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. RESUMO

Transferéncia horizontal de genes (HGT) pode ser definida como a transmissao de genes
entre diferentes grupos taxon6micos no qual o gene incorporado ao genoma do organismo
receptor pode ser mantido ao longo de sucessivas geragdes pelo sistema reprodutivo tradicional do
receptor. HGT é reconhecida como uma das principais for¢cas atuantes na evolugdo de genomas
de procariotos, que tém significantes percentagens adquiridas por esse processo (1.5% a 14.5%).

Em eucariotos, entretanto, o papel de HGT comecou apenas recentemente a ser avaliado
e geralmente é relacionado com algum cenario evolutivo especifico como, por exemplo, a relagao
hospedeiro-patdégeno. Espécies de fungos séo consideradas especialmente suscetiveis a HGT por
seu modo intimo de associagdo com hospedeiros. Em vista disso, no presente projeto foi
elaborado um protocolo para identificacdo de potenciais candidatos a HGT no genoma de
Crinipellis perniciosa, o fungo causador da vassoura de bruxa nos cacauais.

Primeiramente foi criado um banco de dados contendo todas as seqliéncias putativas de
proteinas (ORFs) de fungos disponiveis no banco de dados do NCBI nr (03/2004). Uma
montagem-rascunho de seqliéncias gendmicas “shotgun” de C. perniciosa, num total de 17.000
contigs, foi entdo comparada, através de BLASTX, com esse banco de ORFs de fungos. Cerca de
5000 contigs de C. perniciosa que apresentaram similaridade com o banco de ORFs de fungos (e-
value < e®) foram eliminados, sendo considerados como contendo genes verticalmente
transferidos. As demais 12.000 seqliéncias foram entdo comparadas por blastX contra nr, gerando
um total de 357 “hits” com alta similaridade (e-value < e®) com seqléncias ndo encontradas dentro
das seqiiéncias de fungos até entdo depositadas.

Estes 357 contigs foram entdo analisados pelo algoritmo BLASTP contra o NCBI-nr e
destes 43 apresentaram alta similaridade com proteinas ou dominios conservados de organismos
evolutivamente distantes a fungos: 16 apresentaram alta similaridade com plantas, 19 com
bactérias e outros 09 com vertebrados/invertebrados.

Entre os genes putativos mais interessantes destacam-se o gene “Thaumatin” (THN) e
Transposase; cujas ORFs, a excecdo de THN estdo completas, ndo tem introns e apresentam
sinais de enderegcamento celular. Esses genes foram amplificados a partir do DNA genémico e
cDNA da fase necrotrofica de C. perniciosa, confirmando assim sua presenca no genoma do fungo,
sendo inclusive validados através de sequenciamento. Entre os genes candidatos amplificados,
Pollen e DAD nao apresentaram uma amplificacdo consistente e analises através de BLASTN
contra banco de dados de EST e do genoma do eucalipto indicaram uma possivel contaminagao.
Um gene identificado neste trabalho cujo produto € biologicamente interessante é o gene
“thaumatin” (THN), da familia de genes PR-5 (“pathogenesis-related”), descrito como uma proteina
antifingica relacionada a patogénese e a resposta sistémica a patégenos em plantas.

Assim, o presente trabalho gerou uma lista de genes candidatos a terem a sua origem pela
transferéncia horizontal e sua andlise podera permitir a compreensao de processos de interacdo

patégeno hospedeiro.
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Il. Abstract
Horizontal gene transfer (HGT) can be defined as the mobilization and transmission of DNA across
species barriers other than through sexual transmission to the offspring (vertical descent). HGT has
long been recognized as a major force affecting the evolution of prokaryotes as significant
proportions of such genomes have been subjected to horizontal transfer (1.5% to 14.5%).
The role of HGT in eukaryotes is still poorly demonstrated and only recently some individual cases
have been reported, normally linked to some evolutive scenario such as host-pathogen interaction.
It is said that fungal species are especially susceptible to HGT for their close associations with their
hosts. This is especially the case for fungi with saprophytic mode of feeding that could somehow
facilitate HGT. This is also the case in pathogens that share an intracellular environment with its
host. We investigate here the possible role of HGT in the basidiomycete, saprophytic fungi C.
perniciosa and its possible consequences to plant-pathogen interactions in the context of putative
acquired HGT genes.
Given the large number of sequences to examine and the expectation that only a few were
horizontally transferred we created a stepwise approach based on genomic comparisons in order to
reduce the number of HGT candidates through elimination of spurious HGT candidates.
We first created a fungal database containing all fungal sequences available at NCBI at the time of
the analysis and all fungal genomes available through the FTP site (NCBI). This fungal dataset was
then compared to a draft assembly of C. perniciosa shotgun genomic sequences using BLASTX
with an e-value cutoff higher than E>-5. This served to eliminate all sequences with high similarities
to fungal sequences that are not considered as being subjected to HGT.
Secondly, we made a second round of genomic comparison, this time against the NCBI-nr,
containing all protein coding sequences and putative ORFs, through BLASTX with a cutoff BLAST
e-value of e<-5. We managed to reduce our sequences from around 17.000 contigs to around
7.000 in the first round of screening and to only 357 contigs after the second round of genomic
screening. Those 357 contigs were then examined for putative homologs using BLASTP against
NCBI-nr and we selected 43 candidates of HGT showing high similarity to sequences of distantly
related organisms, mainly plants and bacteria. We then moved on to perform Phylogenetic and
Parametric analysis on those candidates to see if they confirmed HGT. Out of those 43 candidates
we found a strong bias between plants and fungi, with 15 HGT candidates being proposed to have
been transferred from plants to fungi. Out of those 15 plant candidates we found 6 transposons with
high similarities to plants class 1 transposons, suggesting that transposons indeed might play a role
in HGT. Two HGT candidates in our list (Transposase and THN) were successfully amplified
through PCR and were sequenced. Further analysis suggested the presence of 6 contaminant
sequences in the C. perniciosa genome from Eucalyptus through BLASTN scores against EST and
eucalyptus databases including the putative genes for Pollen and DAD.
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lll Introducao

A doenca da “Vassoura de Bruxa” do cacaueiro

O agente causador da vassoura de bruxa, C. perniciosa, € um fungo patégeno
Himenomiceto pertencente ao filo Basidiomycota, ordem Agaricales e familia Tricholomataceae. A
espécie foi primeiramente identificada em 1895 (Stahel 1915) como um patégeno do cacau
(Theobroma cacao) que causa a doencga vassoura de bruxa. Para obter carbono para sua nutricéo,
Himenomicetos decompde matéria organica morta ou entram em diversos tipos de associacao
(ambas antagonisticas e benignas) com plantas, animais e outros fungos.

A espécie C. perniciosa é subdividida em diferentes biétipos que variam de acordo com o
hospedeiro que ataca. O biétipo-C ataca especificamente o cacaueiro, apresentando um ciclo de
vida hemibiotréfico, ou seja, durante uma fase do seu ciclo de vida se hospeda em tecido vivo (fase
biotrofica), e posteriormente em tecido morto (fase necrotrofica ou saprofitica). C. perniciosa ataca
obrigatoriamente tecidos jovens, em crescimento, como flores, almofada floral e outros tecidos
meristematicos, causando hipertrofia com a formacao de ramificacoes vegetais (vassouras verdes)
ap6s infecgdo dos “buds” auxiliares ou terminais. Uma espécie de colchdo de ramos, similar a uma
inflorescéncia, que se assemelha a estas ramificagcdes vegetais surge quando a almofada floral do
cacaueiro é infectada podendo produzir frutos partenocarpicos popularmente conhecidos como
“moranguinhos”.

Figura 1. Fruto paternocarpico originado a partir da infecgdo da flor do cacaueiro ou da almofada floral por C.

perniciosa.

Seu ciclo de vida comeca com os basidiocarpos desenvolvendo-se a partir de micélios
dicari6ticos e saprofiticos em vassouras mortas. Ainda no basidiocarpo, quatro basidiésporos
mononucleares sdo formados através de divisbes meibticas resultantes da fusdo de nucleos de
células dicariéticas. As quatro células resultantes da 22 divisdo meibtica desenvolvem-se em
basididsporos, que irdo espalhar-se através do vento e/ou chuva, infectando assim novos tecidos

meristematicos. Basidiosp6ros germinam uma vez em contato direto com a superficie da planta



saudavel, produzindo tubos germinativos monocarioticos que penetram o hospedeiro iniciando
assim uma nova infecgdo (Purdy and Schmidt 1996). Logo apds a penetragdo no hospedeiro o
micélio biotréfico ramifica o tecido hospedeiro intercelularmente, e ap6s apenas 4h a 6h estd bem
distribuido pelo hospedeiro. Hifas ndo foram visualizadas dentro de células vivas no periodo
biotréfico (Stahel 1915; Calle, Cook et al. 1982). Entretanto, hifas binucleadas com conexdes de
grampo foram encontradas intracelularmente logo apds o inicio da fase necrotréfica (Calle, Cook et
al. 1982).

Apés diversas semanas as folhas da até entdo vassoura verde comegam a necrosar,

seguido de necrose do caule até a ponta da vassoura. Depois de 3-9 semanas, dicariotizagao tem
inicio e o micélio biotréfico muda para a fase necrotréfica tendo como caracteristica hifas
dicariéticas com grampo de conexao. O mecanismo desta mudanga da condig&o nuclear do micélio
ainda é desconhecido. Durante esta transicdo da vassoura verde para a vassoura necrosada, o
micélio de ambas as fases pode ser encontrado nos tecidos do hospedeiro.
A doenca da Vassoura de Bruxa ja causou perdas econdmicas expressivas em alguns estados
produtores de cacau do Brasil, sendo o caso mais drastico o sul da Bahia, que viu recentemente a
exportagdo de cacau cair em 60%, passando de US$ 700 milhdes/ano para cerca de US$ 260
milhées/ano (Pereira 1996).

Projeto genoma de C. perniciosa

Apesar da importancia econémica de C. perniciosa pouco se sabe sobre sua genética e foi
por isso que esforcos foram feitos no sentido de se estabelecer um projeto genoma
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura). Ferramentas de bioinformatica foram desenvolvidas e
vém sendo utilizadas para gerar analises quantitativas e qualitativas dos dados provenientes do
projeto genomas. Até o dia 19/11/2004 ja haviam sido registrados 151.077 reads seqiienciados
através do método de “Shotgun” aleatério total ou “Whole genome Shotgun” (Venter, Adams et al.
1998), perfazendo cerca de 2,5 vezes o genoma inteiro de C. Perniciosa estimado em 30 Mb
através de Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) (Rincones, Meinhardt et al. 2003).

Um exemplo de ferramenta criado para anotar os reads submetidos pelos pesquisadores &
o programa Gene Projects que também pode ser usado na analise de dados provenientes de EST
(“Expressed Sequence Tags”). O programa Gene Projects esta ligado a um sistema de submissao
que incorpora reads recém seqiienciados em um banco de dados no formato FASTA através de
algoritmos especificos do programa PHRED/PHRAP (Ewing and Green 1998; Ewing, Hillier et al.
1998). Este sistema além de ler os cromatogramas em formato FASTA também executa operagdes
conhecidas como trimagens nestas seqiéncias de modo a excluir vetores e regides de baixa
complexidade (repeticdes e vetores). Este sistema de submissdo é ainda responsavel para
executar automaticamente o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul, Gish
et al. 1990) em todas as seqliéncias ou reads submetidos e armazenar o resultado em um banco

de dados que sera posteriormente usado para consulta pelo programa Gene Projects.



De maneira resumida, o Gene Projects funciona como uma interface de anotagdo e
montagem para que os pesquisadores procurem genes ou regides de interesse entre os reads ja
submetidos. Cabe aos anotadores a tarefa de analisar a informagao biol6gica gerada a partir dos
esforcos de sequenciamento de um projeto genoma de modo a identificar e organizar as
sequéncias nucleotidicas resultantes que compde o codigo genético do organismo. Mas
exatamente do que se trata esta tarefa de sistematizacdo e organizagcdo? O sequenciamento de
um genoma eucariético através de sequenciamento de “shotgun” total aleatério gera tanto
seqliéncias codantes como introns, portanto uma dos esforcos iniciais do anotador € a
identificacdo de seqiéncias codantes através da busca de ORFs (“open reading frames”) de modo
a identificar genes codantes de proteinas. Como um numero consideravel de genomas ja foi
seqlenciado até hoje € possivel identificar estes genes através de comparagdao gendémica usando
o programa BLAST. Isto funciona de modo a comparar a seqiiéncia de uma ORF nova e ainda
desconhecida contra o banco de dados de sequiéncias biologicas ja anotadas conhecido por NCBI
de modo a inferir sua funcao por similaridade e descobrir possiveis ortélogos deste gene.

Devido a esta disponibilidade de seqiiéncias de diversos projetos genoma nos bancos de
dados biolégicos hoje é mais rapido e mais barato achar seqiiéncias através de similaridade com
seqliéncias ja anotadas através comparacao gendmica usando uma das diversas possibilidades de
BLAST como sera visto a seguir.

BLAST ( Basic Local Alignment Search Tool ) e bancos de dados biologicos

Busca de similaridade entre seqléncias através de banco de dados biol6gicos tornou-se
uma atividade indispensavel em laboratérios tradicionais ao redor do mundo. A ferramenta mais
utilizada de busca por similaridade entre seqiiéncias tanto de proteina como de nucleotideo é o
BLAST (Altschul, Gish et al. 1990). Os resultados de busca do BLAST podem ser utilizados para
inferir fungdo de cDNAs recém descobertos, encontrar novos membros de uma familia de genes ou
explorar relagfes evolutivas entre sequiéncias (Altschul, Boguski et al. 1994). O programa BLAST
funciona, de maneira sucinta, através da busca de uma seqiéncia de entrada que pode tanto ser
de nucleotideo ou aminoéacido conhecido como “query”, seguido de busca desta sequéncia “query”
contra um banco de dados tanto de aminodcido quanto de nucleotideo. O programa retorna como
resultado desta busca uma série de seqiiéncias “hits”, os alinhamentos das seqliéncias dos bancos
de dados com a seqiiéncia de busca e valores estatisticos suportando estes alinhamentos.
Existem diferentes implementagcées do programa BLAST para realizar diferentes tarefas e para
lidar com diferentes tipos de seqiiéncia e estes podem ser visualizados na tabela 1 abaixo.

Um erro freqlente ao realizarmos buscas por similaridade de seqiéncia € a falha de
procurarmos uma sequiéncia contra um banco de dados desatualizado. O NCBI produz e atualiza o
Gen Bank diariamente além de dividir dados em bases diarias com o banco de DNA do Japao
(DDJB) e o laboratério de biologia molecular europeu (EMBL). Uma busca do banco de dados do

NCBI através da pagina Web do BLAST ( http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ ) garante acesso as




mais recentes atualizagdes. O banco de dados nr (ndo-redundante) é talvez o mais “compreensivo”
dentre todos os bancos. Apesar de nr ndo ser propriamente ndo redundante de modo a conter

multiplas copias de sequéncias similares, as seqiiéncias idénticas sao postas em uma sé entrada.

Tabela 1. Programas de busca do BLAST

Programa de busca Sequéncia de busca | Banco de dados

R ) ., . Comentarios
por similaridade ou “query (sequéncias-alvo)

Pode ser usado em
seu modo
convencional ou
sensitivo (PSI-BLAST)

BLASTP Proteina Proteina

Possui os parametros
otimizados para
velocidade e ndo para
Nucleotideo (dupla Nucleotideo sensitividgde; nao
fita) aconselhavel para
achar seqiiéncias
codantes pouco
relacionadas.

BLASTN

Nucleotideo (traducao
BLASTX dos seis quadros de Proteina
leitura)

Util para anélise de
dados preliminares

Essencial para
procurar “queries” de
proteinas contra banco
Nicleotideo (traducao |de dados de EST. Util
TBLASTN Proteina dos seis quadros de para achar ORFs nao
leitura) documentadas ou
erros em quadros de
leitura em bancos de
dados de seqliéncias.

Somente deve ser
usado quando os
Nucleotideo (tradugdo | Nucleotideo (traducdo |demais BLASTs nao
TBLASTX dos seis quadros de dos seis quadros de funcionarem. Restrito
leitura) leitura) para buscas contra
banco de dados de
EST e Alu.

*Tabela adaptada de (Ausubel, Brent et al. 1999)

O NCBI nr considera que duas sequéncias sao idénticas quando possuem tamanhos iguais
e possuem residuos idénticos em todas as posi¢des (Ausubel, Brent et al. 1999). O nr é composto
somente por seqliéncias apresentando anotagées de boa qualidade e néo inclui aqui “expressed
sequence tags” (ESTs), “sequence tagged sites” (STSs) ou “high-throughput genomic” (HTG).
Existem bancos nr tanto para seqliiéncias de nucleotideos como para aminoacidos. GenBank,
DDJB e EMBL sao bancos de dados de nucleotideos. Caso qualquer nucleotideo em qualquer um
destes bancos seja anotado com uma CDS (“coding sequence”), este aparece em nr. NCBI-nr
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também contém sequiéncias de proteinas do banco Swiss Prot (um banco de dados de seqiiéncias
de proteina altamente anotado e curado; Bairoch and Apweiler, 1998), PIR (“protein identification
resort) e PRF (“ protein research foundation”).

Uma tipica lista de “hits” produzida usando-se, por exemplo, o BLASTP retorna quatro
campos de informacao referentes a uma busca em particular (Altschul, Boguski et al. 1994). No
primeiro campo temos a designacdo do banco de dados com seu nimero de acesso juntamente
com o nome do locus da seqliéncia alinhada. O segundo campo, muito importante para a anotacao
da fungéo do gene, consiste em uma breve descrigéo textual da seqiiéncia e seu conteldo varia de
acordo com diferentes bancos de dados. O mais importante, principalmente para detecgédo de
transferéncia horizontal de genes é o nome do organismo cuja seqliiéncia é proveniente e o tipo de
seqUéncia (ex: mRNA ou DNA), além de alguma informagéo sobre fungédo e fenétipo. O terceiro
campo é composto pela nota do alinhamento entre a seqiéncia de busca e a seqiiéncia alvo em
bits. Quanto melhor for o alinhamento, ou seja, mais identidades e similaridades, maior sera sua

nota em bits. As maiores notas sempre ficam no topo da lista de “hits” ou alinhamento do BLAST.

Em termos gerais esta nota é calculada de uma férmula que leva em consideracao o alinhamento
de residuos similares ou idénticos, assim como “espacos” que devem ser introduzidos de modo a
alinhar as seqiiéncias. A matriz padrao usada por BLAST para o célculo da nota de alinhamento
em bits, ou a matriz de substituicdo é a BLOSUM-62 e é usada como padrdo na maioria das
buscas com BLAST.

O quarto campo contém o “valor esperado”, mais conhecido como “e-value”, ja embutido
no jargao da maioria dos biélogos atuais e cuja funcao é fornecer uma estimativa de significancia
estatistica.

O valor de e-value reflete quantas vezes podemos esperar que um resultado (um
alinhamento) ocorra aleatoriamente. Em estatistica, podemos considerar um resultado de e-value
de e<0.05 como significante. Este valor é o indicador mais confidvel para calcular a importancia de
um alinhamento de BLAST uma vez que tanto as notas dos alinhamentos em bits como a nota
absoluta do alinhamento ndo podem ser julgadas isoladamente da informacédo usada para calcular
o e-value. O valor de e-value leva em consideragao tanto o tamanho da seqliéncia de busca como
o tamanho do banco de dados sendo procurado, bem como o sistema de pontuacdo (BLOSUM
62). Devido ao fato de notas de e-value serem sensitivas ao tamanho do banco de dados, podendo
variar de um banco para o outro de acordo com seu tamanho (um “hit” significante estatisticamente
em um banco relativamente pequeno pode ndo ser significante em uma busca contra nr). De
maneira mais abrangente, quanto maior for o valor em bits do alinhamento e menor for seu e-

value, maior sera a significancia estatistica do alinhamento.

E comum hoje usarmos um “valor de corte” de modo a selecionar alinhamentos

estatisticamente e biologicamente significantes, normalmente o valor de (e<-05) entre seqiiéncias
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de busca e seqiiéncias alvos em bancos de dados é o valor de corte padrao. Apesar destas
medidas estatisticas, sempre é recomendavel uma inspe¢do dos alinhamentos de modo a
determinar sua significAncia biolégica o que pode ser feito através do exame do alinhamento dos
pares de seqiéncias na logo abaixo das notas de cada alinhamento. Estes alinhamentos sempre
apresentam uma linha intermediaria ou consenso entre as seqiéncias indicando as similaridades
entre elas; caso os residuos sejam idénticos entre a seqliéncia de busca e a sequéncia alvo, o
resido é repetido na linha consenso; as substituicbes conservativas, julgadas pela matriz de
substituicdo sdo indicadas pelo simbolo de (+); barras entre as seqiéncias (-) representam
inser¢des ou delegdes. Outra opgdo padrao do algoritmo BLAST é a opgao de filtro que elimina
regides da sequiéncia de baixa complexidade, indicando-as com um (X), normalmente repeticbes
de baixa qualidade, vetores ou plasmidios.

Uma vez que o produto do sequenciamento € obtido para um fragmento génico cuja ORF
nao é conhecida, ou sua regidao codante é desconhecida torna-se necessario o uso de BLASTX.
Uma rapida busca com BLASTX pode revelar rapidamente qualquer similaridade entre todas as
ORFs possiveis em uma seqiéncia de nucleotideo com todas as proteinas caracterizadas
(Ausubel, Brent et al. 1999).

O algoritmo de BLAST mais usado para buscas envolvendo seqiiéncias de “expressed
sequence tags” (EST) é o TBLASTN. Buscas com TBLASTN envolvem sequéncias de proteina
contra a tradugdo em seis quadros de um banco de dados de nucleotideos (Ausubel, Brent et al.
1999). Na pratica podem ser usados para descobrirmos novas similaridades de uma proteina
através da comparagdo desta com as ORFs de seqliéncias nao caracterizadas ou de baixa
qualidade, como aquelas comumente encontradas em ESTs e outros tipos de bancos de dados. As
traducbes destas seqléncias geralmente ndo estao presentes no nr porqué as proteinas nao estao
anotadas. O uso mais comum de TBLASTN, portanto € sua busca contra ESTs que sejam
similares a proteinas de interesse.

Panorama da genomica de fungos parasitas e simbioticos
Dez anos apds o sequenciamento do primeiro genoma completo, da bactéria Haemophilus
influenzae  em 1995, temos hoje, segundo o banco de dados KEGG

(www.genome.jp/kegg/catalog/org list.html) 41 genomas de eucariotos sendo seqlenciados,

sendo 10 completos; 202 genomas completos de bactérias seqiienciados e 21 genomas completos
de Archae. Deste total de 264 genomas, 18 sdo de fungos, sendo 17 de fungos Ascomicetos e
apenas 1 basidiomiceto (Ustilago maydis). Neste contexto o projeto genoma de C. perniciosa, um
fitopatdgeno basidiomiceto sera de importancia para o propdsito de comparagdo genbémica, ao
passo que uma vez anotados, estes genes estarado a disposi¢do para reconstrugao filogenética ou

busca por genes ortdlogos em bancos de dados biologicos.



Com o aumento constante do numero se seqléncias gendbmicas de eucariotos sendo
produzidas a cada ano, as oportunidades para comparagdo gendmica tornaram-se sem
precedentes. Existe uma demanda crescente para o desenvolvimento de novas ferramentas e
métodos de modo a aproveitar todas as informagdes que possam advir destas comparagoes
(Galagan 2004). Genomas de fungos sao ideais para este propdsito devido ao tamanho
relativamente pequeno de seus genomas tornando as tarefas de mudltiplas comparactes
genOmicas inteiras com outros organismos mais acessiveis. Outro fator que faz dos fungos um
bom organismo modelo para comparacées inteiras de genoma é que eles possuem diversas
caracteristicas gendmicas em comum com outros eucariotos e estas comparagdes podem nos
informar sobre a biologia de todos os eucariotos.

Comparado com o tamanho de outros genomas eucariotos como animais e plantas, o
genoma de fungos é relativamente pequeno; S. cerevisiae e S. pombe possuem respectivamente
13.7Mb e 13.8Mb (Goffeau, Barrell et al. 1996; Wood, Gwilliam et al. 2002). Basiciomicetos e
Ascomicetos possuem geralmente entre 13-42Mb (Kupfer, Reece et al. 1997; Yoder and Turgeon
2001), de acordo com o tamanho predito do genoma de C. perniciosa (30Mb) determinado através
de “Pulse Field Gel Electrophoresis” (PFGE) (Rincones, Meinhardt et al. 2003). Portanto os
genomas de fungo possuem apenas um terco do tamanho do genoma de C. elegans e Arabidopsis
thaliana. QOutra caracteristica dos genomas de fungos € sua alta densidade génica e uma baixa
proporcao de sequiéncias repetitivas. S. cerevisiae contém aproximadamente um gene a cada 2Kb
(Goffeau, Barrell et al. 1996) enquanto N. crassa contém um gene a cada 4Kb. A densidade
genbmica de M. grisae foi estimado em 4.2 genes por Kb (Hamer, Pan et al. 2001).

Mais de 100.000 espécies de fungos foram descritas até hoje, sendo que 10% destes
obtém nutrientes através de associacdes intimas ( simbiose e modo de alimentacdo saprofitico)
com outros organismos como plantas e animais, incluindo humanos (Tunlid and Talbot 2002). Até
agora nosso conhecimento sobre o0s processos de patogenicidade como mecanismos de
reconhecimento de hospedeiros, desenvolvimento de estruturas de infeccdo e penetragao e
colonizacédo de tecidos sao limitados. Entretanto espera-se que esta situacdo mude rapidamente
nos proximos anos a medida que um grande volume de informagbes do sequenciamento de
diversos patégenos fungicos como C. perniciosa e simbiontes tornem-se disponiveis.

Além da finalizagao da anotacdo de Schizosaccaromyces pombe em 2002 e Neurospora
crassa em 2003, o sequenciamento de diversas outras espécies de fungo estdo quase chegando
ao fim como, por exemplo, o dos patégenos fungicos humanos Candida albicans e Cryptococcus
neoformans. Outros organismos modelo importantes para o estudo da interagdo patégeno-
hospedeiro sdo os patdgenos de planta Magnaporthe grisae, o agente causal da doenga brusone
no arroz e o basidiomiceto Ustilago maydis. A disponibilidade destas seqiiéncias para comparagao
somada ao advento de andlises de genomas inteiros podera possibilitar, por exemplo, a definicao
de todos os componentes genéticos que sdo expressos durante 0s processos ligados a
patogenicidade. A concretizacdo destes avangos no conhecimento de patdégenos flngicos, no
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entanto trard uma série de desafios sendo o primeiro deles a construcdo de recursos de
bioinformatica para armazenarmos e investigarmos a gigantesca quantidade de informagao gerada
a partir dos projetos genoma de fungos patogénicos. Esfor¢os no presente momento para a coleta
de seqliéncias genomicas e “expressed sequence tag” (EST) de diversos outros patégenos
fungicos em plantas além de C. perniciosa estao tornando-se mais comuns (tabela 1). Estes
projetos estdo diretamente relacionados a anotacdo de C. perniciosa uma vez que servirao como
medida de comparacao tanto para sequiéncias genémicas como para ESTs. Recursos genémicos
disponiveis para pesquisadores estudando fungos fitopatogénicos ainda sao limitados. Uma das
excegbes € o banco de dados de sequéncias de EST de fungos fitopatégénicos e Oomycetos
altamente curado, o COGEME (http://cogeme.ex.ac.uk.), contendo significante anotacao para cada

EST depositado, que contém até o presente momento (02/2005) 57.727 seqiiéncias de ESTs de 13
fungos fitopatdgenos além de trés fungos nao patogénicos com o propdsito de comparagao (tabela
1) (Soanes, Skinner et al. 2002).

Tabela 1. Projetos de sequenciamento de patégenos flingicos de plantas e Oomycetos.

Atualizacéo (Fevereiro

Patégenos de plantas

Endereco URL

2005)

Blumeria graminis f.sp
hordei

http://cogeme.ex.ac.uk/*

3253 unisequences
(ESTs)

Sclerotinia sclerotiorum

http://cogeme.ex.ac.uk/*

738 unisequences (ESTs)

Botrytis cinerae

http://www.genoscope.cns.fr
http://cogeme.ex.ac.uk

2901 unisequences
(ESTs)

Cladosporum fulvum
(bolor da folha do tomateiro)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST

513 unisequences (ESTs)

4112 unisequences

Fusarium graminearium http://cogeme.ex.ac.uk (ESTs)

Fusarium sporotrichioides http://www.genome.ou.edu/fsporo.html ?ég_SrSL;nlsequences

Ustilago maydis http://cogeme.ex.ac.uk ?é;_?st;nlsequences
http://cogeme.ex.ac.uk .

Magnaporthe grisae http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST 12465 unisequences

*kk

http://www.fungalgenomics.ncsu.edu

(ESTs)

Cryphonectria parasitica

http:/cogeme.ex.ac.uk

2185 unisequences

(ESTs)
Mycosphaerella graminicola | hitp://cogeme.ex.ac.uk ?gé?sL;nlsequences
Phytophthora infestans hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/dbEST* gééisu)”'seq“e”ces

Colletotrichum trifolii

http://cogeme.ex.ac.uk

550 unisequences (ESTs)

Leptosphaeria maculans

http://cogeme.ex.ac.uk

118 unisequences (ESTs)

Verticillium dahliae

http://cogeme.ex.ac.uk

1455 unisequences
(ESTs)

Phytophthora sojae

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST*

5849 unisequences
(ESTs)




Um recurso oferecido pelo COGEME ¢é a confirmacdo dos produtos de genes putativos
para cada EST através de buscas por similaridade contra o banco de dados NCBI nr (“non-
reduntant”) (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/) usando o algoritmo BLASTX. Os primeiros 20 “hits”,
obedecendo a um valor de corte de 1 x 10-5 foram inseridos no banco de dados. Este recurso
possibilita tanto estudos de inferéncia de fungdo como relagdes evolutivas entre os genes como foi
neste trabalho (ver resultados).

Para entendermos melhor a importancia do desenvolvimento destes recursos genémicos
em fungos atualmente basta observarmos nos Ultimos oito anos um fluxo semelhante de
informagdo genOmica em procariotos que culminou com grandes impactos na pesquisa de
patogénese em bactérias e simbiose (Wren 2000; Ochman and Moran 2001). A analise genémica
comparativa de espécies de bactéria proporcionou novas descobertas na evolugdo da viruléncia e
adaptacédo de hospedeiros (Tunlid and Talbot 2002).

Uma observacado surpreendente surgida de comparacdes de seqiiéncias genbmicas
disponiveis de fungos e outros organismos € que uma significante proporcao de seqiiéncias nao
exibem similaridade a sequiéncias de proteina ou DNA presentes em bancos de dados. Um
exemplo disto é que de 40 a 60% das sequéncias de EST de patégenos fungicos exibem nenhuma
ou pouca similaridade a proteinas de fungdo conhecida (Skinner, Keon et al. 2001). Estes genes
sdo conhecidos por 6rfaos (ORFs que ndo exibem fungdes), ou como sdo conhecidos na
linguagem do BLAST “no hits”. Orfaos sdo comumente achados nos genomas de modelos
organismos eucariéticos. Um exemplo disto é que foi estimado que 1/3 de todas as proteinas
codantes preditas em S. cerevisiae sao érfas (Oliver 1996). As funcbes destes 6rfaos precisam ser
comprovadas através de métodos genéticos ou bioquimicos e permanece um dos grandes
desafios da gendmica funcional (Tunlid and Talbot 2002).

Um estudo comparativo de larga escala envolvendo os genomas de N. crassa e S.
cerevisiae apresenta evidéncia que existe uma maior proporgao de genes 6rfaos em N.crassa do
que S. cerevisiae. Alguns destes 6rfaos que nédo estio presentes em S. cerevisiae podem refletir a
aquisicdo ou manutencdo de novos genes e seria consistente com o genoma maior e
complexidade morfolégica de N. crassa (Tunlid and Talbot 2002). Filogenias moleculares de fungos
parasiticos e simbiénticos nos mostram que estes organismos podem ser encontrados em varios
grupos taxondmicos, sugerindo que estes estilos de vida evoluiram repetidamente no reino dos
fungos.

Ainda, de acordo com Tunlid e Talbot (2002); existem trés mecanismos ao “nivel
genbmico”, que podem explicar a mdltipla emergéncia e adaptagdo de fungos. O primeiro é que
parasitismo e simbiose estariam diretamente envolvidos com a aquisicdo de genes novos. Estes
genes poderiam ter um papel durante a infec¢do do hospedeiro e poderiam ser adquiridos através
de duplicacao génica e transferéncia horizontal de genes (HGT), descrito na préxima sessao deste

9



trabalho. A segunda opcao é a de que adaptacbes aos habitos parasiticos e simbidticos poderiam
resultar de diferencas na regulagcao da expressao génica. Sendo a ultima; parasitismo e simbiose
sd0 associados a perda génica e delecao. Varios estudos demonstram que fungos parasiticos
possuem fatores patogénicos Unicos. Dentre os exemplos mais famosos estdo as conhecidas
toxinas hospedeiro-especificas produzida por varias espécies de patdgenos de plantas (Tunlid and
Talbot 2002).

Analise de seqlUéncias gendmicas de bactérias demonstraram que muitos genes
necessarios para viruléncia sao restritos a organismos patogénicos e estes foram introduzidos no
genoma através de HGT (Ochman and Moran 2001; Gamieldien, Ptitsyn et al. 2002). Existem
evidencias de HGT em fungos (Rosewich and Kistler 2000). Comegamos aqui a introduzir o tema
da transferéncia horizontal de genes de maneira cronologica; de fato, as primeiras evidéncias
robustas de HGT comegaram a surgir a medida que os dados dos primeiros projetos genoma
passaram a estar disponiveis para comparagbes genémicas. Sabemos hoje que os casos mais
robustos de HGT geralmente estdo ligados a algum contexto evolutivo-ambiental, como por
exemplo, a relacao hospedeiro-patdgeno, porém, antes de abordarmos transferéncia horizontal
propriamente alguns paragrafos abaixo, daremos ainda alguns exemplos provenientes dos
primeiros estudos resultantes da comparacdo de genomas bacterianos. Em bactéria HGT
geralmente envolve a transferéncia de um cassete inteiro de genes de tamanho de 5 a 100Kb.
Caso venha a ser comprovado que estes cassetes contribuam para viruléncia de fato, eles ja foram
chamados de “ilhas de patogenicicade” em um alusdo ao fato destas regides serem
intrinsecamente diferentes das outras regibes do genoma como é visto a seguir (Ochman and
Moran 2001). Estas llhas de patogenicidade sao conhecidas por sua instabilidade genética,
distribuicdo filogenética restrita, proximidade a elementos genéticos mdveis (transposons,
retrotransposons), conteddo G+C atipico relativo a media do genoma. Varios genes de
patogenicidade sdo conhecidamente “clusterizados” em fungos patogénicos em plantas, incluindo
genes codificadores de reguladores do crescimento de plantas, toxinas e metabolitos secundarios
(Rosewich and Kistler 2000). Alguns destes clusters como os genes de patogenicidade da ervilha
PEP (“Pea pathogenicity genes”) no patégeno fungico Nectria haematococca (Han, Liu et al. 2001)
e o locus TOX1 em Cochliobolus heterostrophus (Yang, Rose et al. 1996), outro fungo patogénico,
possuem caracteristicas semelhantes as ilhas de patogenicidade em procariotos, incluindo
diferencas em “cédon usage” e conteido G+C da média do genoma. A Linhagen altamente
patogénica Race-T de C. heterostrophus difere da linhagem Race-O no locus Tox1, responsavel
pela producdao da T-toxina por um gene PKS1. O patdégeno da linhagem Race-O ndo possui
homdlogos de PKS1 sugerindo que Race-T possa ter adquirido PKS1 através de transferéncia
horizontal de genes (Yang, Rose et al. 1996).

Os mecanismos potenciais de como a transferéncia destas ilhas de patogenicidade possa
ocorrer ainda é desconhecido. O cluster PEP é localizado em um cromossomo supernumerario e

estes cromossomos demonstram a capacidade de transferéncia entre individuos geneticamente
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isolados de um fungo patégeno de plantas (He, Rusu et al. 1988). Outros casos envolvendo HGT
serdo descritos mais adiante (ver logo abaixo e mecanismos de HGT).

Transferéncia horizontal de genes (HGT).

Transferéncia horizontal de genes pode ser definido como a aquisicdo de material genético
(genes, introns, transposons) entre diferentes grupos taxondmicos reprodutivamente isolados, na
qual o material genético é integrado ao genoma recipiente de modo que seja herdavel. Este
processo & conhecido como Transferéncia Horizontal de Genes (HGT em inglés: Horizontal Gene
Tranfer) e contrasta com o modo tradicional de aquisicdo de material genético (transferéncia
vertical), na qual o material genético é transmitido verticalmente ao longo de sucessivas geracdes
em um grupo taxonémico.

Um dos pilares da teoria da evolugdo de Charles Darwin é a heranga vertical de
caracteristicas de pais para filhos ao longo de sucessivas geracgdes. Entretanto, recentemente
bidlogos moleculares evolucionistas mostraram que extensivo intercambio de genes pode ocorrer
entre espécies distantes ou diversos grupos taxonémicos, mudando o padrao de evolucao linear
desses organismos (Brown 2003). De acordo com Brown (Brown 2003), HGT pode ter sido o
principal agente na evolugdo de vida celular e na emergéncia dos trés reinos da vida: Archae,
Bactéria e Eukarya. O motivo para tanto é simples: genes sdo achados em lugares que eles nao
deviam estar, ou seja, alguns genes em espécies de eucariotos sdo mais similares a homdélogos
em procariotos do que em outras espécies de eucariotos (Doolittle, Feng et al. 1990), assim como
alguns genes de bactérias sdo mais semelhantes com versdes similares em Archae.

Do ponto de vista da evolugdo molecular hoje em dia, baseada em arvores filogenéticas de
sequiéncias moleculares, toda a vida é dividida em trés dominios: Bactéria, Eucarya e Archae. O
grupo Bactéria é composto por todos os procariotos (organismos sem um nucleo definido) exceto o
grupo Archae. Incluido no grupo das bactérias encontramos as bactérias gram-positivas e gram-
negativas, “mycoplasmas”, “cyanobactérias” e alguns outros. Archae (ou Archaebactéria) também
sdo procariotos, que, no entanto diferem de bactéria por apresentarem seqiiéncias de RNA
ribossdmico (rRNA), lipideos de membrana, introns além de outras caracteristicas. Os eucariotos
consistem de organismos que apresentam nucleo e diversas organelas Unicas a este dominio. Os
eucariotos incluem fungos, plantas e animais e o que vém sendo proposto € que as barreiras entre
0s grupos taxondmicos vém sendo crescentemente erodida através do reconhecimento de extensa
transferéncia horizontal de genes (Bushman 2002). Portanto a monofilia de cada grupo
taxondmico, em alguns casos, dependendo da magnitude de transferéncia horizontal pode estar
em cheque.

HGT pode, portanto, significar uma mudanga de paradigma em relagdo ao nosso
conhecimento de como a vida evoluiu até agora. De fato, se considerarmos que as caracteristicas
mais salientes da arvore universal da vida baseada em seqiéncias de SSU rRNA sdo a
singularidade ou monofilia de cada um dos trés dominios da vida; similaridade maior entre archae
e eucariotos em relacdo as bactérias, € a evolugdo precoce de bactérias termdfilas no dominio
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bactéria. HGT violaria a hipotese da arvore universal da vida ao misturar seqiiéncias de diferentes
taxas em um clado polifilético (Brown 2003). Um gene ¢é dito ser transferido horizontalmente caso a
topologia da arvore filogenética, seja ela construida com seqiéncias moleculares, ou através do
padrao de distribuicdo dos ortélogos daquele gene entre diversas espécies, seja incongruente com
a arvore universal da vida.

Existem dois tipos basicos de HGT; aquele no qual a transferéncia de um dado gene
ocorreu ha muito tempo em uma escala evolutiva e que, portanto sua composicdo nucleotidica
adaptou-se aquela da espécie recipiente. Este tipo de evento sé pode ser detectado com inferéncia
filogenética. O segundo tipo de HGT envolve casos de aquisicao recente de genes. Nestes casos a
transferéncia pode ser detectada através da diferenga na composigcao nucleotidica do gene recém
transferido e a composicdo nucleotidica do genoma hospedeiro. Existem varias técnicas
disponiveis para este tipo de analise paramétrica (analise de “codon usage” e conteido G+C sao
as mais usadas).

Entretanto, casos de transferéncia horizontal em eucariotos permanecem um desafio para
geneticistas. Desde que HGT foi especulado pela primeira vez por Syvaneh (Syvanen 1994) que a
idéia vém sofrendo resisténcias dentro das escolas mais tradicionais da biologia, como é o caso da
escola neo-Darwinista. Esta resisténcia pode ser considerada natural uma vez que,
superficialmente, o conceito de HGT causaria contradicdbes com o poder explicativo de arvores
filogenéticas em taxonomia e o papel importante do isolamento reprodutivo como mecanismo de
especiagao (Syvanen 1994). Ao mesmo tempo um progresso na area de genética molecular nas
Ultimas décadas aliada a novas ferramentas de bioinformatica possibilitaram varias observacoes
diferentes a respeito de HGT. Hoje, ndo somente existem dezenas de exemplos de provaveis
casos de HGT, mas também os mecanismos que poderiam clarificar esta transferéncia e a
integracdo de um novo DNA no genoma, como as diferentes formas de transformacao. Alguns
exemplos podem ser encontrados listados na tabela 2.

A medida em que os dados de diversos projetos genoma se tornam disponiveis para
comparagao gendmica, diversos casos de transferéncia horizontal vem sendo amplamente
demonstrados entre espécies pouco relacionadas taxonomicamente. Estudos recentes em um
grande numero de espécies (17 bactérias e 7 archae) mostram que uma porgao significativa do
genoma em procariotos (1.5%-14.5%) pertencem a aquisicdes horizontais recentes (Garcia-Vallvé
2000). Os métodos usados para esta estimativa foram baseados no céalculo do conteudo G+C e
“coddon usage” dos genes presentes em um dado genoma e comparados ao seu valor médio no
genoma total. Genes que apresentem um desvio padréo significativo desta média gendmica sao
considerados como sendo horizontalmente adquiridos.
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Tabela 2. Algumas transferéncias horizontais envolvendo eucariotos (Syvanen, 1994).

Proteina Caso Referéncia
1. NodL similaridade a proteinas da bactéria Rhizobium | .
de proteinas e genes do nematodeo (Scholl, Thorne et al. 2003)

Meloidogyne s. Confirmados filogenéticamente.
2. Cutinase Auséncia de ortélogos deste
gene de Mycobacterium tuberculosis (Gamieldien, Ptitsyn et al. 2002)
em bactéria.

3. Adenylate cyclase = Somente presente em tubercle bacillie (Gamieldien, Ptitsyn et al. 2002)
eucariotos.

4. Fe superoxide dismutase Fe SOD do protista Entamoeba his-

tolitica possui origens procariéticas. (Smith, Feng et al. 1992)
5. Aldolase Aldolase classe 11 de levedura mostra
afinidade com aldolase de E.coli. (Smith, Feng et al. 1992)
6. Citocromo C a proteina de Arabidopsis thaliana possui
afinidade com fungos. (Kemmerer, Lei et al. 1991)
7. Xylanase gene encontrado em “rumen fungi” é
similar a Rumoncoccus. (Gilbert, Hazlewood et al. 1992)
8. Thioredoxin Thiorredoxina-m em plantas possui
origem bacterial (Hartman, Syvanen et al. 1990)

9. Glyceraldehyde-3- gapdhA de E.colie Anabaena possuem(Doolittle, Feng et al. 1990),

phosphate dehydrogenase uma afinidade com eucarioto gapC

10. Elongation facto Tu rufA em Arabidopsis é do seu (Baldauf and Palmer 1990)

endosimbionte

11. Proteina ribossémica L21 L21 e L22 em algumas plantas sdo de  (Gantt, Baldauf et al.

1991)
e lL22 seus endosimbiontes

*Tabela modificada a partir de (Syvanen, 1994).

A magnitude da aparente transferéncia horizontal de genes em procariotos talvez nao
devesse ser recebida com tanta surpresa, como apresentado por Koonin e equipe (Koonin,
Makarova et al. 2001), nem com ceticismo exagerado. De fato, a habilidade dos microorganismos
absorverem DNA do ambiente que os cercam e integra-lo ao seu genoma foi demonstrado ja pelo
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classico experimento de Avery-McLeod-McCarthy em 1943, que provou o papel do DNA como
sendo o principio transformante.

Portanto os primeiros estudos comparativos entre genomas completamente seqlienciados
sugerem a importancia da contribuicdo de genes horizontalmente transferidos. Talvez mais até do
que previamente pensado (Wolf, Aravind et al. 1999). J& podemos afirmar sem divida alguma que
ha um fluxo de genes de bactérias para eucariotos, assim como é predominante entre eventos de
HGT, sendo talvez a teoria endosimbiontica da mitocondria e plastidio a mais evidente (Koonin,
Mushegian et al. 1997).

Estudos recentes indicam que relagbes evolutivas entre organismos, como a relagao

parasita-hospedeiro, geram condi¢des propicias para um fluxo de DNA entre estes. HGT poderia
favorecer a adaptacdo do patdégeno ao ambiente intracelular (Wolf, Aravind et al. 1999). Analises
mostram que mais de 30 genes do genoma da bactéria Chlamydia trachomatis agrupam com
homdlogos em eucariotos e nao foram achados em genomas bacterianos. Outros agruparam
claramente com homélogos eucariotos em arvores filogenéticas (Wolf, Aravind et al. 1999).
Outros dois estudos recentes (Scholl, Thorne et al. 2003; Nitz, Gomes et al. 2004) um utilizando
nematoides parasitas de plantas da espécie Meloydogyne e outro com o protozoario
Trypanossoma cruzi, demonstram como HGT pode ser um mecanismo importante na evolug¢édo de
parasitismo e na interagcao patégeno-hospedeiro. Em T. cruzi ficou provado experimentalmente a
existéncia de integragdo do DNA do cinetoplasto (kDNA) em células do hospedeiro durante a
infeccdo. Esse processo foi realizado artificialmente em células germinativas de coelhos e aves,
tendo sido obtida a transmissdo para as geracdes F1, F2 e subseqiientes de cruzamentos,
indicando que quando processos dessa natureza acontecem em células germinativas eles podem
dar origem a HGT.

Genes sujeitos a HGT entre nematddeos e bactéria foram recentemente identificados [36]
através de um método de comparagcdo de bancos de dados de EST de trés espécies de
nematodides Meloidogyne contra bancos de dados formados a partir de seqiéncias dos
invertebrados C. elegans e Drosophila e outro de proteinas bacterianas. Como similaridade a uma
seqUéncia de bactéria é o critério mais simples para se considerar uma proteina deste nematédeo
e consequientemente o gene que a codifica, como sendo um possivel candidato a HGT, o banco de
proteinas de bactéria foi gerado com a finalidade de identificar este tipo de similaridade. Os outros
dois bancos de dados de invertebrados foram gerados de modo a eliminar candidatos em
Meloidogyne que apresentassem similaridade com estes invertebrados, pois estes ndo seriam
adquiridos através de HGT. Um gene similar a bactéria presente em Meloidogyne e Drosophila,
mas ausente em C. elegans provavelmente n&o foi adquirido através de HGT, tendo sido resultado
de perda génica na linhagem de C. elegans, ap6s a divergéncia destas espécies de seu Ultimo
ancestral em comum, o que n&o seria identificado caso o banco de Drosophila ndo tivesse sido

gerado.
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O método identificou seis novos candidatos a HGT, cuja andlise filogenética indicou a
origem rhizobial (bactéria fixadora de nitrogénio no solo e que povoam raizes de plantas) de quatro
deles. Curiosamente, Meloidogyne e Rhizobia sao simpétricos, isto é, dividem um nicho ecolégico
no solo, e provavelmente na planta também, satisfazendo o requisito de proximidade fisica para
que HGT ocorra.

Existem diversos mecanismos afetando evolucéo de parasitas. Entre estes podemos incluir
a adaptacdo de genes pré-existentes para codificar novas funcdes, duplicacdo génica, perda
génica e aquisicao de genes de outras espécies (HGT). Estudos recentes mostram a relevancia do
papel de HGT na relagédo patégeno-hospedeiro (Wolf, Aravind et al. 1999; Scholl, Thorne et al.
2003; Nitz, Gomes et al. 2004) indicando inclusive a direcao da transferéncia sendo proposta nos
casos especificos. Parece provavel que no caso de parasitas intracelulares, a transferéncia do
hospedeiro para o patdgeno poderia estar sendo facilitado se comparado com parasitas
extracelulares ou bactérias de vida livre (“free-living”).

Recentemente Gamieldien e colegas reportaram a presenca de 19 genes de origem
eucariética no genoma de Mycobacterium tuberculosis e a sua retencdo no mesmo através de
vantagem seletiva (Gamieldien, Ptitsyn et al. 2002). Sem duvida, muitos patégenos bacterianos
evoluiram sua capacidade de produzir fatores de viruléncia adaptados ao ambiente do hospedeiro
(Gamieldien, Ptitsyn et al. 2002). Os autores chegaram a estes resultados baseados na
comparagao de valores de e-value de BLASTP para cada proteina predita em M. tuberculosis
contra conjuntos de seqUiéncias de proteinas de eucariotos e procariotos do GenBank como um
“screening” preliminar de candidatos a HGT. Proteinas que apresentarem similaridade contra
eucariotos ao invés de bactéria, utilizando um valor de corte de e<-10, foram selecionados como
possiveis candidatos. Na outra etapa eles fizeram uma nova comparagdo gendmica, desta vez
contra o conjunto de seqiiéncias completo do banco de dados nr utilizando para tal PSI-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/blast). Nesta etapa foram identificados 25 candidatos. Destas, 11

obtiveram similaridade somente com eucariotos e foram selecionados como candidatos putativos a
HGT. Para confirmar transferéncia horizontal nos casos em que seqliéncias de bactéria foram
identificados por PSI-BLAST, as proteinas representativas dos trés reinos (bactéria, eucaria e
archae) foram alinhadas por ClustalW (Thompson, Higgins et al. 1994) e sujeitas a analise
filogenética através do software PHYLIP (Felsenstein 1989). Dos 14 candidatos remanescentes, 8
apresentaram filogenias ndo-congruentes; agruparam com eucariotos a exclusao de procariotos
com suporte de bootstrap =70%.

Evidéncia recente de genes mitocondriais codantes em plantas sujeitos a HGT entre
espécies ndo relacionadas de plantas (Bergthorsson, Adams et al. 2003) através de métodos
filogenéticos sugere a existéncia de um mecanismo para troca de material genético entre plantas
de diferentes espécies. Arvores filogenéticas inferidas apenas com genes mitocondriais de
espécies diferentes de plantas foram analisadas levando a conclusao de que a topologia da arvore
s6 poderia ser suportada se levada em conta HGT. Como houve agrupamentos de genes em
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clados de espécies diferentes criando-se uma filogenia incongruente (ex: monocotiledéneas com
dicotiledéneas), as hipéteses alternativas a HGT foram refutadas, como transmissdo vertical de
gene do nucleo da mesma planta para a mitocéndria.

Critérios para identificagdao de HGT

Existem diversos métodos para deteccdo ou confirmagdo de HGT: (1) Métodos

filogenéticos, (2) padroes andmalos de contelido G+C e “cdédon usage” em genomas, (3) padrdes
fileticos (Rosewich and Kistler 2000; Katz 2002) e (4) Homologia. O primeiro destes métodos é
aquele que fornece a mais direta evidéncia de HGT, pois linhagens doadoras e recipientes podem
ser analisadas na filogenia observando-se a topologia discordante (Philippe and Douady 2003).
O ponto de partida para obtencao de uma lista de genes candidatos a HGT em um genoma é
naturalmente a comparagao genémica. Dado o grande numero de seqliéncias para analisar e a
expectativa de que a maioria ndo sdo transferidos horizontalmente pode ser desenvolvido um
método de comparagéo gendmica através de BLAST para eliminagao de genes herdados de modo
tradicional (Wolf, Aravind et al. 1999; Gamieldien, Ptitsyn et al. 2002; Scholl, Thorne et al. 2003),
através de transferéncia vertical. Este método seria uma espécie de filtro filogenético de modo a
separar as seqUéncias que apresentassem alta similaridade com genes do mesmo taxa do
genoma estudado.

O método mais rapido e simples para determinarmos homologia significante entre dois
genes evolutivamente distantes, (diferentes grupos taxondmicos) é através de similaridade por
BLAST. Entretanto valores de similaridade do BLAST nem sempre indicam relagdes evolutivas com
precisao além do fato do tamanho e o tipo do banco de dados poder afetar o resultado obtido por
este método.

Um exemplo de predigdo inflacionada de genes candidatos a HGT através de similaridade
por BLAST foi descrito recentemente (Stanhope, Lupas et al. 2001). O consércio internacional para
0 sequenciamento do genoma humano relatou 113 casos de HGT em 2001 entre bactéria e
vertebrados sem nenhuma aparente ocorréncia em intermediarios evolutivos (ndo-vertebrados).
Estudos posteriores (Stanhope, Lupas et al. 2001) usando buscas mais rigorosas em banco de
dados e andlises evolutivas-filogenéticas em 28 destes genes propostos pelo consoércio, que
haviam sido comprovados por PCR, indicam que estes genes podem ser explicados em termos de
descendéncia desde o ancestral em comum e portanto ndo sdo exemplos de HGT. Uma das
conclusdes desta experiéncia é que relacdes evolutivas entre proteinas ndo podem ser concluidas
somente através de similaridade por BLAST resultantes de buscas com bancos de dados. No caso
do consércio humano, muitos resultados de BLAST eram sem duvida de espécies de bactéria, no
entanto outras seqiiéncias apresentando similaridade a humanos e que nao foram cuidadosamente
analisadas consistiam de organismos eucariotos ndo vertebrados, o que rejeitaria a hipotese de
HGT e uma analise filogenética acurada teria mostrado esta relacdo. Portanto a andlise
filogenética deve ser um componente central de qualquer esforco de busca de genes candidatos a
HGT, anotacdo de familias de proteina ou anotacdo genémica. Segundo (Stanhope, Lupas et al.
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2001): “Reconstrugao filogenética é fundamental para a sintese, a partir da crescente quantidade
de dados de sequenciamento, da nossa visdo da evolugdo de genomas”.

Métodos Filogenéticos e Paramétricos

Andlise da topoldgica de arvores filogenéticas inferidas para familias de genes sempre foi
tradicionalmente um dos modos principais de se decifrar cenarios evolutivos, incluindo HGT
(Syvanen 1994). Este tipo de andlise depende de congruéncia de arvores filogenéticas com a
arvore candnica universal baseada em SSUrRNA. Um exemplo de HGT em uma arvore
filogenética seria o agrupamento de uma proteina bacteriana com o seu homélogo eucarionte,
excluindo o agrupamento desta mesma proteina bacteriana com homdlogos de outras bactérias.
Esta mistura de taxas contradiz a monofilia da arvore canénica universal, agrupando sequéncias
de eucariotos com seqUéncias de procariotos em um clado polifilético.

Conflitos entre arvores sob comparacdo ndo sdo necessariamente devido a HGT, mas
podem surgir devido a questdes especificas como perda de genes e convergéncia (Xie, Bonner et
al. 2003). De fato, sendo convergéncia génica a evolugcado independente de caracteres similares
(genes por exemplos), em linhagens evolutivas distintas, uma arvore construida com seqiéncias
génicas que sofreram convergéncia formaria uma incongruéncia similar a HGT, gerando grupos
polifiléticos de reinos diferentes (Bacteria e eucariotos por exemplo) (Brown 2003).

O fato de seqiiéncias de proteinas se modificarem ao longo da evolugdo mais lentamente
do que suas seqUiéncias codantes de DNA tornam as arvores filogenéticas de proteinas a melhor
opcao para deteccdo de HGT ocorrido ha muito tempo na escala evolutiva (“ancient HGT”) .
Arvores filogenéticas baseadas em nucleotideos sdo, portanto, melhores para o estudo de
espécies semelhantes, que possuem poucas diferencas em suas seqiiéncias nucleotidicas (Brown
2003).

Métodos paramétricos incluem andlise da composicdo de nucleotideos (G+C) e “codon
usage”. Ambos os métodos baseiam-se na chamada ‘hipétese Gendmica’ que diz que “codon
usage” e composicdo G + C sdo assinaturas distintas de cada genoma (Grantham, Gautier et al.
1980). Segundo (Campbell 2000), a maioria dos eucariotos e procariotos possui DNA de
composicao homogénea. Portanto, aqueles genes cujo nucleotideo ou composicdo de codons sdo
significativamente diferentes da média esperada de um dado genoma, provavelmente foram
adquiridos através de HGT.

Varios genes transferidos horizontalmente revelados por este critério sdo transposons,
profagos e outros elementos genéticos cuja ‘mobilidade evolutiva’ ndo representa surpresa devido
a suas caracteristicas de mobilidade (retrotransposigcao, transposi¢cdo) de um ponto para outro em
genomas.

O consenso que se tem chegado sobre qual o melhor método de analise para se
reconstruir eventos evolutivos como HGT envolve tanto a combinagdo de métodos filogenéticos
como métodos paramétricos (Brown 2003).
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Padrao Filético

Podemos definir padrado filético como simplesmente o “padrdo de espécies”, ou seja, 0
padrdo de presencga ou auséncia em um dado cluster de genes ortélogos de espécies. Quando um
grupo de genes ort6logos mostra, por exemplo, a presenga de uma familia de proteinas
tipicamente encontrada em eucariontes em uma Unica linhagem de bactéria, a probabilidade de
HGT é alta.

Com a disponibilidade de varios genomas completos seqlienciados, métodos novos,
relativamente simples e altamente eficientes tornaram-se possiveis. Com a sistematica delineagcao
de familias de genes ortélogos a nogao de padrao filético (filogenético) foi introduzida inclusive com
a criacao de bancos de dados de genes ortélogos (COGs e KOGs; “cluster of orthologous genes”,
em eucariotos —KOG e em procariotos -COG) (Tatusov, Fedorova et al. 2003; Koonin, Fedorova et
al. 2004) através da clusterizacdo de seqUiéncias por similaridade de seqliéncia. Isto ira ajudar
muito a tarefa de inferéncia filogenética, jA que para recuperar a arvore filogenética de um
determinado organismo é necessario a utilizacdo de genes ortélogos ou todos os paralogos, o que
€ muito dificil (relativamente poucos genomas seqlienciados, especialmente eucariotos).

Para caracterizagcdo de um cenario de HGT ou perda génica (‘gene loss”) néds
recorreremos aos padroes filéticos da proteina em questdo. Caso um gene esteja presente em um
genoma mas ausente em varios outros genomas do mesmo taxa ou semelhantes evolutivamente
(distribuigao filogenética anébmala), para este cenario ndo ser uma transferéncia horizontal e sim
transferéncia vertical, teria de ter ocorrido multiplas perdas génicas (“gene loss”) independentes o
que evolutivamente é um tanto improvavel.

Estudos recentes (Koonin, Fedorova et al. 2004) demonstram que padroes filéticos
inesperados refletem em sua maioria eventos de perda génica e HGT. O banco de dados
atualizado de KOGs continha até 01/2005 4.852 clusteres de genes ortélogos, que sao formados a
partir de 60.759 proteinas ou ~54% dos ~111.000 produtos de genes eucariéticos.

Evolucao molecular e filogenética

Estudos filogenéticos do sub-reino dos metazoarios vém sendo feitos ha mais de um século
com dados tanto da embriologia como morfolégicos, contudo néo foi possivel inferir uma filogenia
bem suportada dos metazoarios através da utilizacdo destes métodos. Existe um crescente
interesse em resolver a filogenia deste periodo devido ao fato de que a maioria dos filos
conhecidos hoje terem surgido na metade do periodo cambriano, 530 milhdes de anos atras
(Bowring, Grotzinger et al. 1993). E predominantemente aceita a idéia de que todos os filos vivos
hoje em dia possam ter tido a sua origem até o fim da explosao cambriana (Valentine, Jablonski et
al. 1999). O periodo cambriano foi caracterizado ap6s a evidéncia geoldgica que mostra uma
sUbita aparigao de inimeros fésseis com caracteristicas morfoldgicas deste periodo.

Para entender os padrées de radiagcdo das espécies que surgiram durante o periodo
cambriano, as relacées entre os filos devem ser entendidas para tanto surgiu a evolucéo
molecular. Métodos filogenéticos também sdo necessarios para entendermos o padrao da
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evolucao dos genes, assim como 0s processos que levaram a diferenciacdo no desenvolvimento
morfolégico que caracterizam os diversos filos. Observa-se a exaustdo da maioria das
caracteristicas morfologicas informativas para fins de estudos filogenéticos, o que tem levado a
controvérsias em relagdo a contribuigio efetiva dessas caracteristicas (Raff, MArshall et al. 1994).
O aumento da importancia do uso de computadores em 1950 levou eventualmente ao
desenvolvimento de métodos de “clusterizagdo”, e com isso os taxonomistas gradualmente
tornaram-se mais receptivos a procedimentos numéricos e algoritmicos para inferir filogenias,
culminando com o uso de filogenias moleculares para construcdo de arvores filogenéticas de 1960
até hoje. Zuckerkandl e Pauling foram os primeiros a perceber que as seqiéncias primarias de
acidos nucléicos e proteinas continham uma rica fonte de informagdes sobre a histéria evolutiva,
qgue poderia ser recuperada através de alinhamentos de seqiiéncias e comparagao (Zuckerkandl
and Pauling 1965). Essas analises levaram ao inicio da era da filogenia molecular a partir de 1965.

Filogenias Moleculares

O poder revolucionario destes métodos tornou-se 6bvio treze anos depois quando Woese
e Fox publicaram andlises de um nudmero significante de organismos baseados nas seqiiéncias
conservadas e de baixas taxas evolutivas do gene 16S rRNA (RNA ribossémico, moléculas
conservadas que compde o ribossomo de procariotos e eucariotos, também descritas como
SSUrRNA), culminando com a definicdo de uma visdo da vida na terra representada em uma
filogenia composta por trés dominios: Bactéria, Eucaria e Archae (Woese and Fox 1977), sendo
que cada dominio possui ramos monofiléticos, ou seja, derivados de um Unico ancestral em
comum. Alternativamente, um taxa polifilético possuiria descendentes de diferentes ancestrais.
Esta representagéo das relacdo evolutivas dos principais dominios taxonémicos e trés grandes
taxa monofiléticos ficou conhecida como “arvore candnica universal” ou simplesmente “arvore da
vida”. Adicionalmente, filogenias de proteinas independentes mostram que tanto Archae quanto
Eucaria s&o grupos irmaos, portanto a arvore deve possuir sua raiz em bactéria.

Com este estudo os rRNAs tornaram-se os marcadores referenciais para estudos
filogenéticos. Usando comparagdes baseadas em seqiiéncias de rRNA, as relagoes filogenéticas
dos principais taxas de procariotos e eucariotos foram obtidos (Woese 1987; Sogin 1991). Este
sucesso das SSU rRNAs como marcadores filogenéticos em parte € explicado pelo fato destas
serem moléculas de evolugdo lenta (baixas taxas de substituicdo), conterem um numero
significativo de pares de base e néo ter sido sujeita a transferéncia horizontal de genes. De acordo
com Raff, o fato desta ser uma molécula de evolucao lenta a faz possuir regides conservadas que
sofreram poucas modificagdes desde os seus ancestrais até os organismos de hoje em dia (Raff,
MArshall et al. 1994). Por esta caracteristica esta molécula é muito usada para estudos de
homologia entre taxas distantes.

E importante ressaltar agora a diferenca entre arvores de genes e arvores de organismos.

A primeira se prop6e a estudar a evolugao de determinado gene ou familia de genes ou proteinas
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enquanto que a segunda se propde a entender as relacdes evolutivas de organismos. A
expectativa ingénua da sistematica molecular (arvores filogenéticas baseadas em seqliéncias de
acidos nucléicos) é a de que a filogenia de genes sdo compativeis com filogenias de organismos,
ou seja, através da obtencgao da primeira invariavelmente descobririamos a segunda. Na verdade
existem inUmeras razées para que isto ndo seja verdade: a principal delas € o fato que duplicagdes
génicas podem resultar em genes diferentes porém relacionados em uma espécie. Estes genes
sdo conhecidos por paralogos e caso nao tenhamos todos os genes paralogos ao inferirmos uma
filogenia de organismos nao seria possivel inferir a filogenia correta, como sera exemplificado logo
abaixo. Portanto é importante distinguirmos dois tipos basicos de homologia entre genes:
Paralogia e Ortologia

Genes paralogos descendem de um ancestral que sofreu uma ou mais duplicagdes
génicas. Portanto genes paralogos se diferenciaram ao longo da evolugao (através de duplicagao)
em linhagens diferentes de genes, muitas vezes formando familias génicas. No caso de dois genes
homadlogos que nao sofreram duplicacdo génica, nos referimos a eles como ortélogos

O paradoxo dos genes paralogos é bem exemplificado no caso do gene da globina que em
determinado momento da evolugao sofreu duplicagcdo génica, o que gerou duas cépias distintas do
mesmo gene em suas espécies; a-globina e B-globina. Os genes de B-globina séo ortélogos entre
si em diferentes espécies mas sao paralogos em relagao ao gene da a-globina. Esse fendmeno
pode prejudicar a inferéncia da filogenia organismal caso na analise nao sejam considerados todos
os paralogos de uma mesma espécie (Page and Holmes 1998). Portanto este exemplo ilustra bem
a fato de que para inferirmos a filogenia organismal correta é necessario a utilizacdo de um grupo
completo de genes paralogos. Alternativamente, é possivel a utilizagéo estrita de genes ort6logos;
que nao sofreram duplicacao génica.

Um terceiro tipo de relagao evolutiva seria a Xenologia; quando um gene deve a sua
presenca em um organismo a transferéncia horizontal.

Alternativamente a relagdes homodlogas entre genes, uma similaridade entre duas
seqiiéncias pode ter ocorrido independentemente, caso pela qual sdo determinadas de
homoplasicas.

Homoplasia é o termo dado a dois ou mais caracteres similares que evoluiram
independentemente. E oposta a idéia de homologia na qual dois ou mais caracteres s&o similares
devido a heranca destes diretamente de seu ancestral. Convergéncia génica seria um exemplo de
homoplasia na qual a sequéncia de dois genes sdo similares devido a evolu¢do independente
desta similaridade em duas seqUéncias ndo relacionadas por ancestralidade (Page and Holmes
1998). Foi sugerido que HGT também seja um fator causador de homoplasia entre seqliéncias
(Syvanen 1994).

No caso dos basidiomicetos, filo a que pertence o fungo C. perniciosa, ele aparece

ramificando com outro fungo filamentoso (Ascomycota) em um clade irmdo em uma filogenia
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construidas com SSU rRNA (“small subunit”) como pode ser observado na figura 2 (Van de Peer
and De Wachter 1997).

Green algae

Land plants
Hatarckont algas
Comycetes

Ciliates

Dincflagellates

Red algas

Anirmals

_|: Basidiomycets fungi

Ascomyceate fungi

Figura 2. Arvore filogenética mostrando as relacbes evolutivas entre os maiores grupos eucariotos.
Oomicetos ndo agrupam com outros patdgenos de plantas (fungos filamentosos), compostos por ascomicetos
e basidiomicetos, este Ultimo do qual faz parte Crinipellis perniciosa. Arvore gerada a partir de seqiiéncias da
pequena unidade de rRNA ou SSU rRNA (Van de Peer, Y. & Wachter, R, 1997).

Como consequéncia deste sucesso, filogenias moleculares substituiram quase que
completamente abordagens taxondmicas classicas baseadas em dados morfolgicos, e um grande
banco de dados contendo seqiéncias de rRNA foi gerado. Hoje em dia, portanto, filogenias
moleculares baseadas em seqiiéncias de nucleotideos ou aminoacidos tornaram-se ferramentas
indispensaveis para o estudo da evolugdo molecular.

Os métodos atuais para construcdo de arvores filogenéticas dividem-se em dois tipos:
Métodos baseados em matrizes de distancia (Fenéticos) ou métodos probabilisticos (Cladistica),
sendo distancia genética definido como a medida da evolugdo que a molécula sofreu (substituicao,
transi¢ao ou transversao).

Dentre o primeiro estdo os métodos da evolugdo minima e agrupamento de vizinhos (NJ,
neighbour-joining). No segundo estdo os métodos da Maxima parsimbnia, da Maxima
verossimilhanga e inferéncia Bayesiana.

Métodos de distancia primeiramente convertem as seqliéncias alinhadas em uma matriz de
distancia que representa uma estimativa da distancia evolutiva entre duas seqiiéncias (nUmero de
mudancas que ocorreram) enquanto métodos probabilisticos analisam cada sitio de nucleotideo ou
residuo de amino&cido.

Um dos métodos mais simples e mais populares para construgao de arvores filogenéticas
€ o de agrupamento de vizinhos (NJ). Ele foi desenvolvido por Saitou e Nei em 1987, sendo uma
simplificagdo do principio da evolugdo minima com a diferengca de nao examinar todas as

topologias possiveis mas sim agrupar vizinhos estreitamente relacionados (Saitou and Nei 1987).
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Visando aumentar a robustez da topologia de arvores filogenéticas, andlises estatisticas
foram desenvolvidas e associadas aos métodos evolutivos para inferéncia filogenética. O método
mais popular destes é o “bootstrap”, que consiste na reorganizagao da amostragem aleatoriamente
dos dados para determinar erros de amostragem nas topologias das arvores. Na pratica os
caracteres séo reorganizados aleatoriamente com substituicbes de modo a criar varios conjuntos
de réplicas bootstrap de uma amostra original. Cada replicata é entdo analisada através de um dos
métodos evolutivos usados em programas de filogenia (Neighbour Joining - NJ, Parciménia) e a
concordancia das arvores resultantes sdo resumidas em uma “majority-rule consensus tree” ou
simplesmente arvore consenso. As freqUéncias de ocorréncia de grupos concordantes ou BP
(“bootstrap proportions”) sdo a medida de suporte final para estes grupos e conseqientemente
para a topologia da arvore.

E importante ressaltar que “bootstrapping” ndo deve ser tratado da mesma forma como
intervalos de confianga. Nao existe unanimidade sobre o que seria um bom valor de bootstrap
(>70%, >80%, >85%7). Uma arvore pode ter valores de bootstrap muito altos mas estar
completamente errada, sendo este mais uma medida de precisao do que correcao.

Incongruéncia em arvores filogenéticas

Dentre os critérios para comprovagédo de HGT encontra-se a incongruéncia filogenética.
Portanto os fatores responsaveis pelas incongruéncias das arvores filogenéticas podem ser
classificados em bioldgicos e metodoldgicos. Entre os bioldgicos destacam-se os fendbmenos da
transferéncia horizontal de genes (Horizontal Gene Transfer — HGT), tratado posteriormente
(Syvanen 1994), e a duplicacdo de genes seguida de perdas génicas randémicas e independentes
(Wolfe and Shields 1997). Por exemplo, quando um numero de seqliéncias de eucariotos cai em
um clado bem suportado (bootstrap) de seqléncias de procariotos, fala-se de filogenia
incongruente. De maneira geral quando observamos uma incongruéncia entre a “arvore do gene” e
a “arvore da espécie”, um caso para transferéncia horizontal de genes pode ser feito.

Entre os fatores de natureza metodoldgica observa-se o0 uso de modelos evolutivos
incorretos para a reconstrugao de arvores filogenéticas. Talvez o problema mais conhecido seja o
“long branch attraction” (LBA), ou atragdo dos galhos longos, em arvores filogenéticas (Moreira and
Philippe 2000) que pode ocorrer quando o método parsimdnia é utilizado para inferéncia da
filogenia. Este problema foi primeiramente identificado por Felsenstein quando observou que as
taxas evolutivas eram diferentes entre espécies diferentes (Felsenstein 1978). No caso especifico
de comparagdo de um conjunto de seqiiéncias que evoluem a taxas distintas, & freqlente que
aquelas que evoluem a taxas mais rapidas sejam desenhadas juntas erroneamente. Isto ocorre
pois sequéncias de rapida evolugdo (altas taxas de substituicdo) estdo mais sujeitas a dividirem
caracteres idénticos aleatoriamente (falsas sinapomorfias) do que seqiiéncias que evoluem
vagarosamente (pequenas taxas de substituicdo). Este fendmeno é relevante no caso de HGT,

pois este tipo de evento usualmente € acompanhado de “evolucao acelerada” (Koonin, Makarova
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et al. 2001), portanto sujeito a “long branch attraction”. Portanto na auséncia de um modelo
adequado para medir a evolugao das seqiéncias este problema ocorre e as seqiéncias que
evoluem a taxas mais rapidas sdo agrupadas juntas erroneamente, independentemente de suas
verdadeiras relagdes. Como atualmente os modelos estdo tendendo a um excesso de
simplificacdo, LBA ocorre freqlientemente sempre que as diferengas das taxas evolutivas das
sequiéncias existir. Um problema adicional de LBA é o fato de a seqliiéncia de “outgroup” possuir
freqientemente ramos longos. De modo que as proéprias seqiiéncias evoluindo rapidamente no
grupo interno ndo somente atraem umas as outras mas também o “outgroup”, levando ao seu
posicionamento errbneo na base da arvore.

Foi concluido que devido a este relevante problema de atracdo dos galhos longos nossa
visdo da evolugédo de certos grupos foi infelizmente influenciada através de filogenias incorretas
resultantes de LBA. Um exemplo disto ocorreu no filo Microsporidia. Estes protistas sdo parasitas
altamente divergentes e que ndo possuem mitocéndria e ramificam na base da arvore eucariética
de SSU rRNA (Leipe, Gunderson et al. 1993). Devido a esta posicdo eles eram considerados
réplicas vivas de uma era pre-mitocondrial da evolugdo dos eucariotos. Os problemas com este
modelo comegaram a surgir quando genes de origem mitocondrial foram encontrados em seu
genoma além do fato de filogenias construidas com varias outras proteinas que ndo SSU rRNA
indicaram seu posicionamento préximo a fungos. Este posicionamento foi ainda suportado pela
presenga de quitina na parede de seus esporos além da similaridade de seu ciclo de vida com o de
outros fungos (Muller 1998). Portanto estes protistas sdo na verdade um grupo de fungos que
experimentou um forte aumento da taxa evolutiva de alguns de seus genes como o gene de SSU
rRNA que foi usado para reconstrugéo da arvore errénea. Este aumento da taxa evolutiva do gene
de SSU rRNA ocorre provavelmente devido a seu estilo de vida parasitico, caracterizado pela
reducao da atividade metabdlica e “gargalos” seletivos. Portanto sua rapida taxa evolutiva explica
seu posicionamento filogenético basal como resultado de um artefato causado por LBA.

De um modo geral filogenias sdo trabalhosas e consomem muito tempo além de
dependerem em Ultima instancia de seqléncias corretas de alinhamento, portanto sdo muito
dificeis de serem automatizadas sem comprometer sua qualidade.

Genomas de organelas e HGT: a teoria endosimbidntica

O conceito de transferéncia horizontal aplicado a teoria endosimbidntica possui uma longa
histéria, tendo sido descrito pela primeira vez em 1905 por Mereschkowvski que argumentou que
cloroplastos foram endosimbiontes bacterianos (Mereschkowsky 1905). A mais convincente
demonstracao da teoria foi realizada por Woese & Fox usando rRNA de mitocondria e cloroplasto,
0S quais eram mais similares ao de bactéria do que seus proprios homdlogos nucleares (Woese
1977; Woese and Fox 1977). Este artigo, alids, € um marco em estudos de transferéncia horizontal
pois & o primeiro a apresentar testes de incongruéncia filogenética para provar HGT.

Foi sugerido ainda que adicionalmente ao evento endosimbidntico original que formou a
mitocOndria e os plastideos, outros eventos adicionais de HGT ocorreram. Outros estudos
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envolvendo filogenias incongruentes com diferentes marcadores filogenéticos (rubisco e 16SrRNA)
demonstraram que de fato pode ter ocorrido mais de um evento simbidntico (Shivji, Li et al. 1992).
Além disso, existem inimeras descricbes de DNA organelar que moveu para o0 nucleo e estes
eventos sdo importantes pois definem parte da via para HGT mediada por endosimbiosis. Estes
tipos de transferéncia tanto podem ter ocorrido ha muito tempo em uma escala evolutiva, como
podem ter sido adquiridos recentemente, como exemplos com o gene da tierredoxina F e GAPDH
(Erwin and Valentine 1984), (tabela 1).

Mecanismos moleculares de HGT

De acordo com Bushman (Bushman 2002) sdo trés os mecanismos abrangentes que
mediam um movimento eficiente de DNA entre as células: transducdo, conjugacdo e
transformagao.

Transdugéo refere-se a transferéncia de uma seqiiéncia de DNA entre células através de
virus. Quando uma seqléncia de DNA ¢é introduzida em uma nova célula hospedeira, ela pode ser
integrada no genoma através de recombinagdo homologa.

Conjugacao é a transferéncia direta de uma seqiiéncia de DNA de uma célula para outra.
Normalmente conjugacéo refere-se a transferéncia de DNAs entre células bacterianas, entretanto
Agrobacterium tumefaciens utiliza-se de um mecanismo essencialmente idéntico para transferir
DNA para células eucaridticas. O mecanismo de conjugacdo envolve um aparato especial
chamado de pilus para juntar fisicamente duas células fazendo que entrem em contato direto. Uma
fita de DNA da célula doadora adentra a célula recipiente. Caso o DNA transferido seja integrado
ao genoma da célula recipiente, esta pode adquirir novas caracteristicas codificadas pelo DNA
transferido.

Transformagdo normalmente envolve simplesmente a absorgdo por uma célula de DNA
presente no ambiente que a cerca e expressao deste DNA na célula recipiente. Algumas células
bacterianas sao naturalmente competentes para absorgao de DNA.

Qutro mecanismo relacionado a HGT é a transposicdo e pode ser definido como a
transferéncia de segmentos de DNA de uma regido do genoma para outra. Estes segmentos
moéveis de DNA sdo chamados de transposons ap6s sua descoberta em 1950 por Barbara
McClintock. Transposi¢ao ndo € um mecanismo de transferéncia horizontal per se, pois no ocorre
necessariamente saida de material genético de uma célula e entrada em outra ou mesmo
transferéncia entre genomas mas em um mesmo genoma. Entretanto, alguns casos de
transposicao sao diretamente associados com transferéncia horizontal porque podem “ligar”
regides vizinhas de transposons a veiculos de transferéncia horizontal como plasmideos
conjugativos ou virus. Transposons representam um dos mais convincentes exemplos de HGT em
eucariotos como no caso do transposon mariner descoberto primeiramente em Drosophila
(Jacobson, Medhora et al. 1986) e posteriormente descritos em outras espécies, incluindo dois

casos em humanos (Robertson, Zumpano et al. 1996).
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Existem dois modos alternativos de transposicao: um que usa um RNA intermediario para
transposicao, denominado de retrotransposicdo e um outro que nao utiliza RNA como
intermediério.

Retrotransposons replicam-se através de transcricdo reversa, através da proteina
integrase, de modo a integrar o cDNA linear no genoma. Retrotransposons do tipo LTR, com
longas repeti¢cdes terminais, sdo similares a retrovirus, com o Unico diferencial de que estes nao
possuem uma fase extracelular em seu ciclo de vida (Bushman 2002). Ambos possuem estruturas
e proteinas em comum como gag-pol (ver figura 3), sendo que o retrovirus possui ainda um gene
env que codifica a capsula protéica, ausente em retrotransposons.

Diversos estudos documentam transferéncia horizontal envolvendo retrotransposons do
tipo LTR, sendo talvez o caso mais conhecido a transferéncia entre D. melanogaster e D. willistoni
(Flavell 1999). Outros estudos demonstram HGT de retrotransposons, desta vez entre plantas
através da descoberta de retrotransposons similares em espécies evolutivamente distantes de

plantas hospedeiras, como é o caso da familia de retrotransposons tipo Ty1-copia.

Retrotransposons LTR
5'LTR gaqg pol env FLTR

L 1 [ 1 |

Fig 5. Estrutura de transposons eucarioticos de tipo LTR.

Este retrotransposon foi seqlenciado em oito espécies diferentes de plantas
evolutivamente distantes. A filogenia dos transposons mostraram-se incongruentes em relacdo a
filogenia do hospedeiro (planta) sugerindo HGT (Flavell 1992). De um modo geral o fato de que a
familia de retrotransposons do tipo Ty1-copia é distinta em fungos, plantas e animais é consistente
com a hipétese de que extensiva transferéncia tenha mantido o carater especifico de cada familia
de retrotransposons (Flavell 1992; Bushman 2002).

Existem dois tipos de mecanismo para transposicao envolvendo transposons que nao
necessitam de um RNA intermediario; transposi¢ao replicativa, que gera uma segunda cépia do
transposon e o reintegra em um novo sitio e transposicao conservativa, que envolve corte e
reintegragdo do elemento em outro sito no cromossomo. O processo de integracdo do transposon
em um novo sitio é catalisado pela enzima Transposase, codificada por um dos genes do
transposon.

Além do transposon mariner descrito anteriormente, transposons tipo PIF (“P instability
factor”) foram identificados em Zea mays (Zhang, Feschotte et al. 2001), sendo estes associados a
uma nova familia de transposons recém identificados denominados de “tourist like MITEs”
(“Miniature inverted repeat transposable elements”) (Zhang, Jiang et al. 2004). Resumidamente
MITEs séo pequenos trechos de DNA, ndo autbnomos que sdo abundantemente espalhados em
genomas de plantas. Podem ser divididos em dois grupos: “Tourist like” e “Stowaway like”. Como
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MITEs nao codificam proteinas eles dependem de transposases codificadas por outros elementos:
“P Instability factor” no milho (PIF) e outro no arroz —(PONG) foram identificados como
transposases usadas por MITEs. Estes transposons (PIFs e PONGs) sao comuns em todos os
eucariotos, tanto em genomas de plantas como fungos e animais.

Foi demonstrado ainda que elementos de transposi¢céo do tipo P s@o regulados de modo a
somente “pularem” eficientemente em células de linhagem germinativa e ndo na linhagem somatica
e isto é feito através da regulacdo do “splicing” do gene da transposase (Bushman 2002). Existem
estudos que indicam HGT de transposons do tipo P em populagdes naturais de Drosophila através
do seu parasita Proctolaelaps regalis (Bushman 2002).

Um exemplo de HGT envolvendo transposons em fungos ficou evidente apds um estudo
da distribuicdo das seqUiéncias homologas do transposon Fotl, que é encontrado muito bem
representado em linhagens de F. oxysporum, mas ausente em espécies filogenéticamente
relacionadas de Fusarium sendo encontrado entretanto em outras espécies mais distantes
(Daboussi 1997).

De maneira mais abrangente, transferéncia horizontal ocorre tanto em procariotos como
em eucariotos. Muitos dos principios descrevendo HGT em procariotos sdo os mesmos em
eucariotos, de maneira modificada. Segundo Bushman (Bushman 2002), transferéncia horizontal
foi uma forga central na construgao dos cromossomos de ambos procariotos e eucariotos. Segundo
o autor elementos moéveis (transposons) entraram no genoma de ambos, proliferaram e criaram
mudangas herdaveis no DNA. Mudangas genoémicas devido a integracdo de DNA, multiplicagao de
transposons ou integracdo de virus “geram novas regides de homologia que servem como
substrato para recombinacdo homologa celular”, favorecendo troca de material genético. O autor
conclui que em ambos, eucariotos e procariotos, grupos de genes foram adquiridos de outros
organismos e incorporados em seu genoma. As condicbes para ocorréncia de transferéncia
horizontal diferem entre eucariotos e procariotos; em eucariotos qualquer DNA entrando em uma
célula deve atravessar ndo somente a membrana citoplasméatica como a membrana nuclear
também, ao passo que procariotos ndo apresentam membrana nuclear. Consequentemente,
eucariotos exigem sinais direcionando distribuicdo dentro da célula. Outra diferenca é a auséncia
de conjugacdo em células eucariéticas. Nada que impeca, entretanto a presenca de mecanismos
parecidos com conjugacao que possam transferir DNA de procariotos para eucariotos.

Portanto em eucariotos, para uma seqiiéncia de DNA mover-se entre células, deve sair da
membrana do doador e entrar pela membrana da célula receptora. O DNA transferido deve entéao
adquirir um estado na célula do recipiente que permita sua persisténcia no genoma. Um exemplo
de como isto poderia acontecer foi demonstrado recentemente (Nitz, Gomes et al. 2004), sendo a
integragdo de kDNA do patdégeno nematdide T. cruzi em células tronco embrionarias de
hospedeiros mamiferos e aves comprovada. Células tronco embriondrias sao pluripotentes e

podem se desenvolver em qualquer tipo de célula, inclusive células de linhagem germinativa.
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Foi visto que diversos casos em que existe a suspeita de HGT em eucariotos envolve
elementos méveis “egoistas”, como por exemplo, introns, transposons e plasmideos. Este quadro
ndo é diferente para fungos com algumas excegoes em que ha algum tipo de relagédo evolutiva
envolvida (Rosewich and Kistler 2000).

Além de fagos existem diversos outros tipos de virus que transferem DNA entre células
como os retrovirus, porque RNAs celulares podem ser encapsulados em virions, transportados
entre células e integrados ao novo hospedeiro. Integracdo pode ocorrer, as vezes, em células
germinativas, fazendo com que a alteracdo seja herdada pela proxima geracdo da célula
modificada. Uma vez que o ciclo de vida da infeccao € iniciado com a formacdo de cDNA através
de transcrigao reversa a partir das fitas molde de RNA, este mesmo cDNA é integrado no genoma
do hospedeiro através da agao da proteina Integrase, codificada pelo virus e que liga o cDNA ao
DNA alvo no hospedeiro. Talvez o exemplo mais extremo da conseqiéncia da infeccdo de um
organismo por um retrovirus é o caso da AIDS. O virus da imunodeficiéncia humana, assim como
tantos outros virus apresentando viruléncia, originou-se através de um “pulo recente” de um virus
animal em humanos (origem zoonética). O retrovirus endégeno humano (HERV) por sua vez fez o
caminho contrario, infectando um progenitor dos macacos modernos ha muito tempo atras, tendo
sido este elemento integrado nas células germinativas do primata, tornando-se um provirus
enddgeno. HIV difere de HERV no sentido de que ndo ha um provirus endégeno de HIV, portanto
ele nao esta envolvido em transferéncia horizontal de genes, no sentido de que ndo houve uma

modificagao herdavel das células germinativas, pelo menos por enquanto (Bushman 2002).

IV. Objetivo.

O objetivo deste projeto é a identificacao de genes candidatos a transferéncia horizontal no
genoma de Crinipellis perniciosa através de comparacdo gendmica, padrao filético, métodos
paramétricos e arvores filogenéticas.

Uma vez identificadas os genes (proteinas) serdo caracterizados através de anotacado de
modo a analisar sua provavel contribuicdo nos diversos processos biol6gicos realizados pelo
fungo, principalmente aqueles envolvidos na patogenicidade.

Os candidatos mais interessantes segundo este critério serao selecionados para validacao através
do desenho de primers, PCR, amplificacao a partir de cDNA e sequenciamento.

V. Materiais e métodos

Comparacao_Genomica

Uma montagem do genoma de C. perniciosa composta de mais de 17.000 contigs gerados a
partir dos reads obtidos do seqlenciamento do genoma de C. Perniciosa foi usada para uma
comparagao de genoma inteiro através do algoritmo BLASTX contra um banco de dados contendo

apenas seqliéncias de proteinas de fungos.
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Este banco de seqliéncias de proteinas de fungos continha todas as sequéncias de proteinas
de fungos disponiveis no GenBank NR (77.821 seqUéncias) na época desta comparacao
(03/2004).

Este banco de fungos foi gerado através de um script PERL que selecionou todas as
seqUéncias de proteina de fungos do banco de dados mundial através de um script por palavras-
chave gue selecionava apenas as seqtiéncias do NCBI que possuiam nomes de fungos, através
de uma comparacao por palavra-chave contra uma lista contendo apenas nomes fungos, inserida
no programa.

Identificacao de “open reading frames”’(ORFs)

Orfs foram identificadas com o programa ORF finder (www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

Alinhamento Multiplo

Alinhamentos multiplos das proteinas obtidas através do GenBank e as proteinas candidatas a
HGT de C. perniciosa foram construidos com as opcgoes padrbes do programa ClustalX versdo 1.8
(Thompson, Higgins et al. 1994) e editadas para remocéo de regides com baixa qualidade de
alinhamento com o programa GeneDoc (Nicholas, Jr. et al. 1997).

Andlise filogenética de genes candidatos a HGT

Todas as éarvores filogenéticas foram construidas com o programa PHYLIP versdo 3.2
(Felsenstein 1989). Matrizes de distancia foram geradas com o programa PROTDIST usando a
opgao “Dayhoff” para calcular a probabilidade de mudanga de um amino &cido para outro com a
matriz PAM-001(1%). O programa NEIGHBOR foi usado como método de clusterizagdo das
arvores com a opcao Neighbour-Joining (N-J). Os programas SEQBOOT e CONSENSE foram
usados para estabelecer limites de confianca dos pontos de ramificacdo de 1000 replicatas de
BOOTSTRAP. As arvores filogenéticas construidas através do PHYLIP foram visualizadas através
do programa TREEVIEW (Page 1996).

Todas as filogenias foram construidas através da selegdo de seqUéncias que
apresentassem alta similaridade (alinhamentos) de BLASTP entre a seqliéncia da proteina
candidata a HGT (“query”) e seus alinhamentos mais significantes estatisticamente em bancos de
dados. Portanto aquelas seqiiéncias apresentando baixos valores de e-value com um “valor de
corte” de e<-05 e valores altos de alinhamento em bits foram incluidos na filogenia.

Os critérios usados para definir quais candidatos teriam a filogenia inferida foram; 1) Blastn
dos candidatos para checar possiveis contaminantes; 2) Candidatos a HGT que representavam
preferencialmente o gene inteiro. Caso o candidato seja apenas um fragmento do gene, seu
alinhamento multiplo foi checado de modo a conferir possibilidade de recuperagao de seu sinal
filogenético. 3) Proteinas interessantes de um ponto de vista bioquimico ou relacionadas a
patogenicidade do fungo. 4) Candidatos que obtivessem alta similaridade ou homologia com
proteinas de plantas (e-value), levando-se em consideracao a relacao saprofitica de C. perniciosa
com suas plantas hospedeiras.

Desenho de Primers
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Primers  especificos  foram desenhados  com 0 programa PRIMER3
(http://frodo.wi.mit.edu/cqi-bin/primer3/primer3 www.cqgi) a partir das ORFs preditas dos contigs

candidatos com a finalidade de amplifica-lo através de PCR e posterior clonagem. Foram
adicionados sitios para enzimas de restricdo palindromicos nas extremidades 5" (Nde1;CATATG) e
3’ (BamH1;GGATCC) do oligo para posterior corte dos sitios de restricdo para isolar o gene
(seqliéncias em azul, tabela 2).

No total foram desenhados 12 oligos, sendo trés primers para cada gene (dois “forward” e
um reverso) para um total de quatro genes candidatos. Isto foi feito de modo que um dos primers
“forward” para cada gene pulasse o peptideo sinal de cada gene (For2). Estes primers foram entao
usados para realizagdo de PCR com DNA gendmico total de C. perniciosa como molde.

Tabela 3. Lista de Oligonucleotideos usados para PCR neste trabalho. Trechos marcados em azul

representam sitios de corte para enzimas de restricio NDE1 e BamH1 para clonagem direcional.

Oligonucleotideo Sequéncia

Polen

PoFor1 CATATGAAGCTTGAATCTTTTTCG
Pofor2 CATATGACGGGGAAGGTCTACTG
PoRev1 GGATCCCCAAGTAATGCTATTATG
DAD

DaFor1 CATATGAAGAGGACGACGACGA
DaFor2 CATATGGATCTGTACGTGGCCTT
DaRev1 GGATCCCTCCTCAAGCTATGTA
Transposase

TrFor1 CATATGGTATCACCAGAGGAGCAA
TrFor2 CATATGCAATTGTTGGACTCCCT
TrRev1 GGATCCTTGAAAAGCTCCTTGTAA
THN

ThFor1 CATATGACCGGCGGTACTGTT
ThFor2 CATATGAGGTGCAGGAAACCT
ThRev1 GGATCCAATGATATTGTCGAAGG

Extracao de DNA gendomico de C. perniciosa

Extragdo de DNA genbémico do micélio de C. perniciosa na fase necrotréfica foi feito
segundo o método tradicional de extragdo de DNA de fungos e plantas (Ausubel, Brent et al. 1999)
com modificacoes:

O micélio foi macerado em nitrogénio liquido, distribuido em 09 tubos de 1,5mL e
acrescentado 500 uL de tampéo de extragdo CTAB em cada tubo [CTAB 2% (p/v), NACL 1,4M,
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EDTA 20mM, TRIS-HCL 100mM pH 8.0, PVP 1% (p/v) e B-mercaptoetanol 0,2% (v/v)]. Esses
tubos foram incubados a 65°C por 30 minutos. Apos este periodo de incubagao foi adicionado em
cada tubo 500uL de cloroférmio: alcool isoamilico na proporcdo de 24:1 respectivamente,
misturados e centrifugados a 12.000rpm em temperatura ambiente por 15 minutos para a
separacao das fases organica e aquosa. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e a ela
foi adicionado 0,6 volume de isopropanol na temperatura de aproximadamente -20 °C e
centrifugado a 12.000rpm por 15 minutos a 4 °C para a precipitacdo do DNA. O precipitado foi
lavado com 500uL de etanol 70% (v/v) centrifugado a 12.000 rpm por 5minutos. Apds a secagem
do precipitado, esse foi dissolvido em 30uL de tampé&o TE (Tris-HCI 10 mM pH8.0 e EDTA 1 mM)
acrescido de 1uL de RNAse (10mg/mL) e incubado a 37°C por 1hora. O DNA foi armazenado a —
20°C para posterior utilizago.

Amplificacdo dos fragmentos génicos por PCR (“Polymerase Chain Reaction”)

Todas as reacgdes de PCR (Mullis 1990) foram feitas em um volume final de 20uL, sendo
2uL de DNA, 0.8uL de enzima Taq polimerase (Promega), 2uL de tampao da enzima, 4uL de
dNTPs (1,5pmol/uL), 2uL cada de primers especificos sense e antisense na concentracao de
15pmol/uL e (7uL) de agua milli-Q. Essas reagbes foram realizadas em termo ciclador (Peltier
tetrad PTC-225 (MJ Research), seguindo o programa de amplificagéo de: denaturagéo inicial (94°C
por 4 minutos) seguido de 30 ciclos compostos por denaturagdo ( 94°C por 40 segundos),
anelamento do primer (58°C por 40 segundos) e extensao (72°C por 1 minunto); finalizando a 4°C
por 4 minutos.

Purificagédo do produto de PCR

Apés a amplificagéo, os fragmentos foram purificados usando o kit S.N.A.P (Invitrogen).

Clonagem direcional de um homologo de Péllen Ole E 1 em C. perniciosa.

Uma banda de aproximadamente 700pb contendo as enzimas de restricdo Nde1 e BamH1
amplificada através de PCR do DNA gendmico foi clonado no vetor pGEMT-Easy (Promega)
através de ligagdo (T4 DNA Ligase) da banda isolada em gel “low melting”. Posteriormente o
plasmidio foi transformado em E.coli DH10b (Invitrogen) e selecionado por X-gal/IPTG. Foi
realizado um PCR das colénias brancas para a sele¢ao dos clones recombinantes.

RT-PCR

A transcricdo reversa seguida de PCR foi utilizada para a sintese de cDNA fita simples, a
partir do RNA total extraido por Trizol (/nvitrogen) e tratado com DNase 1 (50 U/ul, Invitrogen), e
subsequente amplificacdo do cDNA por PCR com primers especificos.

Nesta reacdo os oligos (dT) se ligam a cauda poli-A na extremidade 3" do mRNA e sintetizam
cDNAs. A sintese de cDNA seguiu a seguinte reacao: 4ul de RNA total, 1ul 1T0OmMdNTPs, 5ul
tampao1°'5X, 1ul transcriptase reversa [SuperScript 1I-GibcoBRL (200U/ul)], 3ul 15pM iniciador
(Oligo dT), 1ul DTT e 10ul de agua milliQ para completar volume final de 25ul. Primeiramente a

mistura de agua, oligonucleotideos, dNTPs e RNA foi colocada & 70°C por 10 minutos e resfriada
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em gelo. Acrescentaram-se 0s demais componentes e as reagdes ocorreram a 42°C por 1 hora.
Em seguida, a enzima foi inativada por 15 minutos a 70°C.

Seqiienciamento

O seqlienciamento dos produtos de PCR foi feito segundo o método de Sanger (Sanger
1977) . As reagbes de sequenciamento foram feitas para um volume final de 10uL usando 2uL do
mix “DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit — Amersham” que contém a enzima Taq DNA
polimerase, dNTPs, Dye terminators , TrisHCI pH9.0 e MgCl, ; 2uL de primer especifico
(1,5pmol/uL), 2uL de DNA (10ng/uL), 2uL de tampao Tris-Cl- MgCl, pH9.0 e 2uL de agua
deionizada. Essas reacoes foram realizadas em termo ciclador (Peltier tetrad PTC-225 (MJ
Research), seguindo o programa de amplificacdo de: denaturagéo inicial (95°C por 1 minutos)
seguido de 25 ciclos compostos por denaturagao ( 95°C por 20 segundos), anelamento do primer
(58°C por 15 segundos) e extensao (60°C por 60 minutos); finalizando a 4°C por 4 minutos.

As reagoes foram precipitadas com 8uL de agua deionizada, 32 uL de etanol 95%, centrifugadas a
12.000rpm por 30 minutos, seguido por lavagem com 100uL de etanol 70% centrifugadas a
12.000rpm por 10 minutos e secagem em temperatura ambiente no escuro.

Estas reacdes foram seqlenciadas em sequienciador automatico plataforma AbiPrism
377 (Perkin Elmer) adquirido pelo Instituto de Biologia, departamento de genética e evolugéo da
UNICAMP.

Analise de “codon usage”

Genes selecionados para uma andlise de “Cédon Usage” foram computados com o
programa CodonW (Peden) e representados graficamente através de uma andlise estatistica
bivariada com o programa SPADN (Bélgica).

O conjunto de genes candidatos a HGT selecionados para esta andlise obedeceu a um
critério de presenca de cédons de terminacdo dentro de ORFs (Peden) (15 candidatos
apresentando multiplos cédons de terminagéo dentro de suas ORFs foram excluidos).

Analise do conteudo G+C

Um script PERL foi gerado para contar as bases G e C das sequéncias nucleotidicas de
cada candidato a HGT e gerar uma porcentagem deste valor relativo ao total de bases da

seqliéncia.

VI) Resultados

Comparacao Gen6émica

Os 17.906 contigs resultantes de uma montagem rascunho do genoma de C. perniciosa
foram comparados (blastX) contra um banco de dados composto por seqliéncias de proteinas de

fungos (77.821 seqliéncias) e todos os contigs “no-hits” (e>-5) selecionados. Como resultado desta
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primeira comparagao foi obtido um primeiro banco com 7.824 seqiiéncias “no hits” (6rfas), ou
43.64% das seqiiéncias da montagem inicial. Este resultado serviu para eliminarmos seqiiéncias
génicas sujeitas a transferéncia vertical de modo a selecionar resultados que ndo apresentassem
“hits” com sequiéncias de fungos. Uma nova comparagéo foi feita usando as seqiiéncias 6rfas do
primeiro banco, desta vez contra o banco de dados NCBI-NR de modo a detectar altas
similaridades com seqliéncias de organismos distantes evolutivamente a fungos através de
BLASTX, usando um e-value de e<-5 como valor de corte, gerando 359 “hits” ou 2% da montagem
rascunho original.

317 destas 359 sequiéncias foram eliminadas por nao apresentarem ORFs com
similaridade contra seqiiéncias anotadas em NCBI-nr (BLASTP) e uma pequena parte destas
seqUéncias foi excluida por ser consideradas contaminagdes bacterianas (E. coli). Somente ORFs
ou genes apresentando similaridade a seqiiéncias codantes (CDSs) anotadas no NCBI-nr foram
selecionados.

Portanto os 43 contigs de C. perniciosa foram selecionados, suas ORFs encontradas e
anotadas através de similaridade por BLASTP contra o banco de sequéncias de proteinas do
NCBI-NR (figura 4).

Baseado no alinhamento destas 43 ORFs preditas com seus homélogos anotados no

NCBI-NR apenas sete sao provaveis genes completos enquanto que os outros 36 candidatos
consistem de fragmentos génicos. Deste total, 16 sdo similares a genes de plantas, sendo 06
destes elementos moveis. 19 apresentavam maior similaridade com genes provenientes de
bactérias enquanto outros 09 genes candidatos sdo mais similares a genes de origem animal.
Uma vez identificados os genes candidatos a transferéncia horizontal no genoma de C. Perniciosa
0 proximo passo seria 0 de validar estes genes, confirmando sua presenca no genoma de C.
Perniciosa através de PCR e sequenciamento, além de eliminar a hipétese de contaminacao
gendmica. Para tanto seriam escolhidos quatro genes da lista de 43 candidatos que obedecessem
aos seguintes critérios: 1) genes que apresentem uma alta similaridade com homdlogos em
plantas; 2) Genes cujos produtos sejam relacionados a patogenicidade ou desenvolvimento de
estruturas relacionadas a infecgao 3) Genes relacionados a mecanismos de HGT. Baseado nestes
critérios de fungao os genes escolhidos foram: CpPLP (Cp para Crinipellis perniciosa e PLP para
“pollen like protein”), CpTLP (ibidem e TLP para “thaumatin like protein”), CpDAD (gene de
apoptosis em C. Perniciosa) e CpTransposase (transposon relacionado a familia de transposons
do tipo “tourist like”).
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359 contigs de C.
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- Validagao de candidatos a
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- Codon usage e conteudo
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Figura 4. “Pipeline” de comparagdo gendmica funciona como um filtro filogenético para eliminar candidatos

Excluir contaminantes
bacterianos (BLASTN)
» ORF finder (BLASTP)

|

aHGT: 43

Genes candidatos

espurios a HGT através de comparagdo com o algoritmo BLASTX.

Estes quatro genes nunca foram descritos antes em fungos, a excecao do gene THN, e

sdo muitos bem distribuidos em plantas. Podemos visualizar suas anotagbes bem como suas

respectivas fungdes em negrito na tabela 4.
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A proteina antifungo THN (“thaumatin-like”) é parte da familia de proteinas PR-5
(“Pathogenesis-related"), muito bem distribuida em diversas espécies de plantas. Esta proteina é
relacionada a patogénese, sendo estruturalmente diversa e amplamente distribuida em plantas. A
acumulacdo de proteinas tipo PR, localmente e sistémicamente, é parte integral do sistema de
resposta da planta iniciado por plantas hospedeiras sob stress biotico ou abi6tico de modo a
impedir o ingresso do patégeno.

Outra proteina importante selecionada foi a proteina DAD (“Defender against cell death”).
Membros desta familia fazem parte da membrana celular e causam apoptosis (morte celular
programada) caso sejam mutadas. E importante ressaltar que o gene CpDAD foi identificado e
selecionado com base em uma busca feita através do algoritmo BLASTN com o contig do gene de
Pollen contra o banco de dados de C. perniciosa. Um dos “hits” surpreendentemente foi um read
com alta similaridade a proteina DAD em Citrus u. Este resultado indica que estes dois genes
estdo posicionados em um mesmo contig em cluster no genoma de C. Perniciosa, o que
configuraria uma ilha de patogenicidade caso suas fungdes sejam comprovadas.

A proteina de Pollen além de apresentar alta similaridade a seqiiéncias de plantas (figura
5), é muito bem distribuida neste reino. Pollen ndo possui ortélogos em outros fungos o que
caracterizaria talvez o cendrio mais robusto de HGT dos candidatos aqui apresentados.

Eetula
Chenopodiu :
Lycopersic
Fraxinus
Ligustrum
Clea
Sambucus
C.pernicio
Arabidopsi :
Gossypium
Foss

ory=za

Sea

Phleum

lolium

Lilium

Eetula :
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Olea

Sambucus
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Gossypium
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Oryza

Zea : b = :
Phlewm H 4 J & F'.H.%I‘-IHF FEILL
lolium H ! 7 & PFRKEPLKE GEIL— @
Lilivm H : 7 ST SIS ORQPDITECDLLT

Figura 5. Alinhamento de sequéncias de aminodcidos da familia de proteinas de Pollen. Aminoacidos marcados em negrito
indicam residuos idénticos em todas as sequéncias do alinhamento, enquanto aqueles marcados em cinza indicam
substituicdes bem conservadas. Alinhamento ilustra alto grau de Identidade (>55% ) da provavel proteina de Poéllen em C.
perniciosa (Pollen_olle_e_1) e homodlogos em plantas.
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A proteina transposase identificada em C. perniciosa apresenta alta similaridade através
de BLASTP (59%) ao transposon “P instability factor” (PIF) em Zea mays.

Outro motivo que nos levou a optar pela escolha destes quatro candidatos para validacao
experimental foi o fato destes serem os Unicos a apresentarem um peptideo sinal (sinal localizador)
na regido N-terminal do gene, um indicativo de que esta proteina seria secretada.

Portanto as seqiiéncias de aminoacidos dos 43 candidatos acima foram examinadas com o
programa iPSORT (Bannai, 2002) para deteccéo do peptideo sinal. Esta pequena seqiiéncia de
residuos de aminoacidos localiza-se na regido N-terminal de proteinas recém sintetizadas e
contém a informacgédo que determinara sua localizagdo sub-celular. Como a maioria das proteinas
sdo sintetizadas no citosol elas necessitam destes sinais localisadores para leva-las a organelas
especificas da célula. IPSORT é um programa de predi¢do destes sitios N-terminais de localizagao
através de métodos baseados em redes neurais. Quatro candidatos (Pollen_Ole_E 1, DAD, THN e
transposase) apresentaram este sinal confirmando a suspeita de que sdo genes codantes de
proteina. Ainda segundo as predicoes feitas pelo programa, a proteina putativa de Pélen apresenta
um peptideo sinal, DAD e transposase apresentam um peptideo sinal direcionador para a
mitocdndria e THN apresenta um peptideo direcionador para o cloroplasto.

Podemos dividir os seis elementos méveis encontrados em nossa andlise em dois grandes
grupos de elementos mdveis: retrotransposons e transposons. Os dois retrotransposons
encontrados em C. perniciosa apresentaram similaridade a retrotransposons com longas
repeticdes terminais (LTR), de tipo copia enquanto que as quatro transposases, que codificam
enzimas que catalizam a transposicdo apresentaram similaridade a transposons do tipo “P
Instability Factor” ou PIF, abundante em eucariotos em geral e em plantas especificamente.

Estes elementos méveis foram demonstrados anteriormente como sendo sujeitos a HGT, como
foi descrito anteriormente (mecanismos de HGT) no dramatico caso dos mariners em eucariotos e
também no caso dos retrotransposons LTR de tipo cépia e portanto analises subseqiientes irao
indicar HGT destes elementos no caso especifico de C. perniciosa.
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Tabela 4. Anotacédo de 43 genes e suas proteinas codantes candidatos a HGT em C.perniciosa
demonstrando homologia inesperada (BLASTP) com organismos evolutivamente distantes. Proteinas em
negrito foram amplificadas através de PCR cDNA da fase necrotréfica do fungo.

Gene/Proteina = Organismo mais E-value Tamanho
(Contigs) Estrutura/ fungao similar (BLASTP) (BLASTP) | (nt)
Polen_Ole_e_1 | Familia de proteinas de pdlen. . . ,
(pfam01190) Funcao biolégica desconhecida. Planta; Arabidopsis | e-51 528
HYPK Proteina Huntingtin Planta;Oryza sativa e-39 336
Dominio catalitico do
Retrotransposon | retrotranspson gag-pol. Media
de tipo LTR- retrotransposicao no Planta;Oryza sativa e-56 1776
copia hospedeiro.através de transcri¢ao
reversa.
Transposase Fenp\:;aclz:;%%in;ggggon.\blnagao, Planta;Oryza sativa | e-28 564
Proteinas de funcao desconhecida. . .
DUF614 Proteina eucariética nao E Ian_tas, Petlnia e-04 420
) ybrida
caracterizada.
KOG0769 Proteina mitocondrial predita Planta; Arabidopsis e-30 291
Familia de proteinas tipo
Thaumatin. Relne proteinas
relacionadas a patogénese em
. plantas. Varios membros desta
Thaumatin familia d tram significante | Planta;Arabidopsis | e-07 342
(THN) amilia demonstram significante anta;Arabidopsis | e
atividade in-vitro para inibir o
crescimento da hifa ou
germinagao do esporo de varios
fungos.
Transposase t(::;[]aslrl)zoasgr;[ransp%@ao de um Planta; Oryza sativa e-27 615
UDP-glucoronosyl e UDP-glucosyl
UDPGT transferase. Envolvida em Planta; Arabidopsis e-11 345
transporte e metabolismo do
I(:;)szmOO 421) Proteina de fotossintese Planta;Ascarina e-66 363
Proteina também encontrada em
DUF674 Arabidopsis nao caracterizada e de | Planta;Oryza sativa e-19 279
funcéo desconhecida.
Transposase Envolvida em replicacao, ) ,
predita recombinacao e reparo. Planta; Oryza sativa e-23 444
Retrotransposon
putativo do tipo | Contém os genes gag-pol Planta;Oryza sativa e-41 1176
LTR-copia
Transposase Transposase_21; familia de ) , ,
(pfam 02992) fransposases tnp2. Planta;Arabidopsis e-09 2124
Familia de proteinas de defesa
DAD (pfam contra morte celular ,
02109) programada. Causam apoptosis Planta, Citrus u. e-55 348

quando mutadas.
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NinG Proteina do fago bacteriano Lambda Bactéria; Yersinia e-64 | 576
Faafl Envolvido no metabolismo do lipideo. Bactéria; Yersinia e-25 | 351
Familia de proteina bacteriana de
SapC aproximadamente ~250 residuos. Em B
(pfam07277) Campylobacter f. SapC faz parte de uma Bactéria;Caulobacter | e-17 | 704
“superficie em S”, a qual confere resisténcia a
Serum.
COG3956 qutﬁﬁ'rg?];gpéig(‘jo dominio de Bactéria; Yersinia e-30 | 345
Bactéria; Buchnera
FKBP_N aphidicola. e-09 | 741
HLyD Familia de proteinas secretoras Bactéria; Serratia e-32 | 444
DKSA Supressor do Dnak. Envolvido em Bactéria: env. Seq 020 | 171
mecanismos de sinais de transducao. ’ ) )
SC';S 4A9)(pfam Bactéria; Yersinia e-40 | 444
SFSA Bactéria; Yersinia e-35 | 384
TDO2 e Triptofano 2,3-dioxygenase (vermilion). ngli?vrol?c;jeria e29 | 186
TRP Transporte de amino acido e metabolismo. fungorum
Kinase Kinase Bactéria; env. Seq e-16 | 432
Peptidase Penti . L ..
M32 eptidase, Caroxypeptidase Bactéria; Yersinia e-66 | 492
COG2911 Proteina ndo caracterizada conservada em Bactéria: Yersinia 629 | 447
bactérias.
. Bactéria;Bradyrhizobi
MHPC Hydrolase predita um japonicum e-16 | 267
Metil- O-Metiltransferase; Podem estar envolvidas | Bacteria;Mycobacteri | | 4o | 555
transferase | em producéo de antibiético. um
Permease do tipo ABC do sistema de Bacteria; ,
Permease transporte Burkholderia e-06 | 288
' fungorum
NADH predito, oxireductase; Producédo de
energia e conservacao. Regula
RnfD negativamente a expressao de fatores de Bactéria; Yersinia e-38 | 510
viruléncia em Vibrio cholerae através da
inibicdo do ativador de transcricdo ToxT.
Proteina tipo dedo de zinco citoplasmatico Bactéria;
KOG0804 | praP2 Microbulbifer e-12 |99
Proteina envolvida no sistema de
MtIA fosfotransferase, transporte de carboidrato e | Bactéria; Bacilluss. | e-08 | 597
metabolismo.
COG3236 E;Zizlr?: desconhecida conservada em Yersinia e-14 | 532
Phosphomannomutase. Proteina envolvida
’I\D/ERAB e grg ’\t/rl:ansporte de carboidratos e metabolismo; Bactérja; Shigella 30 | 478
sonnei

Phosphoglucomutase/Phosphomannomutase.
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Este dominio esta envolvido na
JmjC (KOG1356) | organizacao da cromatina através da Animais; Drosdfila e-17 | 444
modulagéo da heterocromatizagao.

Proteina conservada nao

KOG4182 Animais; Rattus n e-15 666

caracterizada.
P53 (pfam00870) | Proteina reguladora do ciclo celular. Animais; Homo s. e-42 | 456
COG: Dipeptidil aminopeptidase.
Envolvido no transporte de amino
DAP2 (COG . ; " o -
1506 e acido e metabolismo; KOG: Dipeptidil Animais: Danio r. 0-16 505

KOG2100) aminopeptidase. Func¢ao: Modificagao
pés traducional, Turn-over de
proteina e chaperones.

Hydrolase Hidrolase secretada predita. Animais; Leishmania | e-13 | 1095

Catalisa conversao da heme para
biliverdin. Essencial para reciclar ferro
da heme. Também participa da
homeostasis da heme, resposta a
estresse oxidativo, formacgao de
pigmentos fotossintéticos e aquisigao
bacterial de ferro da heme do
hospedeiro.

Heme
Oxygenase
(pfam01126)

Animais; Gallus g. e-13 660

Proteina liga-se ao RNA. Contém

KOG0965 SWAP e dominios G-patch que séo

encontrados em certos retrovirus
(pfam01585).

Animais; C. elegans e-05 402

Em uma nova andlise com cada um dos 43 genes candidatas a HGT foram submetidas a
buscas por similaridade através do algoritmo TBLASTN contra o banco de dados de ESTs de
patdégenos fungicos COGEME de forma a encontrar possiveis homologias. Das 43 seqléncias
apenas cinco apresentaram “hits” significantes contra seqtiéncias de EST (tabela 5).

A proteina DAD em C. perniciosa apresentou alta similaridade com ESTs de fungos como,
por exemplo, o basidiomiceto Ustilago maydis que por sua vez apresentaram resultados de
BLASTX contra o NCBI-nr com sequiéncias de organismos distantes evolutivamente como X.
laevis.

Dois retrotransposons previamente preditos com base em similaridade por BLASTP em C.
perniciosa também apresentaram “hits” contra ESTs de patégenos fungicos em plantas como M.
grisea. Estes resultados reforcam sua similaridade a retrotransposons de tipo “long terminal repeat”
(LTR) da familia copia também identificados pelo algoritmo BLASTP. Estes ESTs por sua vez
apresentaram “hits” contra retrotransposons do tipo cépia em plantas.

QOutra proteina predita em C. perniciosa apresentando alta similaridade a ESTs anotados
como proteinas da membrana do perdxissomo de Ustilago maydis foi a proteina mitocondrial
predita.

Curiosamente a proteina candidata mtla apresentou similaridade alta a um EST
considerado como sendo um contaminante de vetor pelo banco COGEME em C. parasitica, que
por sua vez apresentou alta similaridade a seqliéncias bacterianas de E. coli, indicando a presenca

de um possivel contaminante.
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Tabela 5. Busca por similaridade com o algoritmo TBLASTN dos 43 candidatos a HGT contra o banco de

dados de ESTs de patdgenos fungicos em plantas COGEME indica homologia apenas para cinco candidatos.

Candidato a Organismos o 1 organismo
HGT (C. “hit” (ESTs- value Fungéo predita “hit” EST vs. Fungéo
Perniciosa) COGEME) NCBI-NR
defesa contra morte
?Slxllja)r programada Xenopus laevis
U. maydis 4e-20 DAD
defesa contra morte Xenopus
DAD s celular .
C. parasitica 2e-15 programada(DAD) laevis DAD
M. grisea ge-14 | Jeiesacontramorte Xenopus DAD
programada(DAD) laevis
M. graminicola B Retrotransposon )
8e-27 poliproteina- Zea mays Gag-pol
retroelemento LTR
rvet B. graminis 2e-12 re’trqtransposon tipo Arabidopsis retrotransposon
copia-LTR de ti e
e tipo copia
M. grisea Retrotransposon
3e-6 poliproteina-LTR Zea mays Gag-pol
Retrotransposon
M. grisea 5e-4 poliproteina-LTR Zea mays Gag-pol
rve2 - . .
M. graminicola 8e-4 Ret'rotrar]sposon Arabidopsis Gag-pol
poliproteina-LTR
Proteina .
transportadora U. maydis 26-4 Proteina da membrana rirec:rtr?tlnrr]:nia do Candida boidinii
mitocondrial do peroxissomo 47. .
; peroxissomo 47
predita
Enzima de sistema sE|2tZe|>rr?1aa de
mtla C. parasitica 1e-9 g/lcz)a:tr;lrsil;gsnpt)eetnflca PTS/ E. coli Mannitol-
Shigella f. especifica PTS/

bacteriano ou vetor de
clonagem

contaminante
bacteriano

Buscas através dos algoritmos de BLAST com a proteina de pollen ndo apresentaram similaridade

com a seqliéncia de EST depositadas no banco de dados COGEME. Portanto uma nova busca foi

feita através do algoritmo BLASTN usando a seqliéncia de nucleotideos da proteina de Pollen

como “guery” contra o banco de dados EST_Others (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/est_others),

composto de sequéncias de EST de todos os organismos exceto humano e camundongo. Os 5

primeiros hits resultantes podem ser visualizados na figura 6. Estes ESTs poderiam representar

ortélogos desta proteina em espécies diferentes ou membros adicionais de uma familia de genes.
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Todos os “hits” mostrados na figura 6 sdo de bibliotecas de cDNA de 6rgdos de plantas e
apresentam alta similaridade ao gene de polen de C. Perniciosa. Pode-se observar que o primeiro
“hit” é contra um EST de eucalipto, com um valor maximo de e-value de 0 suportando este
alinhamento. Inspegdo do alinhamento demonstrou 100% de similaridades entre as duas
seqUéncias indicando uma possivel contaminagé@o. Andlises posteriores através de BLASTN contra
o0 banco de dados do eucalipto confirmaram suspeitas de contaminagcdo apresentando
alinhamentos suportados pela nota maxima de e-value (0) e similaridade de 100% com estas
seqliencias.

Figura 6. Os cinco primeiros “hits” da seqiiéncia gene de Péllen contra o banco de dados EST_OTHERS através do
algoritmo BLASTN demonstram homologia a cDNAs de 6rgaos de plantas como o Eucalipto e genes relacionados a
inflorescéncia na uva.

Query= Contig12357
(964 letters)

Database: EST: other organisms
11,409,048 sequences; 6,107,871,864 total letters

Searching. ... vev e done
Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value

gb|CB967989.1|CB967989 egx28a01_F Differentiating xylem Eucalypt... 664 0.0
gb|CF610077.1|CF610077 INFIO01_000915 Grape Inflorescence pSPORT... 135 1e-28
gb|CF609172.1|CF609172 GERMOO01_000906 Grape Shoot pSPORT1 Librar... 135 1e-28
gb|CF608663.1|/CF608663 GERMO01_000348 Grape Shoot pSPORT1 Librar... 135 1e-28
gb|CF607712.1|CF607712 GEMMAOQ1_001238 Grape Bud pSPORT1 Library ... 135 1e-28

Polen, THN, DAD e Transposase: Caracterizacdao de quatro novos genes candidatos a HGT.
Amplificacdo por PCR dos genes de Pdllen, “Thaumatin” (THN), DAD (“defender against
cell death”) e Transposase foi feito a partir do DNA genémico da fase necrotrofica de C. perniciosa.
Foram usados primers especificos desenhados para flanquearem as extremidades de cada um dos
genes a serem amplificados de modo a validar a presenca destes genes no genoma de C.
perniciosa. As bandas resultantes do PCR para estes quatro genes podem ser visualizadas na
figura 7 a confirmando a presenca destes no DNA gendmico de C. perniciosa e portanto anulando
a possibilidade destes genes serem contaminagdo gendmica ou artefatos da andlise de
bioinformatica. Todos as bandas amplificadas a partir do DNA genémico sdo compativeis com os
tamanhos dos genes preditos a partir de suas ORFs através do algoritmo BLASTP. Note que estas
ORFs nado apresentam introns uma vez que estdo sendo comparados com seqiéncias de

aminodcidos depositadas a partir de cDNAs (mRNAs dupla fita) e portanto sem introns. Com isto
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qualquer pequena variagdao de tamanho entre a sequéncia predita e o tamanho amplificado pela
banda a parti de DNA gendmico deve-se a presencga de introns. A banda para o gene de pélen da
figura 7 a apresenta ~700 pb enquanto a seqliéncia predita pela bioinformatica para o mesmo gene
possui 528 pb. Esta diferenca de aproximadamente ~200 pb pode ser devido a presenga de introns
da banda amplificada do DNA genémico, enquanto que a sequéncia predita pela bioinformatica é a
proteina codificada do mRNA, portanto sem introns. Experimentos subseqiientes (figura 8 b)

confirmam o tamanho do gene de Pollen exatamente como previsto pela bioinformatica.

THN Transposase C+

-\:_.. p¥ &

Ladder 100pb

Figura 7.(a) PCR para os genes de Pdllen, DAD, THN (setas) e
Transposase (setas) confirmando presenga destes genes no genoma de
C. perniciosa. Bandas foram amplificadas com oligos especificos a partir
do DNA gendmico extraido da fase necrotréfica do fungo. Bandas
amplificadas correspondem a numeros para facilitar visualizagdo de
cada gene: 1) Polen (~700pb); 3) DAD-1 (~350pb); 5 DAD-2 (~342pb);
7) THN-1 (~342pb); 9) THN-2 (~300pb); 11) Transposase-1 (~700pb);
13) Transposase-2 (600pb). Nimeros pares de 1 a 14 sdo controles
negativos deste experimento. Banda nimero 15 € um controle positivo
da proteina de necrose (~700pb, cordialmente cedida).
500pb ——

Gel agarose concentrado a 1.2%, corado com azul. Marcador usado foi a Ladder 100pb (PROMEGA). (b) PCR mostrando
duas bandas amplificadas com primers especificos para o gene de pélen. Banda maior de aproximadamente 700pb e a
menor de aproximadamente 300pb . DNA ladder usado foi A-hind (1Kb). Gel agarasoe foi concentrado a 1%.
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Os oligos usados para amplificar o gene de Pdéllen (figura 7 a, banda nimero 1) foram
especificamente desenhados de modo a amplificar o gene somente depois do sinal peptidico
(PoFor2 e PoREV), composto por 30 residuos de aminoacidos, de modo a facilitar uma purificagéo
ou expressao desta proteina futuramente uma vez que os sinais peptidicos sdo caracterizados por
serem regides de alta hidrofobicidade. PCR do gene de Pdllen com 6ligos especificos (PoFor1 e
PoREV), desenhados para amplificar o gene inteiro incluindo o sinal peptidico, amplificou bandas
nao-especificas (resultado ndo mostrado aqui).

Nos casos especificos de DAD, THN e Transposase, assim como no caso do gene de
pollen, 6ligos foram desenhados de modo a amplificar bandas de dois tamanhos; um par de 6ligos
desenhado especificamente para amplificar o gene inteiro e outro par de modo a pular o sinal
peptidico, gerando uma banda menor do que o par de 6ligos que amplificam o gene inteiro. Estas
diferencas de tamanho entre os produtos amplificados para cada gene podem ser visualmente
inspecionados na figura 7 a, sendo: bandas 3 e 5 (DAD); bandas 7 e 9 (THN); bandas 11 e 13
(Transposase).

O tamanho das bandas amplificadas neste experimento é similar ao tamanho dos genes
preditos pela bioninformatica (tabela 4). O tamanho do gene putativo “Thaumatin” (THN) predita
pela bioinformatica de 342 pb é compativel com o tamanho da banda amplificada neste
experimento (bandas namero 7 e 9, ~350 e ~300 pb respectivamente).

Da mesma forma, os genes DAD e Transposase com tamanhos preditos pela
bioinformatica de 348 pb e 564 pb respectivamente sdo compativeis com as bandas amplificadas
de DNA genbmico de C. perniciosa que podem ser observadas na figura 7 a.

Amplificacao a partir de cDNA

O cDNA foi obtido através da transcricdo reversa do RNA total extraido da fase
necrotréfica e biotréfica de C. perniciosa previamente tratado com DNAse1 de modo a evitar
contaminag@o. O cDNA foi entdo amplificado por PCR com os oligos especificos dos genes de
Pdllen, DAD, THN e Transposase como pode ser observado na figura 8 a (setas indicando bandas
de ndmero 2, 7, 12 e 17 respectivamente). O cDNA necrotréfico amplificou bandas com tamanhos
similares a bandas amplificadas do DNA genomico: Péllen (banda numero 4); THN (bandas
namero 8 e 9); DAD (13 e 14) e Transposase (18 e 19) de C. perniciosa para cada um dos quatro
genes. Nenhuma banda foi amplificada do cDNA biotréfico de C. perniciosa.

Outro PCR feito com os éligos especificos flanqueando o gene de Pollen amplificaram uma
banda de aproximadamente 500 pb do cDNA necrotréfico de C. perniciosa (setas, figura 8 b),
confirmando a ORF identificada previamente de 528 pb de um contig de C. perniciosa. Estes
mesmos oligos foram usados para amplificacdo através de PCR do DNA genbmico de C.
perniciosa neste experimento resultando em uma banda de 700 pb (~200 pb maior do que o

fragmento amplificado do cDNA) como pode ser visualizado na figura 8b. Esta diferenga de
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tamanho se deve ao fato da seqiiéncia amplificada do DNA gendmico possuir introns ao contrario
da sequéncia de cDNA (mRNA dupla-fita) j& processada portanto sem introns.

Transposase

SESORRIORSRINSIPA]3EN14~ 15 16 17 18 '19

Figura 8 (a). RT-PCR mostrando os produtos (setas)
resultantes da amplificagdo dos genes de Péllen (banda
ndmero 2), THN ( banda numero 7), DAD (12) e Transposase
(17) a partir de cDNA necrotréfico de C. perniciosa. O
controle positivo consiste em bandas amplificadas a partir de
DNA genémico de duas cepas de C. perniciosa (BP10 e
CP02), ambas extraidas da fase necrotréfica do fungo: Pollen
(banda n° 4); THN (bandas 8 e 9); DAD ( bandas n° 13 e 14)
e Transposase ( 18 e 19). Os pogos de numero 5, 10, 15 e
20 sao controles negativos para o experimento.
500pb

8 (b). RT-PCR mostrando a amplificagdo de uma banda a
partir de cDNA para o gene de Pdlen (~500pb, seta). DNA
gendmico foi utilizado como controle positivo. Podemos observar que a banda para o gene de pélen é ~200pb menor

do que a banda amplificada a partir de DNA gen6émico devido a auséncia de introns do mRNA dupla fita (cDNA).

Entre os candidatos a HGT cujas bandas foram amplificadas, Pollen e DAD nao apresentaram
um padrdo de bandas consistente em todas as amplifica¢des. Este dado somado ao resultado de
BLASTN com o gene de Pollen descrito anteriormente (ver BLASTN, figura 6) confirmou a suspeita
de contaminacdo do banco de dados de C. perniciosa com seqliencias de eucalipto. Estas
suspeitas foram confirmadas por um BLASTN de todos os 43 candidatos a HGT contra o banco de
dados do eucalipto.
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Analise filogenética de candidatos a HGT.

Além dos quatro genes descritos anteriormente através de PCR e RT-PCR, outros trés genes
foram escolhidos da lista de 43 provaveis candidatos a HGT, com base em sua anotagéo biolégica
para terem as suas filogenias inferidas; o gene da Heme Oxigenase que apresenta similaridade
com seqUéncia de bactéria, o gene JMJC, envolvido na organizagdo da cromatina e apresentando
alta similaridade com Drosophila além do provavel retrotransposon LTR do tipo cépia em C.
perniciosa.

A seguir faremos uma andlise detalhada de cada uma destas sete arvores filogenéticas,
levando em consideragao suas topologias e ramificagdes, bem como seus valores de Bootstrap, de
modo a detectar arvores de genes incongruentes com a arvore candnica universal baseada em
seqUéncias de SSU rRNA, que considera o agrupamento de todos os organismos em trés
dominios (bactéria, eucaria e archae), sendo que cada um destes € monofilético.

Uma eventual mistura de seqliéncias de grupos taxondmicos distintos (ndo necessariamente
entre bactéria, archae e eucaria) em um clado polifilético também pode ser um indicativo de HGT
(plantas e fungos por exemplo) apesar de ambos serem eucariotos, pois HGT poderia ter ocorrido
depois da divergéncia destas espécies.

Na arvore filogenética construida para a familia de proteinas de Pollen na figura 9,
podemos observar a ramificagdo de uma seqiéncia de um provavel contaminante de eucalipto
detectado no genoma de C. perniciosa com uma sequéncia de Arabidopsis, apresentando um
valor de 68% de bootstrap suportando este agrupamento. Caso este gene ndo fosse uma
contaminagao de eucalipto a filogenia mostrada na figura 9 implicaria HGT, uma vez que agrupa
uma sequéncia de fungo em um clado de plantas. No caso deste hipotético evento de HGT ser
verdadeiro ele teria ocorrido depois da divergéncia de plantas e fungos desde seu ultimo ancestral
em comum, uma vez que nao foi encontrado homoélogos do gene de Pollen em nenhum dos
diversos fungos até agora seqlenciados. Este fato exclui também a possibilidade de perda génica,
pois seria no minimo improvavel evolutivamente a ocorréncia de multiplos eventos de perda génica
em todos os fungos a excecao de C. perniciosa.

Entretanto, como foi identificado uma origem vegetal para os genes de Pollen e DAD
através de contaminacdo do banco de dados de C. perniciosa por seqiéncias de eucalipto, as
filogenias construidas logo abaixo para estes genes ramificaram estas sequtiéncias com homélogos
de plantas e portanto ndo caracterizam um evento de HGT. Os nomes do organismo de origem
destes genes contaminantes nas filogenias de Pollen e DAD foram mantidos como sendo de C.
perniciosa ao invés de eucalipto de modo a indicar a detecgado da contaminagao genémica através
das filogenias e também para ilustrar um hipotético caso de HGT através de incongruéncia

filogenética.
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Gossypium r.
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Sambucus n.
89
100 —— Arabidopsis
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Lilium
70
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Olea e.
100 ,
Fraxinus
94
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Figura 9. Arvore filogenética da familia de proteinas de Pollen, um provavel contaminante de eucalipto no genoma de C.
perniciosa agrupa com com Arabidopsis sendo suportada por um valor robusto de bootstrap (68%). Arvore foi construida
com o método “neighbour-joining” (N-J). Os programas utilizados para tal foram NEIGHBOR e PROTDIST do PHYLIP
versdo 3.6. A opgao de programa “Dayhoff” foi utilizada para computar a matriz de disténcia. Os programas SEQBOOT e
CONSENSE foram usados para estabelecer limites de confianca dos pontos de ramificagdo de 1000 replicatas de

bootstrap. As barras do lado esquerdo embaixo da filogenia correspondem a 10 substituicdes de aminoacido por sitio ao
longo dos ramos.
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Na arvore filogenética construida na figura 10 para a familia de proteinas DAD (“defender
against cell death”) podemos observar a ramificacdo da seqiéncia de C. perniciosa misturada com
seqléncias de plantas caracterizando uma arvore ndao monofilética. A sequéncia de DAD
encontrada em Crinipellis perniciosa representa um possivel contaminante do banco de dados do
eucalipto e aparece agrupando especificamente com Citrus u., apresentando um baixo valor de

bootstrap suportando esta ramificacdo (40%).

Sus s.
Schistosoma j.
100 Araneus v.
Suberites a.
3
C. elegans
6 .
Paramecium
B7 ——— Zea m.
Picea m.
Malus d.
41 39
Lycopersicon
L [ AR Nicotiana
B2 —1 32
100 ——— Petunia
17
100 — Citrus u.
40 ..
L| 19— C. perniciosa
7 Populus
Betula p.
Gladiolus
Pisum s.
67
Arabidopsis
Hordeum v.
100
Oryza
Homo s.
76
Mus m.

10

Figura 10. Arvore filogenética da proteina DAD. Método usado para reconstrugdo da arvore filogenética foi o Neighbor-

Joining usando as mesmas opgdes selecionadas na figura 9. A seqiiéncia de DAD em C. perniciosa € um provavel

46



contaminante de eucalipto e aparece ramificando com seqiiéncias de plantas. Pode-se observar um baixo valor de
bootstrap suportando a ramificagdo de C. perniciosa e Citrus u. de 40% portanto a filogenia é inconclusiva para definir um
evento de HGT.

Outro candidato a HGT a ter sua filogenia inferida foi a proteina “Thaumatin”, tipo PR
(“Patogénese related”). Podemos observar que C. perniciosa aparece como “outgroup” de um

clado de proteinas de THN em plantas, mantendo a monofilia da arvore.

C. perniciosa
Vitis v.
39
Arabidopsis
49
Prunus p.
100
64 Prunus a.
C. elegans
76
100 Schistocerca
Pseudotsuga
53 .
Thuja
67
Linum
100
10 ‘ Cicer a.

Figura 11. Reconstrugéo da Arvore filogenética para a proteina THN. Novamente o método usado foi o Neighbor Joining e
as opgoes escolhidas as mesmas que na figura 9. Podemos observar C. perniciosa ramificando como “outgroup” do clado
monofilético de plantas portanto ndo apresentando uma ramificagdo incongruente com sequéncias de plantas o que

caracterizaria um evento de HGT.

Na arvore filogenética para a proteina Transposase (figura 12), podemos observar o
agrupamento de C. perniciosa com seqlUéncias hipotéticas do fungo basidiomiceto cryptococcus
sendo suportado por valores robustos de bootstrap (91%).
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Figura 12. Arvore filogenética da proteina transposase. Método usado foi o Neighbour Joining de acordo com as
especificagdes da figura 9. C. perniciosa ramifica com duas sequéncias hipotéticas de Cryptoccocus com valores robustos
de bootstrap suportando esta ramificagdo (91%,).
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Podemos observar a filogenia da proteina Integrase (rve) na figura 13 ramificando C.
perniciosa com a alga verde Chlorophyta (77%). Volvox c. e Crinipellis peniciosa aparecem
ramificando com um clado irmdo formado de duas proteinas do tipo gag-pol indicando uma

homologia entre estas sequiéncias.

Lycopersicon (pol) core eudicot
eeudicot eudicoteudicot

Tabaco (pol) core eudicot

Oryza (pol) poales

100 100

Arabid opsis (pol) core eudicot

100 Volvox c.
(retrotransposon osser) — Chlorophyta
71 (algas verdes )

Crinipellis pern iciosa (rve)
basidiomycota

72

Zea mays (gag -pol) poales

98

Populus (gag -pol) core
=0 eudicot

Figura 13. Arvore filogenética da proteina Integrase ramifica C. perniciosa com Volvox c. e portanto ndo é monofilética,
indicando HGT. Esta arvore de proteina foi construida usando o método Neighbour Joining, baseado nas estimativas das
distancias par-a-par do numero esperado de subsituigdes de aminoacidos por sitio (10 na barra de escala).

A arvore filogenética da proteina “Heme Oxygenase” pode ser observada na figura 14.
Enquanto as espécies de eucariotos se mantiveram monofiléticas,no topo da arvore, de acordo
com a arvore universal, C. perniciosa aparece agrupando em um clado de bactérias, suportada por
um valor de bootstrap de 46%, indicando que os dois grupos sao polifiléticos, indicando HGT.

A filogenia da proteina JMJC pode ser visualizada na figura 15. A filogenia consiste de dois
clados irmaos eucariotos; um monofilético com seqliéncias de proteinas JMJC presentes em
animais enquanto o outro clado é polifilético com seqiiéncias de plantas e C. perniciosa, com altos
valores de bootstrap suportando esta ramificagao (100%).

49



Xenopus
Gallus g.
Mus m.
P .
100 ongo p
100
H. sapiens
65
Sus s.
57
Canis f.
Trichodesmium e.
100
Nostoc p.
67 100
42 L——— Anabaenav.
Leptospira
61
78 L Crocosphaera
Clostridium t.
44 Guillardia t.
80
Rhodella v.
100
Corynebacterium g.
66 C. perniciosa
46
Streptomyces
78 99
Nocardia f.
Rhodopseud
99

Bradyrhizobium
_10

Figura 14. Arvore filogenética da proteina heme oxigenase indica HGT com o agrupamento de C. perniciosa em um clado
polifilético com seqiiéncias de bactéria com um valor de 46% de bootstrap suportando esta ramificagdo. Método empregado

para reconstrugéo da arvore filogenética foi o Neighbour Joining com as mesmas opgdes descritas na figura 9.
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Figura 15. Arvore filogenética da proteina JMJC apresenta uma filogenia incongruente com a arvore universal pois agrupa

C. perniciosa em um grupo polifilético com plantas sendo suportado por um valor robusto de bootstrap (100%).
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Analise de “Cédon Usage”

A distribuicao dos cddons de 57 genes (27 candidatos a HGT, sendo 05 transposons e 25
genes de EST similares a fungos) foram calculados a partir de freqiéncias de genes individuais
computados pelo programa codonW. Um programa de estatistica (SPADN) foi usado para
interpretar os dados gerados graficamente, mostrando a variancia destas freqiiéncias de codons
para cada gene ao longo de trés eixos (ou classes) através da andlise bivariada. Genes foram
agrupados em trés classes de acordo com a variancia de suas freqiiéncias (ver abaixo os genes
pertencentes a cada uma das trés classes). Genes estao representados através de notacao, por
exemplo; genes de EST possuem a letra “e” na frente; genes candidatos a HGT possuem um “h”
na sua frente e os transposons um “t” na frente.

CLASSE 1/ 3 (verde no grafico)

(e1 e10 el1 e12 el13 el15 el6 el7 €18 el19 e2 e20 e21 e22 e23

e24 e25 e3 e4 e5 e6 e7 e8 e9 hcog hduf hfal hidr hjm hkog

hp53 hps2 hTHN hudp hzn Tra tra2 traK trve tr17)

CLASSE 2/ 3 (em vermelho no gréfico)

(e14 hdad hduf heme hk17 hk42 hmit hmtl hPo hsfs hypk)

CLASSE 3/ 3 (amarela)

(h122 he61 hfkb Hlyd hpep hsap)

Podemos observar na figura 12 que os genes pertencentes a classe dois e trés demonstram
maior variancia e agruparam apenas genes candidatos a HGT a excegdo de um gene de EST
(e14). Ja os genes de EST foram todos agrupados na classe 1 mostrando uma similaridade em
suas freqiliéncias e inclusive os transposons. Portanto os genes pertencentes aa classes dois e
trés possuem um “codon usage” diferentes dos da classe 1, basicamente compostos por genes de
EST. Isto confirmaria, a principio, a teoria da Hipotese gendmica na qual os genes de um
organismo tendem a ter composi¢cdes homogéneas em seu “cddon usage”, e aqueles que diferem
em freqUéncia para cada codon do total do genoma séo provavelmente genes “dlien”, ou seja,.sao
provenientes de outros organismos e portanto transferidos horizontalmente.

E importante ressaltar que estes dados confirmam HGT para dois dos genes amplificados
através de PCR; DAD e Pdlen, que podem ser visualizados em vermelho no grafico e compbe a
classe 3 (hpo e hdad). Outros genes candidatos também demonstram uma freqiiéncia distinta de
cédons como por exemplo o gene da heme oxidase (heme) e o gene HYPK, também em vermelho
e apresentando uma varidncia de cdédons em relagdo aos genes da classe 1 (verde),
majoritariamente compostos por genes de EST. Os genes em amarelo (classe 2) também
contribuem significantemente para a variancia destes dados.
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Figura 16. Andlise bivariada mostrando a variancia da freqiiéncia dos cddons de 57 genes em Crinipellis perniciosa. Genes foram agrupados em

3 classes de acordo com a freqiiéncia do “codon usage” para cada gene..




Analise de conteudo GC dos 43 genes candidatos

O conteudo G+C do genoma de C.perniciosa foi estimado em 46.1% através da utilizagdo de um
script PERL na montagem-rascunho do genoma obtida com o programa Pherd/Phrap e comparada a
média individual de genes candidatos a HGT e genes convencionais obtidos da biblioteca de EST. A
média G+C destes genes candidatos variou entre 43% a 67%. Portanto alguns genes possuem valores
diferentes da média de C.perniciosa como é o caso do gene putativo de pdlen que possui um valor de
60% (figura 13). E interessante notar que os valores relativos a composicdo média G+C em diversos
genomas tendem a possuir valores iguais tanto para as montagens “draft” como para regides codantes.

Para chegar a tal conclusdo nés calculamos a média G+C em Aspergillus nidulans com 50,4%
de média G+C em sua montagem “Draft” e 53% de média apenas para genes codantes e Ustilago
maydis com valores de 54,2% para o “draft” e 56,3% para regides codantes apenas. Portanto o resultado
preliminar de genes candidatos a HGT cujos valores de conteido G+C contrastam com a média de
46.1% em C. perniciosa deve ser consistente. Apesar de ndo termos ainda o genoma completamente
finalizado podemos dizer, com base na analise acima, que a média G+C das regides codantes em C.
perniciosa deve ser similar ao resultado da média do “draft”, levando-se em consideracao o fato de que
regidbes codantes geralmente possuem uma maior percentagem de bases G+C do que regides nao

codantes.
média G+C em C.perniciosa é de 46%
80
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60 4
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Figura 17. Histograma comparativo mostrando a média de conteddo G+C de 35 genes candidatos a HGT (em azul)
com 25 ESTs adquiridos através de transferéncia vertical ( linha rosa).
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VIl. Discusséao

O que é a transferéncia horizontal.

O fato de HGT incorporar tdo bem a idéia da migragéo de informacao genética entre organismos
parece oferecer uma simples resposta a diversas questdes bioldgicas atuais. Ao invés de ser criar
conflito com nogdes Uteis de arvores filogenéticas e de especiacdo, HGT pode, em realidade vir a
agregar valor a teoria da evolucao e problemas filogenéticos até entdo nao resolvidos como no caso de
aparentes conflitos da filogenia de angiospermas. Foi sugerido neste caso que HGT pode ter sido tao
freqliente que anularia critérios baseados no conhecimento da filogenia da espécie como isolamento
reprodutivo (Syvanen 1994). Foi demonstrado que a arvore filogenética para o gene citocromo ¢ em
angiospermas é internamente homoplésica se comparado com a filogenia deste mesmo gene em
vertebrados e que esta seja resultado de HGT (Syvanen 1994).Como vimos anteriormente, homoplasia é
o termo dado a dois ou mais caracteres similares mas que evoluiram independentemente. Foi sugerido
que HGT também seja um fator causador de homoplasia entre seqiiéncias (Syvanen 1994).

Estudos com o gene de citocromo ¢ em plantas demonstram que o gene é de fato bem
conservado e que é possivel recuperar filogenias corretas com ele como no caso do citocromo ¢ em
vertebrados (Syvanen 1994). Ambos apresentam quantidade de divergéncia entre as sequéncias
uniforme e taxas de substituicdo comparaveis ao longo do tempo (relégio molecular), portanto erros
artefatuais, como o fenémeno do “long branch attract” ndo poderiam explicar a filogenia incongruente em
plantas. Entretanto enquanto que a filogenia do gene de citocromo ¢ em vertebrados é razoavelmente
congruente com a filogenia aceita, a filogenia do citocromo ¢ em plantas gera quatro grupos de arvores
através do método da evolucdo minima completamente incongruentes com a arvore canénica universal
baseada em seqliéncias de SSU rRNA. Segundo Syvanen isto seria o equivalente a dizer em
filogenética que mais homoplasia ocorre na evolugao do citocromo ¢ em plantas do que na evolugao dele
em vertebrados de modo que caso a homoplasia interna do gene de citocromo ¢ seja devido a HGT

poderiamos explicar estas arvores incongruentes.

HGT poderia, portanto resolver uma crise classica da teoria neo-Darwiniana da sistematica de
angiospermas pois se HGT for muito freqliente neste caso ndo caberia a aplicagdo de critérios que
dependam do conhecimento de filogenia de espécies.Tal crise poderia ser resolvida através da
incorporacdo de HGT na teoria da evolucdo. O exemplo descrito acima descreve a importancia de

considerarmos HGT como um fendmeno evolutivo de poder explicativo.

QOutra questao importante que diz respeito a HGT sao os possiveis mecanismos para penetracdo de
DNA entre barreiras de espécies. Um trabalho que ilustra bem esse mecanismo foi realizado com T.
cruzi. Foi observado que o DNA do cinetoplasto é integrado em células do musculo cardiaco no coragao
dos pacientes infectados cronicamente, levando a fusdo de genes de forma inadequada o que em alguns
casos leva a formagéao de proteinas quiméricas antigénicas, que acabam sendo combatidas pelo sistema
imune, levando a lesdes histopatolégicas do 6rgdo, caracterizando, portanto a natureza autoimune da

doenca. Para comprovar esse processo, células tronco embrionario de aves e coelhos foram infectadas
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com o parasita T. cruzi, levando a um organismo com DNA de cinetoplastos integrados em praticamente
todas as células, inclusive as germinativas. As progénies desses organismos apresentaram entao
cinetoplastos integrados e, como consequéncia, lesdes histopatolégicas relacionadas a autoimunidade
provocada pelas integragdes. Assim sendo, esse € um exemplo de um intercambio de genes entre
espécies diferentes através da interagcdo parasita-hospedeiro, com a integracdo de DNA
intracelularmente nos hospedeiros que foi comprovado experimentalmente em coelhos e aves.

Este € um exemplo da possibilidade de genes transferidos horizontalmente serem integrados em um
dado genoma, tendo o DNA introduzido se adaptado completamente ao genoma do hospedeiro, inclusive
tendo sido transferido verticalmente durante processos de especiagao.

Discussao dos resultados

Com base nas sete filogenias de proteinas apresentadas aqui, somente uma (THN), apresenta
uma filogenia congruente e condizente com a arvore canénica universal baseada em SSU rRNA. As
outras seis filogenias apresentam uma topologia incongruente e, a priori, indicariam HGT; ora
ramificando sequéncias de fungos em clados de bactérias, ou ramificando seqliiéncias de fungos em
clados de plantas; em ambos os casos formando grupos polifiléticos.

Esta polifilia dos clados ndo condiz com a monofilia dos principais reinos (Bacteria, eucaria e
archae) ou dos dominios da vida( Plantas, animais, Fungos, Bactérias) presentes na arvore canénica
universal. Hoje em dia sabemos que estas divergéncias podem ser o resultado de transferéncia
horizontal de genes ou menos provavelmente de convergéncia génica.

Outro indicador de HGT tanto para o gene de Pélen quanto para o gene DAD em C. perniciosa é
o fato destes ndo apresentarem genes ort6logos em nenhum fungo seqiienciado até hoje. Entretanto
estes genes apresentaram similaridade de 100% através de BLASTN com o sequiéncias do banco de
dados de eucalipto, indicando uma contaminagao.

A arvore filogenética do gene de Podlen o agrupa com valores razoaveis de bootstrap com
seqliéncias de plantas indicando, a priori, HGT. Alternativamente, este agrupamento de Pollen com
seqléncias provenientes de plantas explicaria uma possivel contaminagdo gendmica uma vez que a
seqliéncia contaminante pertence a outra planta; o eucalipto. Este gene mostrou tambem um “cédon
usage” que apresenta uma variancia em relagdo ao “cédon usage” médio de C. perniciosa (representado
através de genes transferidos verticalmente - ESTs) e possui um contetdo G+C bem acima da média da
montagem de C. perniciosa (60% do Pollen contra 46% de C. perniciosa).

Com esses resultados 0 método empregado neste trabalho indicou com sucesso uma origem
“alien” para este gene no genoma de C. perniciosa, sendo ele transferido horizontalmente ou apenas
uma contaminagao genémica, de acordo com os resultados descritos acima.

Existe uma vasta literatura de potenciais casos de HGT em fungos, incluindo genes nucleares, e
elementos genéticos como Transposons, plasmideos e introns. A maioria dos casos envolvendo HGT de
genes nucleares em fungos como, por exemplo, a familia de genes das Gliycosyl hydrolases como a

endoglucanase B e B-glucanase foram inferidas através da presenga/auséncia de genes e similaridade
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ao invés de filogenias e trabalhos posteriores serdo necessarios para confirmar estas transferéncias
(Rosewich and Kistler 2000).

Filogenias incongruentes para genes de endoglucanases e xylanases demonstram que estes

genes sejam mais homologos a seqiiéncias bacterianas do que seqliéncias de fungos pois aparecem
ramificando no ramo das bactérias a exclusao do ramo dos fungos (Garcia-Vallve 2000).
Os exemplos acima sao apenas alguns dos ja descritos sobre HGT em fungos que vem reforcar a idéia
que fungos sao organismos extremamente suscetiveis a HGT devido a seu modo de vida de intima de
associacao com outros organismos. Especialmente no caso de fungos com modo saprofitico de
alimentacdo como é o caso dos himenomicetos de um modo geral e C. perniciosa especificamente.

Os 43 genes candidatos a HGT em C. perniciosa identificados como sendo horizontalmente
transferidos apresentaram alta similaridade com seqiiéncias de organismos distantes evolutivamente,
principalmente plantas e bactéria e nenhuma similaridade com seqUéncia de fungos, salvo algumas
excecbes e nunca como o primeiro “hit” de BLASTP.

Outro gene importante descrito caracterizado em C. perniciosa pela primeira vez € o gene THN
(“Thaumatin”), descrito como sendo uma proteina antifungo e s6 descrita em plantas até o momento.
Esta proteina s6 havia sido descrita em plantas mas foi recentemente identificada em alguns insetos
provavelmente com alguma fungéo de protecédo a patogénese por fungos ja que THN vem sendo descrita
como uma proteina antifungo. Isto pode indicar que esta proteina é mais bem conservada do que se
pensava previamente sendo encontrada em diversos taxa.

Elementos méveis

Uma parte significante do DNA em eucariotos é derivada de retrotransposons, elementos méveis
que utilizam transcricao reversa para se replicarem. No DNA gen6mico da seqliéncia “draft” do projeto
genoma humano foram identificados 29% como sendo retrotransposons ou reminiscéncias de retrovirus .
Normalmente retrotransposons vém sendo associados com HGT. Mas como esta retrotransposicao
poderia ocorrer? Existem alguns mecanismos plausiveis atualmente. Um deles seria a possibilidade de
“pegar carona” em algum tipo de elemento mével, como virus por exemplo (Burke, Malik et al. 1998).
Caso o retrotransposon seja integrado ao genoma de um virus ele poderia, por exemplo, ser transmitido
entre as células através de infecgéo viral. Caso a célula sobreviva a infecgdo o elemento poderia ser
transcrito do genoma viral e, através de retrotransposicao se integrar ao cromossomo do hospedeiro.
Diversos virus infectam multiplos hospedeiros, providenciando um vetor extremamente favoravel a HGT
entre taxa. Existem varios exemplos de retrovirus integrados ao genoma de elementos méveis: O
baculovirus em insetos é um exemplo bem documentado de virus que transportaria transposons.
Existem varios exemplos bem documentados de retrotransposons bem integrados ao genoma de virus
(Bushman 2002), que possibilitariam sua movimentacao entre taxa. Existe ainda uma terceira classe de
transposons, os introns méveis, que nao sao abordados neste trabalho.

Com relagéo aos elementos mdveis encontrados pela nossa metodologia de identificacdo de
candidatos transferidos horizontalmente em eucariotos, de fato, eles ndo deveriam constituir uma

surpresa uma vez que suspeitas de casos de HGT normalmente envolvem “elementos egoistas”, nao
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infectivos (transposons), contrastando com genes adquiridos possivelmente de virus como proteinas de
profagos e retrotovirus.

Distingbes entre retrotransposons do tipo LTR e retrovirus pode ser uma tarefa dificil pois estes
possuem estruturas similares como é o caso das proteinas gag e pol. Duas proteinas candidatas
apresentaram similaridade tanto a seqUéncias de retrovirus como seqiiéncias de retrotransposons
exatamente devido a esta similaridade genética. Uma das maneiras de distinguirmos entre estes dois
elementos é por meio de buscas por similaridade contra diversos bancos de dados, incluindo o banco nr
e bancos de ESTs. As duas proteinas identificadas neste trabalho foram comparadas contra ambos os
bancos, sendo os “hits” mais similares encontrados em ambos com retrotransposons LTR do tipo cépia.

VIIl. Conclusao e perspectivas

O método empregado neste trabalho identificou 43 genes (proteinas) provavelmente transferidos
horizontalmente entre C. perniciosa e trés taxas: Plantas, Bactérias e Animais, com base na alta
similaridade entre estas seqliéncias através de altos valores de e-value (BLASTP). Estes 43 genes foram
preliminarmente anotados e tiveram sua fungéo inferida com base em seu maior “hit” de BLASTP contra
0 ncbi-nr ou contra o banco de ESTs de fungos patogénicos COGEME.

Amplificagdo por PCR com primers especificos a partir de DNA gendmico da fase necrotrofica de C.
perniciosa de quatro candidatos ( Pélen, THN, DAD e Transposase ) amplificou bandas com tamanhos
similares aos mesmos genes preditos pela bioinformatica.

Um segundo experimento consistindo na amplificagdo dos mesmos quatro genes citados acima,
desta vez a partir de cDNA confirmou a amplificagdo destes genes a partir de mRNAs dupla fita (CDNA)
de modo que estes genes possivelmente codificam proteinas. Este experimento amplificou ainda bandas
do tamanho predito conforme a seqliéncia codante (CDS) preditas pela bioinformatica.

Os resultados de amplificacao para os genes de Pollen e DAD nao apresentaram um padrao de
bandas consistente em todas as amplificacdes e outros experimentos serdo necessarios de modo a
comprovar a presenga destes dois genes no genoma de C. perniciosa.

Dois dos quatro genes amplificados através de PCR foram seqiienciados (THN e Transposase) e um
BLAST2seq confirmou similaridade do sequenciamento com as seqléncias destes dois genes preditas
pela bioinformatica.

Devido ao fato dos genes de Pollen e DAD néo terem sido sequenciados e os resultados de
amplificacdo das bandas destes genes nao ter sido consistente, foi feito um BLASTN do gene de Pollen
contra o banco de dados EST_others de modo a procurar genes ortélogos. O resultado de BLASTN
apresentou alinhamentos com a nota maxima de e-value (0) e similaridade de 100% com seqliéncias de
EST de eucalipto. Com isso foi feito um novo BLASTN com a seqléncia do gene de Pollen contra o
banco de dados do eucalipto apresentando alinhamentos com a nota maxima de e-value (0) e
similaridade de 100% com seqliéncias nucleotidicas de eucalipto confirmando a suspeita de

contaminagao.
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A mesma metodologia foi aplicada para os 43 genes candidatos a HGT e cinco novas contaminagdes
provenientes de eucalipto foram identificadas além de Pollen (DAD, HYPK, 2 DUFs e uma proteina
mitocondrial), apresentaram alinhamentos com a nota méxima de e-value (0) e similaridade de 100%.

Andlises adicionais identificaram trés placas contaminantes provenientes do sequenciamento do
genoma do eucalipto, representando 276 reads no banco de dados do genoma da vassoura de bruxa
que foram identificadas como provaveis contaminantes e tiveram seus respectivos reads removidos de
modo a evitar futuras contaminagoes.

Com esses resultados 0 método empregado neste trabalho indicou com sucesso uma origem “alien”
para estes genes no genoma de C. perniciosa, sendo eles transferidos horizontalmente ou apenas uma
contaminagdo genémica do eucalipto, através de métodos como conteiddo G + C, “Coédon Usage” e
inferéncia filogenética.

Somente uma das sete arvores filogenéticas inferidas para os genes candidatos a HGT, a arvore da
proteina “thaumatin” (THN) da familia PR-5 ou (“pathogen related proteins”) apresentou uma topologia
congruente com a arvore candnica universal baseada em seqléncias de SSU rRNA, nao indicando
portanto HGT. Todas as outras filogenias inferidas apresentaram arvores incongruentes com a arvore
universal indicando HGT. Uma destas arvores incongruentes foi a da proteina de Pollen que agrupou a
seqléncia de C. perniciosa em um clado contendo somente sequéncias de proteinas de Pollen em
plantas, com um robusto valor de bootstrap suportando esta ramificagdo (68%). Esta mistura de
seqUéncias de organismos filogenéticamente distantes, neste caso de planta e fungos, caracterizando
um grupo polifilético onde deveriamos observar clados monofiléticos € um indicador de HGT.

Posteriormente verificou-se que esta ramificagdo de Pollen com homélogos de plantas poderia ser
devido a uma contaminagdo gendémica do banco de dados do eucalipto e ndo um evento de HGT,
caracterizado pela ramificacao de proteinas de grupos taxonémicos distintos (ex. fungos e plantas).

A filogenia da familia de proteinas da Heme Oxygenase apresentou um agrupamento polifilético
entre seqliéncias de bactéria e a sequéncia de C. perniciosa. Este agrupamento, no entanto foi
suportado por um baixo valor de bootstrap (46%).

Como as notas de BLAST nao sao um indicador confiavel de relagbes evolutivas (Brown 2003),
o0 posicionamento andmalo de uma espécie em particular, ou vérias espécies em uma arvore filogenética
continua sendo o melhor indicador de eventos de HGT ocorridos ha muito tempo em uma escala
evolutiva.

Duas classes gerais de transposons previamente relacionados a HGT foram identificados nesta
lista de candidatos a HGT em C. perniciosa: transposons tipo “PIF” e retrotransposons tipo cépia. O gene
putativo da Transposase, que foi inclusive seqlenciado, demonstrou similaridade a familia de
transposons do tipo “P instability factor” (PIF), amplamente distribuidos e abundantes nos genomas de
eucariotos (plantas, fungos e animais), além do gene Integrase, similar ao retrotransposon LTR do tipo

copia.
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