido para um tubo tipo Falcon, acrescido de 1
volume de fenol saturado, pH 6,6/7,6 (AMRESCO), homogeneizado e centrifugado
por 8500 rpm por 15 min. O sobrenadante foi recuperado em um novo tubo tipo
Falcon, acrescido de 1 volume de cloroférmio absoluto, homogeneizado e
novamente centrifugado por 15 min a 8500 rpm. O sobrenadante foi recuperado em
um novo tubo Falcon, acrescido Y2 volume de fenol, % volume de cloroférmio,
homogeneizado e centrifugado por 15 min a 8500 rpm. Novamente a fragéo superior
foi recuperada em um novo tubo tipo Falcon, e adicionado 1 volume de cloroférmio,
homogeneizado e centrifugado. O sobrenadante foi recuperado, acrescido de 2,5
volumes de etanol absoluto a 4 °C e centrifugado por 6 min a 8500 rpm. O
sobrenadante foi descartado, acrescido 5 mL de etanol 70% gelado, centrifugar por 4
min a 8500 rpm. O sobrenadante novamente foi descartado e o centrifugado
incubado a temperatura ambiente para secagem por 1h 30min. O pellet foi
ressuspendido em 300 uL de TE. Para o tratamento com RNAse foi adicionado 4 uL
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da enzima e incubado a 37 °C overnight, seguido de 15 min a 45 °C. A quantificacédo
foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 0,5x, por 2h a 50 mA,
corado em brometo de etideo e fotografado sob acdo de luz UV em
fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).

Para a purificacdo do DNA extraido foi realizado a limpeza com CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide), no qual 300 uL de produto da extracdo foi
adicionado 150 pL de NaCl 5M, 120 uL de CTAB 10% em NaCl 1M, homogeneizado
por inversao e incubado por 10 min a 65 °C. Foi acrescido 900 pL de cloroférmio,
centrifugado por 5 min a 1200 rpm. O sobrenadante foi recuperado, adicionado 1
volume de isopropanol absoluto gelado e centrifugado por 10 min a 12000 rpm. O
pellet foi lavado duas vezes com 500 mL de etanol 70% gelado, centrifugado por 5
min a 12000 rpm e ressuspendido em 80 uL de TE. A quantificacdo foi feita por
eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 0,5%, por 2h a 50 mA, corado em
brometo de etideo e fotografado sob acdo de luz UV em fotodocumentador
ImageQuant 300 (GE).

3.3.2 Amplificagao do locus a

O DNA extraido foi utilizado como molde na reacdo de PCR, para a
amplificagdo da regido conhecida do locus a. Os primers utilizados foram
desenhados com auxilio da plataforma CLC Genomic Workbench v.5.5.1 (CLCbio,
Aarhus, Dinamarca), (SSC39A “foward” 5-AGATCGGGAAGAAAATG-AGC-3" e
SSC39A “reverse” 5’- TTGTATCATCGTGGGTCTCTGG-3') O PCR foi realizado em
termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) e consistia em 2,5
puL de Buffer Tag DNA polimerase (Fermentas), 0,5 pL de solugcdo de 10 mM
contendo uma mistura de quatro desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs), 2 pL
de solugdo a 25mM de Cloreto de Magnésio (MgCly) , 1 pL de solucdo de cada
primers a 10 uM, 0,3 pL equivalente a 1 unidade de Taqg polimerase (Fermentas), 48
ng de DNA extraido e 13,7 puL de agua livre de nuclease. Os parametros utilizados
foram: um ciclo inicial a 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a
94°C/ 30s, 45 ciclos de anelamento a 55°C/30s, 45 ciclos de extenséo a 72°C/45s e
um ciclo final de 72°/7min. A visualizacéo foi feita por eletroforese em gel de agarose
0,8% em TBE 0,5x, por 90 min a 40 mA, corado em brometo de etideo e fotografado

sob acéo de luz UV em fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).
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3.3.3 Amplificagao do locus b

O DNA extraido foi utilizado como molde na reacdo de PCR, para a
amplificagdo da regidao conhecida do locus b. Os primers utlizados foram
desenhados por Daniel Prezotto Longatto processo FAPESP, 2010/19119-0 (IC),
com base na sequéncia amplificada pelos primers descritos por Albert e Schenck
(1996). (Usi bE “foward” 5-GCTGGTCCAACATTCTCC-3" e Usi bE “reverse” 5'-
CGCTTGCTCTCTGCTTAG-3’). O PCR foi realizado em termociclador Veriti 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems) e consistia em 2,5 yL de Buffer Taqg DNA
polimerase (Fermentas), 0,5 puL de solugédo de 10 mM contendo uma mistura de
guatro desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs), 2 uL de solucdo a 25mM de
Cloreto de Magnésio (MgCl,) , 1 yL de solucdo de cada primers a 10 uM, 0,3 uL
equilavelente a 1 unidade de Taq polimerase (Fermentas), 48 ng de DNA extraido e
13,7 pL de agua livre de nuclease. Os parametros utilizados foram: um ciclo inicial a
94°C por 5min, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C/ 30s, 45 ciclos de
anelamento a 55°C/30s, 45 ciclos de extensdo a 72°C/45s e um ciclo final de
72°7min. A visualizacéo foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE
0,5%, por 90 min a 40 mA, corado em brometo de etideo e fotografado sob acéo de
luz UV em fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).

3.4 Selecdo dos BACs

3.4.1 Pool de Placas

Para a selecdo dos BACs que contém os genes de interesse, primeiramente foi
realizado um pool de placas, onde foi adicionado em placas recipientes 20 ml de
meio GC (40 g CG, 1 L H,O destilada), Glicerol 6% com acréscimo de cloranfenicol
(12,5 pg/mL). Com o auxilio de um repicador estéril, as colénias da placa de origem
foram repicadas nas placas recipientes. Foi feito um pool para cada placa da
biblioteca genémica do fungo. As placas seladas foram incubadas por 22h a 37 °C
sobre agitacdo constante de 40 rpm. Para o estoque em -80°C, as placas foram
centrifugadas por 2 min a 900 rpm, a amostra crescida em meio homogeneizada
com auxilio de uma pipeta, e transferidos 2 ml para tubos criogénicos devidamente

identificados.
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3.4.2 Amplificagcdo com enzima Phi 29

A amplificacdo com a enzima Phi 29 (GenomiPhi®, Amersham Biosciences), foi
realizada em uma placa de 96 pocgos, onde adicionou-se 9 pL de sample buffer
acrescidos de 1 pL de cultura (Pool). Nos pogos controles o positivo foi adicionado
9uL de buffer mais o 1 pL controle , o negativo foi adicionado somente 9 pL de buffer.
Apos a selagem da placa, foi realizada a desnaturacdo das amostras em
termociclador Veriti 96-Well Cyrcle (Applied Biosystems) a 95 °C por 5 min, e
seguidamente incubadas em gelo. A placa foi centrifugada por 10 s a 1500 rpm e
adicionou-se em todos os pocos (incluindo os controles) 9 uL de reaction buffer
acrescido de 1 pL de enzima Phi 29. Uma nova centrifugacéo foi realizada por 1 min
a 1500 rpm seguida de incubacdo em termociclador por 2h a 37 °C. A inativacédo da
enzima foi feita por incubagdo em termociclador por 10 min a 65 °C. Para a
verificacdo do produto da amplificacdo foi separado por eletroforese, onde foi
aplicado 1pL de amostra em gel de agarose 1% em TAE 1x, por 2 h a 30 mA, corado
em brometo de etideo e fotografado sob acdo de luz UV em fotodocumentador
ImageQuant 300 (GE).

3.4.3 Selecao dos BACs

Primeiramente, foram selecionadas as placas que continham os BACs de
interesse. As reacdes de gPCR em tempo real foram realizadas em termociclador
7500 FAST (Applied Biosystems) usando o kit Platinum SYBR Green gPCR
SuperMix UDG (Invitrogen) conforme as recomendacdes do fabricante. Os primers
utilizados foram desenhados para o locus b por Daniel Prezotto Longatto processo
FAPESP, 2010/19119-0 (IC), com base na sequéncia amplificada pelos primers
descritos por Albert e Schenck (1996). (Usi bE “foward” 5'-
GCTGGTCCAACATTCTCC-3" e Usi bE “reverse” 5- CGCTTGCTCTCTGCTTAG-3’)
e os primers desenhados para o locus a com auxilio da plataforma CLC Genomic
Workbench v.5.5.1 (CLCbio, Aarhus, Dinamarca), (SSC39A “foward” 5'-
AGATCGGGAAGAAAATG-AGC-3 e SSC39A ‘reverse” 5-
TTGTATCATCGTGGGTCTCTGG-3). As reacdes consistiram de 6,25 puL de tampéo
de amplificagdo SuperMix, 0,5 pL de solucdo de 10 uM de cada primer, 0,25 pL de

solucdo de 25 pM da referéncia interna de fluorescéncia ROX, 4 uL de agua livre de
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nuclease e 1 puL de DNA diluido na proporcdo de 1/400. Os parametros utilizados
foram: um ciclo inicial a 95 °C por 5 min, seguido de 45 ciclos de desnaturacdo a
95°C/ 20s, 45 ciclos de anelamento a 55°C/15s e 45 ciclos de extensao a 72°C/30s.
A curva de dissociacdo foi calculada de acordo com os parametros default do
equipamento. Para confirmacao da identidade dos fragmentos gerados nas reagfes
de gPCR, os produtos do gPCr foram separados por eletroforese em gel de agarose
0,8% em TBE 0,5x, por 5 h a 60 mA, corado em brometo de etideo e fotografado sob
acao de luz UV em fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).

Apés a selecdo da placa, foram realizadas as reag6es de PCR para cada um
dos 96 BAC contidos nas placas selecionadas tanto para o locus a quanto para o
locus b. As reacdes foram feitas em termociclador Veriti 96-Well Cyrcle (Applied
Biosystems), e consistiram em 2,5 yuL de Taq DNA polimerase (Fermentas), 0,5 uL
de solucdo de 10 mM contendo uma mistura de quatro desoxirribonucleotideos
trifosfatados (ANTPSs), 2 pL de solugdo a 25mM de Cloreto de Magnésio (MgCly) , 1
ML de solucéo de cada primer (loci a e b) a 10 uM, 0,3 pL equilavelente a 1 unidade
de Taqg polimerase (Fermentas), 1 uL do BAC de cada BAC e 17,7 uL de agua livre
de nuclease. Os parametros utilizados foram: um ciclo inicial a 94°C por 8 min,
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C/30s, 45 ciclos de anelamento a
55°C/30s, 45 ciclos de extensédo a 72°C/45s e um ciclo final de 72°7min. Para
confirmacdo da identidade dos fragmentos gerados nas reacdes de PCR, os
produtos do PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE
0,5%, por 5 h a 60 mA, corado em brometo de etideo e fotografado sob acéo de luz
UV em fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).

3.4.4 Inducéo e Purificacdo dos clones em BAC selecionados

Apoés selecionado os BACs de interesse, foi realizada a inducéo, ou seja,
acionar a replicagdo do BAC recombinante na célula hospedeira, seguindo protocolo
do kit CopyControl™ BAC Cloning (Epicentre-Biotechnologies). Para essa etapa as
placas selecionadas foram parcialmente descongeladas e com auxilio de uma alca
de platina, os BACs de interesse,dos dois locus a e b, foram estriados em placas de
petri contendo meio solido CG (40g/L) acrescido de antibiético Cloranfenicol (12,5
png/mL).As placas foram incubadas por 20h a 37°C. Apés o crescimento, uma colbénia

de cada BAC selecionado, foi inoculada em 5mL de meio CG liquido acrescido de
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cloranfenicol, com auxilio de palito estéril. Em seguida, novamente incubada por 16h
a 37°C sobre 200 rpm de agitacdo constante. 5 mL da cultura crescida foi adicionada
em 45 mL de meio de cultura liquido CG com cloranfenicol e acrescidos 50 pL de
Solucédo de inducéo do kit (CopyControl Induction Solution). A amostra foi incubada
por 5h a 37°C sobre agitacao constante de 200rpm.

Para a purificacdo do DNA foi utilizado o kit BACMAX™ DNA Purification
(Epicentre-Biotechnologies). Em tubos tipo Falcon (50mL), foi transferido 40 mL de
cada cultura induzida. As células foram centrifugadas a 900 g por 40 mina 4 °C e o
sobrenadante descartado. Adicionou-se 6 mL de solucdo 1 do kit, sob agitacédo
(vortex) até a ressuspensao total do centrifugado. Em seguida foi acrescido 6 mL de
solucéo 2 do Kit, e homogeneizado gentilmente por inversdo 3x. Foi adicionado 4,5
mL da solucdo 3 do Kit e novamente foi homogeneizado por inversédo 3x e incubado
em gelo por 15 min. As amostras foram centrifugadas a 8500 g por 40 mina 4°C e o
sobrenadante transferido para um novo Falcon. Para a precipitagdo do DNA foi
adicionado 0,6 volumes de isopropanol, homogeneizado por inversdao de 6kx,
centrifugado a 8.500 g por 40 min a 4 °C e o sobrenadante descartado. Os pellets
foram secos a temperatura ambiente por 5 min e ressuspendidos em 500 uL de TE
Buffer do kit. Foi adicionado 18 pL de RiboShredder RNAse Blend, incubado a 37 °C
por 30 min e acrescido mais 500 pL de TE Buffer. Foi adicionado 1 mL de solugéo 4
do Kit, homogeneizado e incubado em gelo por 15 min, seguido de centrifugacdo por
40 min a 8.500 g a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo Falcon,
acrescido 4 mL de etanol absoluto gelado e homogeneizado por inversdo 6x.
Novamente foi centrifugado por 40 min a 8500 g a 4 °C e o sobrenadante
descartado. Os pellets foram secos a temperatura ambiente por 5 min,
ressuspendidos em 200 yuL de TE Buffer do kit e incubados overnight a 4 °C. A
quantificacdo foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 0,5x%, por 2 h
a 50 mA, corado em brometo de etideo e fotografado sob acdo de luz UV em

fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).
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3.5 Hibridizag&o: confirmacao do sistema bipolar de mating type

3.5.1 Extracdo do DNA Gendmico total e separacdo dos cromossomos

Foram extraidas amostras de DNA genémico de alto peso molecular dos
isolados Sscll, Ssc31 e Ssc39 a partir de culturas leveduriformes hapléides como
descrito no item 3.2.1. Os plugs obtidos foram submetidos a corrida em gel de
agarose 0,8% (140 ml TBE 0,5 x, 1,12 g de agarose) em eletroforese de campo
pulsado (Biorad CHEF-DR Ill) para separacdo dos cromossomos, utilizando os
seguintes parametros: foram cinco blocos totais, seguidos, de corrida a 12 °C,
Blocol, voltagem 1,5 v/icm, Piniciat 3600s, Psing 3600s e tempo de corrida 24h; Bloco 2,
voltagem 1,8 v/icm, Pincia 1900s, Psng 900s e tempo de corrida 48h; Bloco 3,
voltagem 2,7 vicm, Pincia 1900s, Psna 900s e tempo de corrida 28h; Bloco 4,
voltagem 3 v/icm, Piniciat 900s, Prinal 480s e tempo de corrida 24h; Bloco 5, voltagem 3
vicm, Piniciat 420S, Piinat 420s e tempo de corrida 23h (NUNES, et al, 2011). O gel foi
corado em brometo de etideo e fotografado sob acdo de luz UV em

fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).

3.5.2 Preparo da Membrana — Transferéncia Alcalina

O gel de agarose do cariétipo eletroforético dos isolados de S. scitamineum,
conforme descrito no item anterior, foi submetido a depurinacdo por incubacao em
400 mL de solugdo (HCI 0,25M) por 10 min, sob agitacdo. Seguidamente, foi
realizada a desnaturacdo com solucédo desnaturante (NaCl 1M, NaOH 0,5M) por 15
min, sob agitacdo 2x, e neutralizada (Tris - HCI 0,5 M; NaCl 1,5M, pH 7,5), por 15
min sob agitacdo 2x. A membrana de nailon foi imersa em solu¢cdo SSC 5X (20X -
NaCl 3M, Citrato de sodio 0,3 M, pH 7,0). A transferéncia foi preparada colocando-se
o0 gel em uma placa de vidro. Sobre o gel foi colocada a membrana de nailon
umificada (HYBOND- N+ - Amersham) e papéis de filtro. A transferéncia transcorreu
por um periodo de 12 h. Imediatamente o DNA foi fixado a membrana com UV-
crosslinker (Hoefer UVC 500) e armazenado a temperatura ambiente.
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3.5.3 Obtencao do DNA para preparo das sondas

O DNA total utilizado no preparo das sondas foi extraido do isolado Ssc39,
conforme descrito no item 3.3.1. Isolaram-se sequéncias dos locus a e b (via PCR)
que apresentaram um padrdo claro de amplificacdo, bastante DNA e bandas Unicas.
Para tal, uma amostra do DNA total foi utilizada como template para amplificacao
dos fragmentos especificos para cada par de primers. As rea¢des continham cerca
de 100 ng de DNA gendmico, 1x de tampao de PCR; 1,5 mM MgCl,. 10 mM de cada
dNTPS; 0,4 uM de cada primers; 1 U de Tag DNA polimerase e agua ultra-pura para
o volume final de 12,5 uL. As amplifica¢des foram realizadas em termociclador (Veriti
96 Well Thermal Cycler, Apllied Biosystems), utilizando-se o seguinte programa: um
ciclo inicial a 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturagcédo a 94 °C por 30
s, 35 ciclos de anelamento a 55 °C por 30 s, 35 ciclos de extensdo a 72 °C por 45 s
e um ciclo final de 72 °C por 7 min. As amostras foram purificadas utilizando os
procedimentos do kit QIAquick 96 PCR Purification KIT (Qiagen). A visualizacao das
amplificagcbes foi feita por eletroforese em gel de agarose 1% em TBE 0,5x%, por 90
min a 30 v, corado em brometo de etideo e fotografado sob acdo de luz UV em
fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).

3.5.4 Preparo das sondas

As marcacdes das sondas foram realizadas segundo o protocolo do kit Gene
Images™ AlkPhos Direct™ Labelling and Detection System (GE Healthcare). Foi
utilizado 10 ng de DNA para cada sonda. Inicialmente o DNA foi desnaturado
durante 10min. A 95°C e resfriado imediatamente em gelo por 5min, e em seguida,
centrifugado brevemente. Ao tubo que contém o DNA foi adicionado 10 pL do buffer
de reacéo, 2 pL do reagente da sonda e 10 pL da solucéo de trabalho do cross-linker
e homogeneizado gentilmente. A reagédo foi incubada por 30 min. A 37°C e em

seguida colocada em gelo.
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3.5.5 Preparo das membranas, pré-hibridizacado e hibridizacéo

Antes do inicio da hibridizacdo, as membranas foram incubadas, em garrafas
de hibridizacdo, contendo 50 pL da solucdo de pré-hibridizacdo (0,5 M NaCl, 4%
(w/v) reagente bloqueador e tampéao de hibridizagéo) por cm? de membrana e levada
ao forno a 55 °C, em rotacdo por periodo 2 h. Seguindo o protocolo do kit AlkPhos
Direct Labelling Reagents - Amersham, (GE Healthcare). As hibridizacdes foram
realizadas, overnight, sob-rotacdo, em forno de hibridizacdo a 55°. As membranas
foram lavadas 2x, por 10min, a 552C com primeiro tampao de lavagem (2 M Uréia,
0,1 % SDS, 50 mM Fosfato de Sodio, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,2% Blocking
reagente) seguida de duas lavagem a temperatura ambiente por 5 min., com
segundo tampao de lavagem (1M tris-base, 2M NaCl). Finalmente as membranas
foram envoltas em filme plastico e colocadas em cassete de exposi¢do, juntamente
com um filme de revelagdo (Kodak). Este filme ficou exposto sob a membrana pelo
tempo de 4 h para sua impressdo. A revelacdo do filme foi feita em suporte de
revelacdo em sala escura, utilizando-se revelador e fixador (Kodak). Para isso, o
filme foi mantido no revelador por 3 min, na agua por 2 min para lavagem, no fixador
por 5 min e novamente na agua por 2 min. O filme foi finalmente colocado para

secar.

3.6 Sequenciamento

3.6.1 Sequenciamento das extremidades do inserto clonado em BAC

Os BACs purificados foram enviados para sequenciamento das extremidades
no Departamento de Botéanica, laboratério GaTE-LBMP, Profa. Dra. Marie-Anne Van
Sluys, USP/SP, pelo método Sanger, utilizando o equipamento ABI3300 (Applied
Biosystems) e o primer especifico para o vetor utilizado na construcdo da biblioteca
genbmica (Foward 5' GGATGTGCTGCAAGG CGATTAAGTTGG 3' e Reverse 5'
CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC 3.
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3.6.2 Sequenciamento completo do genoma do fungo Sporisorium

scitamineum

O sequenciamento do genoma do fungo S. scitamineum foi realizado em um
equipamento lllimina HiScan, no Departamento de Zootecnia, Laboratério de
Biotecnologia Animal, Prof. Dr Luiz Lehmann Coutinho da ESALQ/USP.

As amostras a serem sequenciadas foram preparadas utilizando o DNA total
extraido do isolado ssc39 leveduriforme negativo e pré-preparado de acordo com o

protocolo do kit Nextera DNA Sample Preparation Workflow.

3.6.3 Pré-processamento montagem das sequéncias

Todas as sequéncias obtidas no presente trabalho foram submetidas a um
processo de limpeza visando avaliar a qualidade das sequéncias, mascarar vetores
e primers, aparar pontas de baixa qualidade, e realizar uma filtragem por tamanho e
por contaminantes.

O processamento das sequéncias oriundas do sequenciamento dos BACs foi
realizada utilizando a plataforma CLC Genomic Workbench v.5.5.1 (CLCbio, Aarhus,
Dinamarca). Primeiramente foi realizado o processamento das sequéncias, visando
avaliar a qualidade das bases. O pré-processamento também eliminou as
sequencias de vetores contidos nos BACs.

O pré processamento do sequenciamento do genoma completo do fungo foi
realizado com a contribuicdo com o Genomics Group, coordenado pela Profa.
Claudia Barros Monteiro Vitorello, e em parceria com o Dr° Jodo Paulo Kitajima,
diretor de Bioinformética da Mendelics Analise Genomica.

Para a montagem preliminar do genoma, os reads obtidos foram pareados
(paired-end), 100 pb de cada lado do fragmento sequenciado. Estas sequéncias
foram entdo alinhadas contra a mitocondria do genoma do fungo S. reilianum e
removidos do conjunto inicial. Essa etapa foi necessaria para que 0 programa
utilizado para a montagem, no caso o SOAP-deNovo, tivesse os melhores resultados

considerando numero de scaffolds e valor de N50 da montagem.


http://soap.genomics.org.cn/soapdenovo.html
http://en.wikipedia.org/wiki/N50_statistic
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3.6.4 Anotagéo

Por anotacdo, entende-se ser um processo multiplo, pelo qual uma ou mais
sequéncias brutas de DNA ou de aminoacidos sdo analisadas visando a atribuicdo
de informacdes biologicas, ou seja, suas funcbes (STEIN, 2001).

Para a identificagdo e anotacao das sequéncias visou a busca de genes do tipo
de relacao sexual, para tal foi utilizado o programa Augustus com o modelo para a

predicdo dos genes descritos para U. maydis (Figura 7).

4 B 8 A 4 '
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qualidade das bases mascal#:r?%?lto de Sequencias de alta
Trimming das primers e vetores qualidade
sequéncias
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type com demais caracterizagao dos Montagem dos
genes de mating contigs
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Figura 7- Fluxograma das etapas de processamento de pré-anotacdo e anotacdo de genes de
mating type em S. scitamineum

3.6.5 Analises comparativas entre os genes de mating type de S. scitamineum

e demais fungos causadores de carvao em gramineas

As andlises comparativas entre a posi¢cdo dos genes de mating type dos locus
a e b de S. scitamineum foram realizadas utilizando as sequéncias dos genes do
mating type dos fungos U. maydis, U. hordei e S. reilianum, depositadas no
GenBank. As sequéncias foram e caracterizadas com auxilio do software
GenePallet.

Para a comparacao de similaridade foi realizada analise de filogenia especifica
dos genes de mating type comparando para o locus a o gene receptor de feromonio
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(pra) e para o locus b os genes bE e bW. A analise foi realizada por Maximo vero-

semelhanca com a utilizacao do software Mega v5.05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Construcéo da biblioteca genémica em vetores do tipo BAC

4.1.1 Extracao de DNA de alto peso molecular

A construcdo das bibliotecas gendmicas com fragmentos de alto peso molecular
de DNA é fundamental, como suporte para projetos de sequenciamento, pesquisas
em genbmica estrutural, regulacdo e interacdo génica, além da identificacdo de
promotores, genes e clusters de genes de interesse. Vetores do tipo BAC tém sido a
opcao preferencial para construcfes destas bibliotecas, pois permitem a insercéo e
clonagem de fragmentos de DNA de 80 a 250 Kpb (ZHANG e WING, 1996; SHIZUYA
et al., 1992). Os BACs apresentam uma série de vantagens, como a estabilidade dos
clones, o baixo quimerismo e uma melhor eficiéncia de transformacao (FRIJTERS et
al., 1997).

Um dos desafios da construcdo desse tipo de biblioteca é a o isolamento de
DNA de alto peso molecular (HWM — Hight Molecular Weigh DNA). Protocolos
convencionais de extracdo de DNA promovem quebras no DNA em pequenos
fragmentos, tornando inviavel sua utilizagéo considerando a capacidade dos vetores
BACs carregarem grandes insertos.

Um dos principais problemas encontrados na tentativa de se isolar o DNA
nuclear de fungos, consiste na remoc¢ado da parede celular, por acdo de enzimas
liticas, para a formacado de protoplastos, um processo que evita a quebra do DNA em
pequenos fragmentos. A protoplastizacdo € um procedimento bem estabelecido em
fungos filamentosos e leveduriformes (PEBERDY et al., 1989). Os protoplastos,
células artificialmente desprovidas de parede, foram inicialmente explorados em
estudos morfoloégicos, bioquimicos e fisioloégicos além de constituir ferramentas
biolégicas importantes para a manipulacdo genética de fungos. Eles sdo requeridos
para a fusdo somatica de individuos pertencentes a géneros ou espécies distintas,
para a determinagcéo do nucleo e/ou tamanho de cromossomos e para a localizacéo
de genes especificos em cromossomos por meio de PFGE, eletroforese de campo
pulsado (PEBERDY et al., 1989), além disso os protoplastos tem grande importancia
em métodos de transformacédo genética (SCHIESTL et al., 1991).

Usualmente, a remocao da parede celular ocorre pela acdo de enzimas liticas,
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em meio osmoticamente balanceado. Além da espécie fangica e do tipo de células
utilizadas, a formacédo de protoplastos depende de fatores como, composi¢cdo do
meio nutritivo, estado fisiolégico da cultura, tipo e concentracdo da enzima litica,
tempo de digestdo, pH e temperatura do sistema. Apos o isolamento, quando em
meio nutritivo apropriado, os protoplastos sdo capazes de regenerar a parece
celular. Contudo, as taxas de regeneragdo e reversdo variam de organismo para
organismo, geralmente ndo atingindo 100% (AGUIAR, 1991).

Para a extracdo do DNA de alto peso molecular foi necessaria a utilizacdo de
um protocolo adequado para evitar a quebra do DNA em pequenos fragmentos. O
DNA foi isolado de células recém-crescidas, que consistem de uma parede celular
menos vigorosa, e foi mantido em plugs de agarose. Os plugs foram incubados em
tamp&o contendo proteinase para a digestdo de proteinas e lipideos presentes. Todo
o protocolo foi realizado utilizando ponteiras com pontas cortadas a fim de minimizar
a quebra mecanica ao longo da sua manipulacdo. O resultado obtido foram plugs
contendo DNA de alto peso molecular e de qualidade conforme observado nas
figuras 8 e 9.

A ampliacdo da variabilidade genética para a grande maioria dos seres Vvivos
ocorre através da reproducdo sexual (CARLILE et al., 2001). Em areas de encontro
das colbnias, de um mesmo isolado ou entre diferentes isolados, podem ser
verificadas a ocorréncia de compatibilidade sexual (reproducdo sexual) e
compatibilidade ou incompatibilidade vegetativa (GLASS et al., 2000). Anastomoses
de hifas permitem a troca do contetdo celular entre individuos diferentes, sendo este
evento requerido nas reacdes de compatibilidade, inicio da reproducdo sexual e
formacéo de heterocarions (GLASS et al., 2000; HICKEY et al., 2002).

Pareamentos de colOnias, entre isolados de S. scitamineum foram realizados
por Longatto, et al (2013) e entre os diferentes isolados foram determinados os
recombinantes, sendo estabelecida a nomenclatura de positivo (+) e negativo (-)
para cada tipo de compatibilidade sexual dentro de cada um dos diferentes isolados.
Para a extragdo do DNA de alto peso molecular para a construgcdo da biblioteca

gendmica foi utilizado o isolado Ssc39 do tipo de compatibilidade positivo.
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Figura 8- Plugs de agarose contendo o DNA de alto peso molecular
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Figura 9- Foto do DNA de alto peso molecular de S. scitamineum (linha 2) em gel de agarose 1% e
eletroforese de campo pulsado nas seguintes condi¢des: 12°C, voltagem 6v/cm, Pijicia 1S,
Psinat 40s e tempo de corrida 18h. Coluna 1, Marcador de peso molecular 225 — 2200 Kpb
(Sigma)

4.1.2 Digestao do DNA com Hindlll e selecdo dos fragmentos de interesse

Apés a extracdo do DNA, a construcdo da biblioteca de BACs requer a
clivagem do DNA em fragmentos de elevado peso molecular por acdo de enzimas
de restricdo. Nesta etapa foram selecionados fragmentos entre 100 a 250 Kpb e
para sua obtencdo, o DNA foi submetido & digestdo parcial. Para a digestao,
primeiramente os plugs foram submetidos a clivagem mecéanica com auxilio de uma
laminula de vidro estéril, visando aumentar a superficie de contato do HMW com a
enzima de restricao.
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O padrao utilizado para a digestao parcial do DNA com a enzima Hindlll que
apresentou fragmentos de tamanho de interesse foi del0 U, submetido ao banho
seco a 37°C por 2 min. Uma pequena degradacdo de DNA foi observada no plug
controle (uncut — sem enzima de restricdo) como podemos observar na Figura 10.

2.200kb uncut

1 2 3 4 5 6 200kb
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225 194,0

145,5
97,0
48,5
23,1

9,42
6,55

4,36

Figura 10- Foto do DNA de alto peso molecular digerido parcialmente com enzima Hindlll em gel de
agarose 1% e eletroforese de campo pulsado nas seguintes condi¢des: 12°C, voltagem
6vicm, Piniciar 1S, Psina 40s € tempo de corrida 18h. Primeira e Ultima coluna, marcadores
moleculares 225-2200 Kpb e 200-0,1 Kpb. Na segunda coluna DNA de alto peso
molecular sem tratamento com enzima. As demais colunas amostra de Ssc 39 tratadas
com enzima. Coluna 1. 10 pL da enzima incubada a 2 min. Coluna 2. 10 pL da enzima
incubada a 10 min. Coluna 3. 10 yL da enzima incubada a 15 min. Coluna 4. 5 L da
enzima incubada a 2 min. Coluna 5. 5 uL da enzima incubada a 10 min. Coluna 6. 5 pL da
enzima incubada a 15 min

Cada enzima reconhece sitios de restricdo que séo distribuidos em diferentes
frequéncias nos genomas dos organismos, portanto o uso de uma enzima de
restricdo adequada, em concentracdes ideais € um ponto chave na fragmentacéo do
DNA para a selecdo de fragmentos de interesse (LEWIN et al., 2007).

Uma vez estabelecido o padrao de digestdo do DNA com Hindlll, foi realizada a

separacao dos fragmentos em eletroforese de campo pulsado de 8 plugs contendo
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DNA parcialmente digeridos, e a selecdo dos fragmentos por tamanho. Sao
recomendados dois ciclos de sele¢cao para a obtencao dos fragmentos de tamanhos
maiores, uma vez que o segundo ciclo de selecéo elimina pequenos fragmentos que
podem estar presentes entre os fragmentos da primeira selecdo (NAKAMURA et al.,
1997).

O resultado da primeira selecéo foi satisfatério, eliminando grande quantidade

de fragmentos de DNA menores que 100 kpb e maiores que 300kpb (Figura 11).
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Figura 11- Foto do DNA de alto peso molecular digerido parcialmente com enzima Hindlll em gel de
agarose 1%, parcialmente reconstruido e eletroforese de campo pulsado nas seguintes
condi¢des: 12°C, voltagem 6v/icm, Piiciar 1S, Prinas 40s € tempo de corrida 18h para primeira
sele¢do de tamanho dos fragmentos . Primeira e Ultima coluna, marcadores moleculares
225-2200 Kpb e 200-0,1 Kpb. Na segunda coluna DNA de alto peso molecular sem
tratamento com enzima. Colunas numeradas de 1 a 8, DNA parcialmente digerido nas
condigbes 10 pL da enzima incubada a 2 min. A porcao do gel ndo visivel continha
fragmentos de 100 a 300 kpb

Trés blocos de agarose contendo o DNA de alto peso molecular de tamanho

selecionado foram retirados do gel e entdo sujeitos a segunda selecéo (Figura 12).
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Figura 12- Foto do DNA de alto peso molecular digerido parcialmente com enzima Hindlll em gel de
agarose 1%, parcialmente reconstruido e eletroforese de campo pulsado nas seguintes
condi¢Bes: 12°C, voltagem 6v/cm, Pjnciar 1S, Pjinas 40s e tempo de corrida 18h para segunda
selecdo de tamanho dos fragmentos. As colunas 1, 3, 5 e 7 marcadores moleculares 225-
2200 Kpb e 200-0,1 Kpb. Nas colunas 2, 4 e 6 fragmentos da primeira selecdo. A porgéo
do gel nao visivel continha fragmentos de 100 a 300 kpb

Esses procedimentos permitiram a otimizacdo da selecdo de fragmentos
grandes (entre 100-300kpb) para a construcdo de uma biblioteca de grandes
insertos.

A divisdo do bloco retirado da primeira selecéo foi feita verticalmente, gerando
trés blocos idénticos (100-300 kpb). Segundo Peterson (2002), para melhor selecéo
dos tamanhos dos fragmentos de DNA de alto peso molecular, essa divisdo deve ser
realizada horizontalmente, resultando em trés blocos com tamanhos dos fragmentos
diferentes (Bloco I, fragmentos menores, Bloco Il, fragmentos medianos, Bloco Il
fragmentos maiores). A influéncia desse procedimento na construcdo da biblioteca
sera discutida nos proximos itens.

A opcdo pela extragdo do DNA com utilizacdo da técnica de eletroeluicéo
resultou em boas concentragdes nos isolamento das amostras B e C (2 ng/pL e 1
ng/pL), e baixa concentracdo no isolamento do bloco A (0,5 ng/pL) (Figura 13). Esta
baixa concentracdo observada pode ser resultado de possiveis erros durante a
recuperacédo do DNA de alto peso molecular, uma vez que havia alta concentracao

de DNA nesse bloco, como observado nas figuras anteriores.
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Figura 13- Foto em gel de agarose 0,8% da quantificacdo do DNA eluido (A, B, C) por comparacao
com marcador lambda (Colunas 1 a 8 e 12 com respectivamente 5,5, 10, 15, 20, 30, 40,
50 e 50 ng/uL) e corrido em eletroforese nas seguintes condi¢des: 45 mA por 1 h. A seta
vermelha indica a quantificagdo da amostra, eluida do bloco B, utilizada nas etapas
subsequentes da construcdo da biblioteca

4.1.3 Estimativa do tamanho dos insertos e sele¢cédo dos recombinantes

Posteriormente as etapas de extracdo e quantificacdo do DNA, foram
realizadas a ligacdo e a transformacdo. As amostras B e C apresentaram alta
eficiéncia de transformacéo. As placas que continham o inserto controle cresceram
conforme o esperado (acima de 95% de eficiéncia de acordo com o protocolo
Epicentre — Biotechnologies). A baixa quantidade de DNA de alto peso molecular
observada no bloco A resultou em uma baixa eficiéncia de transformacéo, o que
acarretou a nao utilizagcdo desse DNA nas etapas subsequentes da construgcéo da
biblioteca. Os blocos B e C, apesar de ambos apresentarem alta eficiéncia de
transformacado, quando comparados, B apresentou maior eficiéncia que C, portanto
esse DNA foi utilizado nas etapas subsequentes da construcdo da biblioteca
gendmica.

Mesmo quando a ligacdo resulta em uma boa quantificacdo de clones
recombinantes, ndo necessariamente indica que houve uma ligacdo de boa
qualidade para a construcdo da biblioteca de BACs. Uma biblioteca de boa
qualidade necessita ter grandes insertos, com representacdo adequada do genoma
alvo, e uma baixa quantidade de clones “vazios”, ou seja, clones de coloragao
branca, mas que néo possuem insertos (ZHANG et al.,, 2012). Sendo assim, foi
essencial a determinacdo o tamanho dos insertos e a porcentagem de clones
“vazios”, ja que na ligagcdo obtivemos uma alta qualidade de clone com coloragao

branca.
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Foram analisada a estimativa da presenca e o tamanho de insertos de 86
clones selecionados aleatoriamente da biblioteca, por restricdo com a enzima Notl.
Nessa amostra 0 niumero de clones sem inserto ou amostras sem vetor+inserto foi
igual a 5 (5,8%) (Figura 14). A maior parte das bibliotecas de BACs publicadas
possui uma frequéncia de clones “vazios” menores que 5%, embora existam relatos
de bibliotecas com frequéncias de 10% (COYNE et al., 2007)

Figura 14- Foto da estimativa do tamanho do inserto em BAC da biblioteca em gel de agarose 0,8% e
eletroforese de campo pulsado nas seguintes condi¢des: 12°C, voltagem 6v/cm, Pijicia 1S,
Pinas 40s e tempo de corrida 16h. Nas extremidades do gel, marcadores moleculares
MindiRange PFG Marker (BioRad). Nas demais colunas, BACs apo0s a digestdo com
enzima Notl, para visualizacdo do tamanho dos insertos. As setas indicam os clones sem
insertos ou auséncia dos mesmos



63

A distribuicdo do tamanho dos insertos mostraram que 50% dos clones
apresentaram insertos de tamanho maior que 90 Kpb, e que 12,8% dos clones
apresentaram insertos de tamanho menor que 50 Kb (Figura 15). O valor médio dos
insertos foi de 90 kb, sendo o valor apresentado dentro do esperado, porém 0s
fragmentos mostraram-se bem heterogénios ( 15 — 165 Kb), devido ao modo de
divisdo do bloco da selegcdo I, porém essa heterogeneidade dos fragmentos nédo
compromete o desenvolvimento do presente trabalho, indicando que os cuidados
tomados ao longo da construcéo de uma biblioteca de S. scitamineum para evitar a

guebra do DNA de alto peso molecular e selecéo dos fragmentos foram eficientes.
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Figura 15- Distribuicdo do tamanho dos insertos na biblioteca genémica em vetor tipo BAC de S.
scitamineum

O tamanho do genoma do fungo S. scitamineum foi estimado por Filipe Rafael
Salvetti Nunes processo FAPESP, 2011/03865-7 (TT1), 19° SIICUSP (2011), em,
aproximadamente, 20 Mpb distribuidos em 20 cromossomos, variando de menos de
100 a mais de 2200 Kpb. Observando essa estimativa seriam necessarios 223
clones, com inserto de tamanho igual a 90 Kpb, para a clonagem de todo o genoma.
Consideram a média de insertos em BACs (90 Kpb), foram selecionadas e repicadas

2880 colbnias dispostas em 30 placas de 96 pocos (um clone por poco),
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individualmente identificadas, totalizando uma cobertura de mais de 10x o genoma

do fungo.

4.1.4 Selecdo dos BACs

Para a identificacdo e amplificacdo da regido do mating type de S. scitamineum
foram utilizados os primers para o locus b Usi bE “foward” 5'-
GCTGGTCCAACATTCTCC-3" e Usi bE “reverse” 5- CGCTTGCTCTCTGCTTAG-3’,
e para o locus a (SSC39A “foward” 5-AGATCGGGAAGAAAATG-AGC-3" e SSC39A
‘reverse” 5- TTGTATCATCGTGGGTCTCTGG-3’) conforme descritos ha
metodologia nos item 3.3.2 e 3.3.3. Os primers estdo posicionados como mostra a
figura 16, e permitem a amplificacdo da regido das regides de interesse. A figura 17
representa a foto de eletroforese em gel de agarose 0,8% feita com o DNA total
extraido resultante das amplificacdes (PCR).

A

5.800 6.000 6.200 6.400 6.600 6.800 7.000 7.200
I I | | | I I |

trimer FWD primer Re] prai

scaffold181 selection ssca selection

primer FWDJ bE

trim er Rev

scaffold101 selection sscb selection selec

Figura 16- Posicédo dos primers (indicados pelas setas vermelhas). A. locus a SSC39A(+) “foward” 5’-
AGATCGGGAAGAAAATG-AGC-3" e SSC39A(+) “reverse” 5'- TTGTATCATCGTGGGTCT
CTGG-3' no gene pral (representado na seta azul) do mating type do locus a e B. Usi bE
“foward” 5’-GCTGGTCCAACATTCTCC-3" e Usi bE “reverse” 5- CGCTTGCTCTCTGCT
TAG-3’ no gene bE (representado na seta azul) do mating type do locus b de S.
scitamineum
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Figura 17- Eletroforese em gel de agarose 0,8% da reacdo de amplificacdo do DNA total extraido
com os primers A. Primers para o locus a SSC39A “foward” 5-AGATCGGGAAGAAAATG-
AGC-3" e SSC39A ‘“reverse” 5- TTGTATCATCGTGGGTCTCTGG-3' e em B. Usi bE
“foward” 5’-GCTGGTCCAACATTCTCC-3" e Usi bE “reverse” 5- CGCTTGCTCTCTGC
TTAG-3 nas seguintes condi¢des: 1h30h a 80v

O par de primers utilizado para a amplificacdo do locus b foi desenhado por
Daniel Prezotto Longatto processo FAPESP, 2010/19119-0 (IC), com base na
sequéncia amplificada pelos primers descritos por Albert e Schenck (1996). O par de
primers utilizado para a amplificacdo do locus a foi desenhado com base no gene
PR, gene com funcao conhecida de receptor de ferormonio, pois segundo Kellner, et
al (2011) ha um elevado grau de sinténia entre o gene receptor de feroménio PR de
espécies diferentes em relacdo aos genes de ferombénios Mfa, bem como o sitio PRe
(resposta ao elemento feromdnio). Ja a organizacdo dos genes que flanqueiam as
bordas do locus PR, como exemplo os genes Rba e PanC € menos conservada
(ser& discutido a seguir).

Para a selecdo dos BACs de interesse por PCR de pools de placas, foi
necessario um agrupamento da biblioteca, envolvendo combinacdo dos BACs das
placas. Essa combinacdo foi feita de forma que um minimo de reacdes de
amplificagéo sejam realizadas para a identificacdo de um clone especifico dentro da
biblioteca (GREEN e OLSEN, 1990). A técnica de PCR e o agrupamento dos clones
da biblioteca, através dos pools, proporcionaram uma forma rapida de selecdo e
caracterizacdo da biblioteca, sendo possivel encontrar uma Unica sequéncia alvo
(GARDINER, et al, 2004). O méetodo de selecdo dos BACs, através do pool de

placas consistiu em duas etapas, primeiramente foi realizado um pool dos BACs de
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cada placa, totalizando 30 pools com 96 clones cada, que foram amplificados com a
enzima Phi 29 (Figura 18). A enzima Phi29 que faz parte de um kit comercial
(genomicPhi®, Amersham Biosciences) é capaz de usar primers hexameros e
suporta a sintese por deslocamento de fita. A atividade de correcdo de erros da
exonuclease 3'— 5’ resulta em DNA amplificado com maior fidelidade quando
comparada a Tag DNA polimerase. A Phi 29 também permite a amplificacdo
representativa de todo o genoma (AZEVEDO et al., 2004). A segunda etapa consiste
na abertura do pool selecionado, possibilitando através de PCR a identificacdo do

clone de interesse.

1KB1 2 3 4 56 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930- C
o 5 o g

|

Figura 18- Eletroforese em gel de agarose 1% nas seguintes condi¢fes: por 2h a 30mA, dos 30 pools
de placas amplificados com a enzima Phi 29. A primiera coluna, marcador molecular 1Kpb,
e as duas ultimas colunas as amostra controle (negativo/- e positivo/C)

Para a selecdo das placas contendo insertos de interesse optamos pelo gPCR
dos pools. Nesta etapa foram selecionadas 5 placas que continham BACs com o0s
insertos de interesse do locus a e 6 placas que continham BACs com 0s insertos de

interesse do locus b (Figura 19).
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Figura 19- Eletroforese em gel de agarose 0,8% do produto de amplificacdo por gPCR realizado com
0os 30 pools de placas nas seguintes condi¢cdes: por 5h a 60mA. As colunas das
extremidades sdo marcadores moleculares 1 Kpb. Em A. Foram 5 pools amplificados
referentes a sele¢do de insertos de interesse do locus a (Placas 06, 11, 16, 26 e 28) B. Em
A. Foram 6 pools amplificados referentes a sele¢@o de insertos de interesse do locus b
(Placas, 01, 06, 07,13, 16 e 17)

Apés a selecdo das placas, o pool foi aberto, foram realizados 96 PCR, por
placa selecionada, respectivos de cada clone da placa. Os produtos foram
visualizados em gel de agarose 1%.

Para o locus a foram encontradas 5 clones positivos, amplificados, contendo os
insertos de interesse: C-2 (Linha C, Coluna 2) da placa P06; B-3 (Linha B, Coluna 3)
da placa P11; D-9 (Linha D, Coluna 9) da placa P16; C-2 (Linha C, Coluna 2) da
placa P26; D-9 (Linha D, Coluna 9) da placa P28 (figura 20).
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Figura 20- Eletroforese em gel de agarose 0,8% do produto de amplificagdo por PCR realizado com
0s 96 BACs das placas selecionadas da biblioteca genémica em vetor do tipo BAC de S.
scitamineum, nas seguintes condi¢des: por 5h a 60mA. As colunas das extremidades séo
marcadores moleculares 1 Kpb. As primeiras setas de cada imagem em vermelho indicam
o clone amplificado contendo o gene do mating type em cada uma das placas submetidas
a PCR. A segunda seta em vermelho indica a amplificagdo do controle (DNA total
extraido) A. C-2 (Linha C, Coluna 2) da P06; B. B-3 (Linha B, Coluna 3) da P11; C. D-9
(Linha D, Coluna 9) da P16; D. C-2 (Linha C, Coluna 2) da P26; E. D-9 (Linha D, Coluna 9)
da P28

Para o locus b foram encontrados 6 clones positivos, amplificados, contendo os
insertos de interesse: G-4 (Linha G, Coluna 4) da placa P01; A-8 (Linha A, Coluna 8)
da placa P06; D-4 (Linha D, Coluna 4) da placa P07; A-3 (Linha A, Coluna 3) da
placa P13; D-9 (Linha D, Coluna 9) da placa P16; D-1 (LinhaD, Coluna 1) da placa
P17 (Figura 21).



69

AaANAN Nuaralin LelAinEBni.

€ & roemun
88 EELERNN

500
500 500 250
250 250

500
500 500 20

250 250

500
250,

500
250

500
250

Figura 21- Eletroforese em gel de agarose 0,8% do produto de amplificacdo por PCR realizado com
0s 96 BACs das placas selecionadas da biblioteca genémica em vetor do tipo BAC de S.
scitamineum, nas seguintes condi¢des: por 5h a 60mA. As colunas das extremidades sé&o
marcadores moleculares 1 Kpb. As primeiras setas de cada imagem em vermelho indicam
o clone amplificado contendo o gene do mating type em cada uma das placas submetidas
a PCR. A segunda seta em vermelho indica a amplificacdo do controle (DNA total
extraido) A. G-4 (Linha G, Coluna 4) da P01; B. A-8 (Linha A, Coluna 8) da P06; C. D-4
(Linha D, Coluna 4) da P07; D. A-3 (Linha A, Coluna 3) da P13; E. D-9 (Linha D, Coluna 9)
da P16; F. D-1 (Linha D, Coluna 1) da P17

A visualizacdo das demais bandas amplificadas com coloracdo de baixa
intensidade podem representar anelamento inespecifico dos primers.

A extragdo dos insertos dos BACs é feita de forma semelhante a extragéo de
DNA plasmidial, técnica conhecida como miniprep, entretanto esse tipo de extracao,
em geral, € mais dificil pelo fato de apenas uma cépia do BAc estar presente por
célula, sendo o rendimento muito menor. Portanto, a utilizagdo de kits comerciais

para esse tipo de miniprep é bastante conveniente.
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Os clones selecionados foram crescidos em meio indutor para a replicacdo do
DNA recombinante e posteriormente para a purificacdo. O produto foi enviado para
sequenciamento das extremidades do inserto (BAC-ends).

4.2 Hibridizag&o: confirmagé&o do sistema bipolar de mating type

Em S. scitamineum, a separacao dos cromossomos do fungo foi realizada por
Nunes, et al (2011), conforme descrito no item 5.5.1, com o uso da técnica de PFGE.
A invencao das técnicas de PFGE (“Pulsed Field Gel Electrophoresis”;, SCHWARTZ
e CANTOR, 1984), OFAGE (“Orthogonal-Field-Alternation Gel Electrophoresis”;
CARLE e OLSON, 1984), e variacOes destes sistemas, nomeadamente CHEF -
“Contour-Clamped Homogeneous Electric Field Gel Electrophoresis” (CHU ET AL.,
1986), TAFE (“Transverse Alternating Field Electrophoresis”;, GARDINER e
PATTERSON, 1988) e FIGE (“Field Inversion Gel Electrophoresis”; CARLE et al.,
1986), permitiu a separacdo de cromossomos de fungos em gel de agarose e as
andlises do cariotipo electroforético de diversas espécies de fungos ( DEWAR et al.,
1996).

Assim foi possivel estimar 20 cromossomos, com variacdo de tamanho entre
100 kpb e 2.200 kpb, representando um genoma de aproximadamente 20 Mpb
(Figura 22). O tamanho estimado do genoma de S. scitamineum é similar aos ja
descritos para outras espécies causadoras de carvdo em gramineas (KAMPER et
al., 2006)
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Figura 22- Detalhes das 20 bandas do caridtipo eletroforético de S. scitamineum para derivados
haploides A e B dos isolados Sscll e Ssc39. Em destaque a estimativa dos comprimentos
cromossomais de Ssc39 A (Nunes et al., 2011)

A tecnologia de hibridizacédo (técnica de amplificacdo de sinal) foi introduzida
primeiramente por Southern em 1975, e utiliza sondas de DNA com homologia a
sequéncia do DNA-alvo em estudo. (ATKINS e CLARK, 2004). Com a utilizac&o
dessa técnica, e das sondas para 0os genes de ambos os locus (a e b), obteve-se a
confirmacédo do sistema bipolar do mating type no fungo S. scitamineum (Figura 23),
isto € que o fungo apresenta os dois loci fisicamente ligados em um mesmo
cromossomo. As duas sondas (locus a e b) hibridizaram no mesmo cromossomo,
porém a sonda para o locus a hibridizou em ambos os tipos de reacdo sexual
somente do isolado Sscll, possivelmente indicando um polimorfismo entre os
demais isolados Ssc31 e Ssc 39. Ja a sonda para o locus b hibridizou em ambos os
tipos de reagdo sexual dos isolados Sscll e Ssc31. Uma possivel hipotese da nédo
hibridizacdo de ambas as sondas tanto no locus a quanto no locus b no isolado

Ssc39, é a baixa intensidade da banda marcada na membrana.
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Figura 23- Localizacdo e confirmacdo do sistema bipolar de mating type dos locus a e b por Southern
blot. A. Gel de PFGE da separa¢édo dos cromossomos corado com brometo de etidio. B.
Hibridizagdo com a sonda Ptell3 (regiao telomérica). C. Hibridizagdo com sonda do gene
bE (locus b). D. Hibridizagcéo com sonda do gene pra (locus a)

Os tipos de sistema de mating type em fungos causadores de carvao como S.
reilianum, U. maydis e U. hordei ja estdo bem caracterizados. Os fungos U. maydis
e S. reilianum apresentam um sistema de reacdo sexual tetrapolar, onde os locis a e
b estdo localizados em cromossomos diferentes e, por conseguinte, segregam
independentemente durante a meiose (BAKKEREN; KAMPER; SCHIRAWSKI,
2008).

Em contraste U.hordei apresenta um sistema bipolar de reacéo sexual (LEE et
al.,, 1999), onde ambos os loci a e b estdo fisicamente ligados no mesmo
cromossomo, segregando como um Unico locus, mesmo tipo observado em S.
scitamineum (BAKKEREN e KRONSTAND, 1993; 1994) e confirmado no presente
trabalho. Esse sistema bipolar em U. hordei é controlado por um loci de mating type
denominado “MAT”, no qual possui dois alelos, MAT-1 e MAT-2. Esse loci (MAT) esta
localizado no maior cromossomo do genoma de U. hordei (LEE et al., 1999), e
contém ambos os genes equilalentes em. U. maydis. Para os loci a e b (BAKKEREN
e KRONSTAND, 1993). O resultado da hibridizagcéo revela que os genes do mating
type se localizam em um dos maiores cromossomos do genoma do fungo S.
scitamineum, de acordo com a separacdo em PFGE, inferindo uma possivel

similaridade entre ambos, dado que sera analisado e discutido nos proximos itens.
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4.3 Anotacgéo e caracterizacdo dos genes associados ao mating type

4.3.1 Limpeza e montagem dos contigs das sequéncias resultantes das pontas

dos BACs sequenciados

Foram sequenciados 11 BACs pelo método de Sanger selecionados como
descrito no item 4.1.4, sendo 5 para o locus a e 6 para o locus b.

Apéds o sequenciamento das pontas dos BACs (BAC-ends), o primeiro passo, €
fazer uma "limpeza" (trimming) das sequéncias. O sequenciamento frequentemente
gera alguns trechos de ma qualidade, em geral, no inicio e no final do fragmento,
onde algumas bases ndo puderam ser determinadas ou ndo foram sequenciadas
com muita precisdo. Estes trechos devem ser removidos para nao interferir nas
etapas seguintes. Além disso, frequentemente, ha sequéncias de adaptadores e/ou
do vetor utilizados. Estes trechos também devem ser removidos para que no final
desta etapa haja apenas a sequéncia do inserto com um nivel de qualidade
aceitavel. O trimming das sequencias dos BACs foi realizado utilizando a plataforma
CLC Genomic Workbench v.5.5.1 (CLCbio, Aarhus, Dinamarca) conforme

exemplificado na Figura 24.

Trim Trim
Trim Trim
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Figura 24- Perfil de qualidade de bases e exemplo de “limpeza” (trimming) realizado nas sequéncias
resultantes do sequenciamento da ponta dos BACs, por Sanger. As setas superiores
indicam as regifes eliminadas contendo sequéncia de baixa qualidade. As setas inferiores
indicam as regides eliminadas correspondentes ao vetor

Apoés a retirada das regides de baixa qualidade e os trechos pertencentes ao
vetor de clonagem, com as sequéncias “limpas” prossegue-se entdo para a fase de
montagem dos fragmentos. Inicialmente foi adotado o método de alinhamento de
sequéncias por sobreposicdo. As técnicas de sobreposicdo identificam a
semelhanca, correspondéncia de bases, entre um read e outro. Os 11 BACs foram
sequenciados em ambas as direcOes, foward e reverse, e o tamanho das

sequéncias variou entre 250 pb e 800 pb, sendo que 50% apresentaram valores
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menores que 400 pb, o que é considerado relativamente baixo para essa técnica.
Assim, os reads (sequéncias geradas pelo sequenciamento) foram sobrepostos para

a montagem dos contigs (sequéncias consenso).

Porém, visto que 0 sequenciamento gerou uma baixa quantidade de pares de
base no sequenciamento das pontas dos BACs, que o procedimento de extracao
dos BACs tem rendimento limitado, que os custos pela metodologia de Sanger séo
relativamente elevados (Santos, 2013) e devido ao pouco numero de clones na
biblioteca contendo os insertos de interesse (locus a e b), ndo foi possivel a
realizacdo da montagem completa dos genes do mating type somente com essa
estratégia. Como sera discutido, as sequéncias das extremidades foram importantes
para a confirmagédo dos scaffolds e contigs na montagem desta regido utilizando o

sequenciamento shotgun do genoma.

Além do mais, a construgcao de uma bliblioteca genémica em vetor tipo BAC
poder& ser utilizada em diversas areas da gendmica e esta disponivel para futuros

estudos do genoma do fungo S. scitamineum.

4.3.2 Limpeza e montagem dos contigs das sequéncias resultantes do

sequenciamento do genoma do S. Scitamineum

Ao longo do desenvolvimento do presente trabalho surgiu a oportunidade do
sequenciamento completo do genoma do fungo S. scitamineum pelo método de
sequenciamento lllumina.

O sequenciamento do genoma gerou cerca de 70M de pares de reads no qual
foram pareados e montados conforme descrito no item 3.6.3. Essa montagem
preliminar gerou 5799 contigs e até o momento obteve-se 252 scaffolds com
tamanho médio de 76428 pb. A limpeza das sequéncias também foi realizada nessa
etapa visando a remocéao de bases de ma qualidade.

Existem duas principais estratégias para se montar um genoma: uma
montagem baseada em sobreposicao de leituras e outra que utiliza fragmentacéo de
cada leitura em por¢cdes menores, denominadas kmers, que podem entdo ser
sobrepostos aos kmers de outras leituras em assim formar contigs. A determinacao
do tamanho 6timo de kmer para a montagem de um genoma varia, sendo necessaria

a realizacdo de testes para encontrar os melhores resultados. No geral, valores
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baixos de kmer aumentam a sensibilidade da montagem, identificando mais
sequéncias que se sobrepdem entre os reads, porém diminui a especificidade,
tornando mais frequente a  sobreposicdo de  regibes  repetitivas
(http://soap.genomics.org.cn/soapdenovo.html).

Para a execucao da montagem pelo programa SOAP-denovo foram testados
véarios valores de kmer, sendo que o valor de 63 foi 0 que apresentou melhores
resultados. Além disso, diferentes quantidades de leituras foram testadas como input
para esse programa, sendo que com cerca de 40 M de pares de reads, cerca de
400x de cobertura do genoma, o tamanho estimado do genoma esta proximo de
19.5 Mb.

A montagem do genoma completo do fungo S. scitamineum, estd em
andamento, atualmente encontra-se na categoria “draft”, ou seja, a montagem ainda
contém um numero elevado de scaffolds. Porém foi possivel identificar os scaffolds
gue contém os genes do mating type de ambos os locus a e b como discutido a
seguir. As sequéncias das pontas dos BACs foram utilizadas para confirmar a

anotacao desses genes de interesse na montagem preliminar do genoma.

4.3.3 Anotacgéo e caracterizacdo dos genes do mating type do locus ade S.
scitamineum e comparacédo com demais fungos causadores de carvdo em

gramineas

Os genes de tipo de reacdo sexual (mating type) desempenham um papel
chave na formagdo e manutencdo da célula infecciosa, assim como, na
patogenicidade. Por isso, é de grande importancia entender a estrutura e funcdo dos
genes responsaveis. Até o momento nenhuma caracterizacdo molecular dos genes
do mating type, de S. scitamineum foi publicado.

Os genes do locus a de S. scitamineum foram identificados no scaffold 181, da
montagem do genoma realizada em contribuicdo com o Genomics Group e Dr° Jodo
Paulo Kitajima. Com a anotacdo da sequéncia, determinou-se o tamanho total de 8,9
kpb de comprimento, levando em consideragédo toda a por¢cdo compreendida entre
0s genes da borda (Figura 25). Com a predicao realizada com o auxilio do software
Augustus foi determinada a presenca de 6 genes, um gene que codifica uma
proteina de membrana receptora de feroménio denominado pra, dois gene de

feromoénio denominados mfa 1.2 e mfa 1.3, e trés genes de fungdo ainda
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desconhecida, porém também descrito na regido equivalente em fungos causadores
de carvao, denominados |ba (borda esquerda), rba e panC (borda direita). A figura 26
representa a anotacao e caracterizagcdo das regides codantes do locus a contendo
os detalhes dos exons e introns dos genes.

Iba mfa 1.2 mfa 1.3 pra rba pan C
l i —ii d 4.000 h 5 H H H-.n:&
I I

Figura 25- Anotacédo dos genes do locus a preditos pelo software Augustus identificado no scaffold
181 da montagem preliminar do genoma do fungo S. scitamineum e determinag&o do
tamanho do locus

scaffold181 selection ssca

.mfa1.3
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Iba- mfa1l.2. pra- rba: panC:

Figura 26- Anotacéo e caracterizagdo das regides codantes do locus a contendo os detalhes do
sentido, do tamanho e dos exons e introns de cada um dos genes. O gene lba possui 0
tamanho de 1.336 pb, os genes de ferombnio mfal.2, 511 pb e mfal.3, 268 pb, o gene
receptor de feromdnio pra contém 1.259 pb, o gene rba, 762 pb e panC, 1,227 pb

O banco de dados GenBank é um repositorio de dados publicos de sequéncias
de nucleotideos anotados, onde estdo incluidas sequéncias de cDNA obtidas a
partir de mRNA, segmentos de DNA genémico com um ou Varios genes e clusters de
genes RNA ribossomais (BENSON et al., 2007). Utilizando as sequéncias dos genes
do mating type dos fungos U. maydis, U. hordei e S. reilianum, depositadas no
GenBank, anotadas com auxilio do software GenePallet, foi realizada a comparacao
dessas sequéncias com a anotacdo dos genes contidos no locus a de S.
scitamineum. Foram comparados a sequéncias do locus a de S. scitamineum, com
trés alelos do S. reilianum (al, a2 e a3), um alelo do U. maydis (al) e do MAT-1 de
U. hordei (Figura 27).

A comparacao dos genes do locus a de S. scitamineum, com o do MAT-1 de U.
hordei, observou-se que o0 gene para o receptor de feroménio, pra, esta presente em
ambos e dispostos na mesma orientagdo. Esse gene em S. scitamineum, encontra-
se entre o gene rba (gene de funcédo desconhecida, lado esquerdo) e um dos genes
de feromoénio, mfal.3 (lado direito). Em U. hordei, esse gene receptor de ferormdnio
encontra-se ao lado do gene rba (lado direito) e a esquerda do gene pra ndo ha a
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presenca de genes, porém isso ndo infere na ndo existéncia de genes nessa
localizacdo no MAT-1, pois 0s genes de mating type nesse fungo ainda nao foram
bem determinados e caracterizados, assim como ocorre com 0 gene Iba, presente
somente em S. scitamineum. Ainda em S. scitamineum sédo observados dois genes
de feromdnio, mfal.2 e mfal.3, e um outro gene panC de funcdo desconhecida no
gual esse ultimo também se encontra na sequéncia de U. hordei, disposto na mesma
direcdo em ambos os fungos, e ao lado do gene rbal. Ndo ha a presenca do gene
aro4 na sequéncia de S. scitamineum somente em U. hordei. As experiéncias
indicam que o locus MAT de U. hordei é surpreendentemente grande em
comparacdo com 0 sequéncias de tipo de acasalamento caracterizada em outros
fungos (KRONTAD, 1997).

O locus a de S. scitamineum quando comparados com os o alelo al de U.
maydis, revelam uma baixa similaridade entre a organizacdo dos genes nesse locus.
Ambos apresentam o gene receptor de feroménio, pra, dispostos na mesma
orientacdo, porém em S. scitamineum, 0 gene esta localizado entre os genes
mfal.3 (a direita) e rba(a esquerda), jA em U. maydis o lado esquerdo entre 0s
genes pral e rbal, ha a presenca dos genes Igal e rgal (genes de funcéo
desconhecida), quais ndo sédo presentes em S. scitamineum, e do gene mfal, Unico
gene de feromdnio presente no locus, respectivamente nessa ordem de
organizacdo. Em S. scitamineum h& a presenca de dois genes de feroménio mfal.2
e mfal.3, ambos localizados a esquerda do gene gene receptor de feromonio, pra.

Para a analise comparativa da organizacdo dos genes presentes no locus a
entre o fungo S. scitamineum e os alelos al, a2 e a3 de S. reilianum, primeiramente
descreveremos a comparacdo entre o alelo a2 por apresentar uma baixa
similaridade entre a organizacdo dos genes no locus, e uma alta similaridade com a
organizacdo dos genes quando comparado com o alelo al de U. maydis. Como
discorrido no paragrafo anterior. Ambas as sequéncias apresentam o gene receptor
de feromonio, pra, dispostos na mesma orientacdo, porém em S. scitamineum, 0
gene esta localizado entre os genes mfal.3 (a direita) e rbal(a esquerda), ja no alelo
a2 de S. reilianum o o gene pra2 localiza-se entre os genes mfa2.3 (a esquerda) e
lga2 (a direta). Apdés o gene Iga2 ha a presenca dos genes e rga2, mfa2.1, rbal e
panC, respectivamente dispostos nessa ordem. Os genes Iga2 e rga2 ndo estao
presentes em S. scitamineum. Diferentememte de U. maydis, o locus a em S.

reilianum dispbe o gene mfa2.3 ao lado esquerdo do gene pra. Assim como em S.
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scitamineum, a sequéncia de S. reilianum apresenta dois genes de feroménio mfal.2
e mfal.3, porém a diferenca é que em S. scitamineum ambos estédo localizados a
esquerda do gene gene receptor de feromonio, pra. As comparagdoes foram
realizadas mantendo a orientacdo do gene de referéncia pra.

Na comparacdo entre a organizacdo dos genes presentes no locus a de S.
scitamineum e o alelo a3 de S. reilianum, pode-se observar uma grande similaridade
entre as sequéncias. Ambas apresentam o mesmo complexo génico, diferenciando-
se apenas na orientacao do gene pra3 de S. reilianum, que se encontra divergente a
direcdo do pra em S. scitamineum. A posicdo dos dois genes de feroménio, em S.
reilianum, apresentam-se flanqueando o gene pra3, onde a esquerda ha o gene
mfa3.2 e a direita 0 gene mfa3.1, ja em S. scitamineum, ambos os genes mfal.2 e
mfal.3 estdo localizados a esquerda do gene pra como ja discutido nos paragrafos
anteriores.

O alelo al de S. reilianum, na comparacdo da organizacdo dos genes
presentes no locus a entre o fungo S. scitamineum, apresentou uma alta similaridade
em comparacao com os demais complexos genes discutidos anteriormente. Ambos
os locus a dos dois fungos apresentam a mesma organizacdo e mesmos genes,
sendo compostos por Iba, mfal.2, mfal.3, pra,rba e panC em S. scitamineum e |bal,
mfal.2, mfal.3, pral,rbal e panC em S. reilianum, dispostos respectivamente nessa
ordem. Apenas foi observada uma diferenca, que a sequéncia de S. reilianum
apresenta 0 gene aro4, gene nao contido na sequéncia do locus a de S.
scitamineum.

Andlises em organismos modelo revelaram que os genes de reacdo sexual e a
sinalizacdo dos genes dependentes do mating sao conservados mesmo
considerando grandes distancias filogenéticas. No entanto, a estrutura genética de
ambas as regifes determinantes de sexo € notavelmente diversa, resultando em
sistemas bipolares e tetrapolar com dois ou multiplos alelos de mating type
(RAUDOSKOSKI et al.,, 2010). O locus de mating type que codifica o sistema
receptor de feroménio (PR) parece ter evoluido de ancestrais de tipos mais simples
através de translocacdes individuais, duplicacbes de genes e fusbes do segundo
locus de mating type (CASSELTON et al, 2010)
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Figura 27- Representagdo grafica do alinhamento do complexo génico do locus a do fungo S.
scitamineum (Sc) com os locu a de um alelo de U. maydis (Um al), o gene MAT-1 de U.
hordei (Uh mat-1) e trés alelos de S. reilianum (Sr al, Sra2 e Sra3). Os retangulos cloridos
indicam as regides codantes dos genes ortologos e as linhas representam as regides nao
codantes (introns). A organizacdo dos genes apresentou perfeita sintenia entre as
sequéncias de S. scitamineum e do alelo al de S. reilianum. Por outro lado observou
baixa similaridade principalmente entre as sequéncias do alelo al de U. maydis e do alelo
a3 de S. reilianum, no qual apresentam posi¢éo diferente dos genes de feromdnio, além
de dois genes a mais Iga e rga com func&o desconhecida

Estudos sobre os genes receptores de feroménio e de feroménio mostram que
dois feromdnios maduros, com a mesma especificidade apresentam alta similaridade
em nivel da sequéncia de aminoacidos. Experimentos funcionais conduzidos por
Schirawski (2005), demonstram que os receptores de feromdnios pral reconhecem
especificamentes os ferorménios do gene mfal.2 e mfal.3, enquanto 0os genes
receptores de feromoénios pra2 reconhecem especificamente os feroménios do gene
mfa2.1 e mfa2.3, assim como o pra3 reconhecem os feroménios do gene mfa3.1 e
mfa3.2. Esta caracteristica foi observada recentemente em fungos causadores de
carvdo como U. maydis e U.hordei, no qual apresentam genes de compatibilidade
sexual bem especificos possibilitando a reacdo sexual com apenas um alelo
compativel. Em S. reilianum a presenca de trés alelos contendo um gene receptor de
feromoénio feromonio e dois genes de feromdnio, apresenta uma possibilidade de
compatibilidade sexual maior, permitindo que a reagcéo sexual ocorra também entre
os diferentes alelos, apresentando uma menor especificidade entre 0os genes de
compatibilidade sexual entre os diferentes alelos (SCHIRAWSKI, 2005). Apesar dos
diferentes alelos do fungo S. scitamineum n&o estarem caracterizados, em estudos

realizados por Longatto (2013), foi observado compatibilidade sexual em diferentes
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isolados por testes de compatibilidade em placa. Assim podemos predizer que
possivelmente, como descrito para S. reilianum, a compatibilidade sexual entre
possiveis diferentes alelos de S. scitamineum, podem apresentar uma menor
especificidade para a realizacdo da reacdo sexual.

Para a analise se similaridade entre as sequéncidas do fungo S. scitamineum e
demais fungos causadores de carvdo em gramineas, foi realizada uma analise
filogenética, levando em consideracdo as sequéncias de proteinas, correspondentes
as sequéncias de nucleotideos, do gene receptor de feroménio, pra, por apresentar
maior sintenia e sequéncia conservada como discutido anteriormente no item 4.1.4.
Com a analise filogenética foi observada a formacgdo de dois grupos, no qual é
possivel inferir que gene receptor de feromdénio do fungo S. scitamenuem é mais
similar aos genes receptores de feromonio dos alelos al de U. maydis e S.
reilianum. Ou seja, é possivel observar uma grande similaridade nos alelos al de
fungos causadores de carvdo com a excecdo do fungo U. hordei, no qual
apresentou grande similaridade principalmente com o alelo a2 de S. reilianum
(Figura 28).

100 I_ Pra2 Sporisorium reilianum

4| I— Pra1 Ustilago hordei

Pra3 Sporisorium reilianum

Pra Sporisorium scitamineum

asl Pra1 Ustilago maydis

44 b Prai Sporisorium reilianum

M
0.2

Figura 28- Filogenia especifica do gene receptor de feromdnio (pra) do mating type. Andlise de
Maxima verossimilhanca das sequéncias de proteinas do gene receptor de feroménio. Os
valores proximos ao brago indicam o bootstrap (1000 repeticdes)

A necessidade dos fungos, causadores de carvao, em realizar a reacédo sexual
para conservar seu nicho parasita, bem como para assegurar a recombinacéo sexual
imp0de forte pressao de sele¢cédo para uma compatibilidade sexual bem-sucedido. Em

geral, niveis de diversidade de genes reprodutivos, em muitos grupos taxonémicos,
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mostram uma répida diversificacdo de genes relacionados com o sexo (SWANSON
et al., 2002) . Embora a precisdo seletiva, no qual, acarreta essa diversificacao e
suas consequéncias funcionais para a biologia do mating type serem mal
compreendidos, evidéncias sugerem uma co-evolucdo no processo de adaptacdo
como principal forca motriz para a maior diversificagdo de genes reprodutivos
(SWANSON et al., 2002, WIK et al., 2008). Consistentemente, 0os genes especificos
de mating type do locus a como, pral a 3, mfal a 3, e rga2 lga2 revelam um
aumento da diversidade interespecifica em comparag¢do com outros locus de mating
type. Um aspecto adicional que poderia promover a diversificacdo de genes do tipo
de reacdo sexual é a plasticidade funcional e ampla especificidade do sistema PR.
Pequenas mudancas dentro de genes codificadores de feromonio e receptores de
feromobnios ndo necessariamente levam a perda de funcdo, mas sim favorecem sua
rapida diversificacdo (KELLNER et al., 2011).

4.3.4 Anotacéo e caracterizacdo dos genes do mating type do locus b de S.
scitamineum e comparacdo com demais fungos causadores de carvdo em

gramineas

Os genes do locus b de S. scitamineum foram identificados no scaffold 101, da
montagem do genoma realizada em colaboracdo com o Genomics Group e com 0
Dr° Jodo Paulo Kitajima. Com a anotacdo da sequéncia, determinou-se o tamanho
total de 13,6 kpb de comprimento, levando em consideracdo toda a porgéo
compreendida de um gene ao outro (Figura 29). Com a predi¢ao realizada com o
auxilio do software Augustus foi determinada a presenca 4 genes, 0s genes bE e bw
e dois genes de funcdo ainda desconhecida. A figura 30 representa a anotacéo e
caracterizacdo das regides codantes do locus b contendo os detalhes dos exons e

introns dos genes.

related to neclear regu

lator
related to IES bE, bW
I I I I

Figura 29- Anotacdo dos genes do locus b preditos pelo software Augustus identificado no scaffold
101 da montagem preliminar do genoma do fungo S. scitamineum e determinagéo do
tamanho do locus

scaffold101 seleclion sscb
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Figura 30- Anotacdo e caracterizacdo das regides codantes do locus b contendo os detalhes do
sentido, do tamanho e dos exons e introns de cada um dos genes.O gene bW possui o
tamanho de 2.092 pb, o gene bE, 1.479 pb, o gene relacionado a IES, 2.622 pb e o gene

relacionado a regulacéo nuclear possui 590 pb

Utilizando as sequéncias dos genes do mating type dos fungos U. maydis, U.
hordei e S. reilianum, depositadas no GenBank, anotadas com auxilio do software
GenePallet, foi realizada a comparacdo dessas sequéncias com a anotacdo dos
genes contidos no locus b de S. scitamineum. Foram comparados a sequéncias do
locus b de S. scitamineum, com trés alelos do S. reilianum (b1, b2 e b3), um alelo do
U. maydis (bl) e o alelo b1l do MAT-1 de U. hordei . Na comparacédo das sequéncias
do locus b entre fungos causadores de carvao foi observada uma perfeita sintenia na

ordem dos genes, orientacdo e posi¢cao dos introns. (Figura 31).

Ss Related to IES
.bE . .Related to nuclear regulator
S - - —————/
Srb1 “hat1 bW "™  pE1 .c1d1
| ) - —
Srb2 ~nat1 bW1™ pe2 .c1d1
- 3 - —
bw2"
Srb3 _nat1 . bE3 . cld1
b I — —— = I
Umb1
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Uh b1 = nat1 ) - UhbE1
UhbW1 -

Figura 31- Representagdo gréafica do alinhamento do complexo génico do locus b do fungo S.
scitamineum (Sc) com os locu b de um alelo de U. maydis (Um bl), de um alelo de U.
hordei (Uh bl) e trés alelos de S. reilianum (Sr b1, Srb2 e Srb3). Os retadngulos cloridos
indicam as regides codantes dos genes ortologos e as linhas representam as regifes nao
codantes (introns).A organizacdo dos genes apresentou perfeita sintenia entre as
sequéncias de S. scitamineum comparada com outros fungos causadores de carvdo em

gramineas

Estudos realizados com 23 estipes diferentes de fungos Basidiomicetos,
utilizando sondas para hibridizacéo baseados no locus b de U. maydis, mostrou uma
similaridade entre os genes dos fungos testados (BAKKEREN et al.,, 1992). Com
base nesses dados foi realizada a comparacdo desses genes para fungos

causadores de carvdo no qual foi novamente observado genes ortélogos
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principalmente entre os fungos de sistema de reacdo sexual bipolar (BAKKEREN e
KRONSTAND, 1993). Essas evidéncias sugerem que durante o processo de
adaptacao ocorreu uma menos diversificacdo, sendo assim conservados ao longo do
tempo através de um equilibrio de selecdo (RICHMAN, 2000), vale lembrar que a
conservacao esta diretamente associada a fungdo como seré descrito a seguir.

Segundo Bakkeren e Kronstand (1993) a comparacéo entre os genes do locus
b de S. scitamineum e fungos bipolar U. hordei e tetrapolar U. maydis e S. reilianum
revelaram regides de alta similaridade tanto de estrutura como em funcdo. Sabe-se
que o locus b controla o desenvolvimento e crescimento das hifas dicaribticas
infectivas (FROELINGER, 1990; KRONSTAD, 1990), no qual, a conservacao desses
genes torna-se indispensavel para o ciclo de vida desses fitopatégenos. O produto
dos genes bE e bW apresentam homeodomineos conservados ao longo do processo
evolutivo. Esses sdo dominios reconhecidos em fatores de transcricdo associados a
processos de desenvolvimento e diferenciagdo celular. Para que o fator de
transcricdo seja funcional, duas subunidades diferentes devem compor o
heterodimero funcional. Assim, provavelmente a maior conservacao observada entre
0s genes desse locus quando comparado aos genes do locus a esta diretamente
associada a funcéo do produto génico.

Para a analise se similaridade entre as sequéncidas do fungo S. scitamineum e
demais fungos causadores de carvdo em gramineas, foi realizada uma andlise
filogenética, levando em conta as sequéncias de proteinas, correspondentes as
sequéncias de nucleotideos, dos genes do locus b, bE e bw. Com a analise
filogenética foi observada a formacdo de dois grupos, para o gene bE no qual é
possivel inferir que esse gene do fungo S. scitamineum apresenta alta similaridade
aos genes do locus b e dos alelos de S. reilianum. Na comparagao dos genes bW foi
observado a formacéo de trés grupos, no qual esse gene de S. reilianum apresenta
alta similaridade aos genes do locus b com os alelos de S. reilianum (bW1, bw2 e
bW3) e do gene bW1 de U. maydis, apresentando menor similaridade somente entre
o alelo uh-bW1 de U. hordei apesar de ambos os fungos apresentarem sistema

bipolar dos genes do mating type (Figura 32).
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62 bE2 Sporisorium reilianum

81 bE3 Sporisorium reilianum

bE1 Sporisorium reilianum
bE Sporisorium scitamineum
bE1 Ustilago maydis

bE1 Ustilago hordei

100

n nes
97 p= bW1 Sporisorium reilianum

100 bW2 Sporisorium reilianum
B 99 bW3 Sporisorium reilianum
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bW1 Ustilago maydis
bW1 Ustilago hordei

Figura 32- Filogenia especifica do dos genes do locus b do mating type. Andlise de Maxima
verossimilhanga das sequencias de proteinas dos genes bE e bW. Os valores préximos ao
braco indicam o bootstrap (1000 repeti¢cdes)

Como discutido anteriormente em U. hordei, os dois loci do mating type (a e b)
estdo localizados em um Gnico cromossomo, apresentando assim o sistema bipolar.
Segundo Kronstad (1997) o locus MAT em U. hordei maior que a regido equivalente
em outros fungos. Em outras palavras existe uma supressao da recombinacdo entre
em U. hordei (LEE et al., 1999). A distancia entre os dois loci de mating type nesse
fungo foi determinada em sistemas com MAT-1 como sendo de 500 kpb eem
sistemas como MAT-2 de 430 kpb (LEE et al., 1999).

Os esforgos para fechar o genoma de S. scitamineum estdo sendo trabalhados
pelo Genomics Group em parceria com o Dr° Jodo Paulo Kitajima. Atualmente
amostras extraidas de DNA do fungo foram enviadas para sequenciamento pelo
método do PacBio RS Il que € um sistema de sequenciamento de uma molécula
Unica, em tempo real (SMRT ®). Esse sistema fornece maior precisdo e maior faixa
de leitura do que outra tecnologia de sequenciamento disponivel atualmente. Com o
fechamento do genoma serd possivel estimar a distancia entre os loci a e b do
mating type para o fungo S. scitamineum, possibilitando assim, estudos mais

aprofundados na anotacgéo e caracterizacdo desses genes.
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5 CONCLUSOES

A construcdo de uma biblioteca genémica de grandes insertos, realizada no
presente trabalho, composta por 2880 clones de BACs (Bacterial Artificial
Chromossome), com fragmentos médios de 100 kpb, correspondendo a uma alta
cobertura do genoma do fungo S. scitamineum, foi realizada com sucesso e
representa um avanco inédito e essencial para as pesquisas genémicas sobre o
fungo.

Onze BACs contendo os insertos com 0s genes de interesse foram isolados e
utilizados para a confirmacéo da montagem dos loci a e b durante o sequenciamento
e montagem do genoma do fungo. A anotacdo e caracterizacdo dos genes do tipo
de reacao sexual (mating type) possibilitaram a comparacao e melhor entendimento
sobre esses genes de grande importancia no ciclo de vida do fungo assim como a
sua patogenicidade.

Apesar do fungo S. scitamineum apresentar sistema bipolar de reacdo sexual
assim como o fungo U. hordei, as analises comparativas de ambos os locus
indicaram que S. scitamineum apresenta maior similaridade com o fungo S.
reilianum principalmente com o alelo al, no qual apresenta sistema tetrapolar de
reacao sexual.

Esforcos para a caracterizacdo da distancia entre os loci associados ao tipo de
reacdo sexual de S. scitamineum, estdo em andamento e sera de grande

importancia para o melhor conhecimento desse sistema.
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