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RESUMO

A doenca vassoura-de-bruxa em Theobroma cacao (cacaueiro), causada pelo fungo
Crinipellis perniciosa, é uma das doengas de maior impacto econdmico nos paises
produtores de cacau, sendo o Brasil um destes paises. Esse fungo infecta os tecidos
meristemdticos do cacaueiro em duas fases: parasitica e saprofitica. Pesquisas com outros
fitopatégenos tém demonstrado que a mudanga da fase parasitica para a saprofitica é
regulada por genes do sistema mating type tornando este estudo extremamente importante
para inferir estratégias de combate a doenga.

O presente trabalho teve por finalidade identificar os genes mating type de C.
perniciosa através da andlise dos dados gerados pelo seu projeto genoma. Para a
identificacdo dos genes do sistema mating type (Hdl, Hd2, Rc e Fe) foram feitas buscas no
banco de dados do genoma de C. perniciosa comparando seqiiéncias similares aquelas
codificadas pelos fungos basidiomicetos Coprinus cinereus, Coprinus bilanatus,
Schizophyllum commune e Ustilago maydis, identificadas e disponibilizadas em rede.

Foram identificados seis genes do sistema mating type de C. perniciosa. Um gene
que codifica a proteina regulatéria Hd1, um gene que codifica a proteina regulatéria Hd2 e
quatro genes que codificam as proteinas receptoras de ferormdnio Rcl, Rc2, Rc3 e Rc4.
Nao foram identificados genes que codificam ferormdnios. Portanto, concluimos que a
organizacdo molecular do sistema mating type de C. perniciosa é tetrapolar, contendo o

locus HD bialélico e o locus FRF multialélico.
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ABSTRACT

The witch’s broom disease in Theobroma cacao, caused by mushroom Crinipellis
perniciosa, is one of the diseases with the biggest economic impact in cocoa producing
countries, and Brazil is one of them. The mushroom infects the meristematics tissues of the
cocoa tree in two phases: parasitic and saprofitic. Research with other phytopathogens have
demonstrated that the change from the parasitic to the saprophytic phase is regulated by
genes of the mating type system, making this study extremely important to infer fighting
strategies to this disease.

This work’s proposal is to identify mating type genes of C. perniciosa through the
analysis of data generated by its genome project. The genes identification of the (Hd1, Hd2,
Rc and Fe) mating type system was made by database search in the C. perniciosa genome
comparing similar sequences with the ones codified by the basidiomycetes mushrooms
Coprinus cinereus, Coprinus bilanatus, Schizophyllum commune and Ustilago maydis,
identified and available in the internet.

Six genes were identified in C. perniciosa mating type system. One gene that
codifies the regulatory protein Hd1, another that codifies the regulatory protein Hd2 and
four genes that codify the pheromone receptor proteins Rcl, Rc2, Rc3 and Rc4. Genes that
codify pheromones were not identified. Therefore, we concluded that the molecular
organization of C. perniciosa mating type system is tetrapolar, containing the bialelic HD

locus and the multialelic FRF locus.



1.0 INTRODUCAO

1.1 A doenca Vassoura-de-Bruxa em Theobroma cacao L (Cacaueiro)

A doenca vassoura-de-bruxa em Theobroma cacao L (cacaueiro), causada pelo fungo
basidiomiceto Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, é a doenca de maior impacto econdmico nos
paises produtores de cacau da América do Sul e das ilhas do Caribe (Silva 1999).

Detectada pela primeira vez em 1989 no sul da Bahia, regido responsavel por 84,5%
da produg¢do nacional de cacau, o equivalente na época a 15% da producdo mundial (Pereira et al
1989), a doenga vassoura-de-bruxa alastrou-se consideravelmente ocasionando queda na producdo e
ameacando a competitividade da cacauicultura nacional. A queda do preco do cacau, associada a
condi¢cOes climdticas altamente propicias a disseminacdo do fungo causador da vassoura-de-bruxa,
dificultou a explora¢do desse produto o qual foi abandonado em inimeras fazendas da regido

(Trevisan 1996).

1.2  Ciclo de vida de Crinipellis perniciosa em Theobroma cacao

Os sintomas da doenga vassoura-de-bruxa foram descritos pela primeira vez em 1895 (Stell
1928). Porém,o0 fungo causador da doenca somente foi caracterizado em 1915 por Stahel (Stahel
1915), que lhe deu o nome de Marasmius perniciosus. Singer em 1942 (Singer 1942) transferiu esta
espécie para o género Crinipellis e o nome de Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer tem sido usado
até o momento (Purdy 1996).

Crinipellis perniciosa pertence a familia Tricholomataceae da ordem Agaricales, divisdo

Basidiomycota. Foram descritas trés variedades infectantes para esta espécie: perniciosa,
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ecuatoriensis e citriniceps (Purdy 1996). Outros autores tém dividido essa espécie em quatro
bidtipos ou patétipos dependendo da espécie que hospedam: bidtipo S, bidtipo B, bidtipo L e bidtipo
C (Griffith 1994). O biétipo S (Solanum) causa vassoura-de-bruxa em solanaceas (Bastos 1985) ,0
biétipo B (Bixa) em Bixa orellana (Bastos et al 1988) e o bidtipo C (cacau) em Theobroma cacao,
enquanto que o bidtipo L (liana) ndo causa vassoura-de-bruxa em seu hospedeiro (Hedger et al
1987).

O ciclo de vida de C. perniciosa é compardvel em muitos aspectos com de outros
basidiomicetos, em que dois nicleos dentro do basidio sofrem cariogamia seguida de meiose e
migracao dos nicleos aos quatro basididsporos (Delgado 1976; Alexopoulos 1996).

Os basididsporos de C. perniciosa infectam os tecidos meristemdticos do cacaueiro, tais
como gemas vegetativas, frutos, brotos e almofadas florais (Baker 1957; Thorold 1975; Evans 1981)
(Orchard 1988) (Fig.1-2), e germinam formando um micélio primdrio (monocaridtico) entre as
células (micélio intercelular) (Fig.1-3). Nessa fase, denominada parasitica ou biotréfica, o fungo se
localiza entre as células do tecido infectado, o qual permanece vivo e apresenta nitidos sintomas de
hiperplasia e hipertrofia. Nessa fase o tecido infectado é denominado de vassoura verde e permanece
assim por alguns dias (Fig.1-4).

A partir de um determinado momento, por razdes ainda desconhecidas, ocorre a fusdo de
hifas, gerando um micélio dicariético (secunddrio), reconhecivel ao microscépio pela formacgdo dos
grampos de conexdo (delgado) (Fig. 1-5). Esta fase é a saprofitica, em que o tecido do hospedeiro
torna-se necrosado (Evans 1979; Calle ef al 1982; Evans 1980). A morfologia do ramo infectado
pelo fungo guarda semelhangca com a forma de uma vassoura, surgindo assim o nome popular de
vassoura-de-bruxa ou vassoura seca (Evans 1980) (Fig. 1-6). Essa fase pode permanecer por longos
periodos, até mesmo alguns anos.

Periodicamente, sob condi¢cdes ambientais favordveis de luminosidade e de periodos

intermitentes de umidade e seca (Purdy 1996) (Fig.1-7), o micélio secunddrio sofre uma
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morfogénese complexa para formar os corpos de frutificacdo (basidiocarpos) (Fig. 1-8). Dos
basidiocarpos emergem os basidios, os quais carregam os basididsporos que quando liberados
podem infectar novos ramos (Fig.1-1). As condi¢des climéticas do sul do estado da Bahia favorecem

a producdo de basididsporos durante todo o ano (Trevisan 1996).
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Figura 1. Ciclo de vida de Crinipellis perniciosa em Theobroma cacao.

As setas indicam os estidgios do desenvolvimento: 1) formagdo dos basididsporos (Delgado 1976). 2) Dispersdo e
infeccio dos esporos no cacaueiro. 3) Germinagdo do esporo penetrando o tecido vegetal através dos estomatos e
formando o micélio monocaridtico intercelular (ilustracdo). 4) Hipertrofia e hiperplasia do tecido cacaueiro, vassoura
verde. 5) Formacao do micélio dicariético intracelular através de grampos de conexio (ilustracido). 6) Necrose do tecido
cacaueiro formando a vassoura seca. Seta 7) Periodo de condi¢des ambientais favordveis como umidade e luz. 8)
Formacéo do basidiocarpo(ilustracdo). 9) Basidiocarpo maduro.
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1.3 O Sistema Sexual em Fungos

Dentro de fungos quatro distintos filos sdo reconhecidos: Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota e Basidiomycota. Outros grupos normalmente classificados como fungos sio
geralmente separados dos fungos verdadeiros e classificados em Protozoa ou Chromista (Rapper
1966).

A complexidade de mecanismos celulares e moleculares do sistema sexual, os quais
promovem o cruzamento, estao relacionados com a complexidade relativa de seus ciclos de vida. A
posicao da mitose no ciclo sexual determina o tipo de ciclo de vida e a extensao da mitose determina
o nivel de complexidade obtido pelo organismo, conforme descrito abaixo (Hiscock 1999).

No ciclo de vida haplontico somente as células haploides podem-se dividir por mitose e a
fase diploide € representada pelo zigoto. Esse ciclo de vida é caracteristico de protistas, algas
unicelulares e certos fungos como Schizosaccharomyces pombe.

No ciclo de vida diplontico a mitose ocorre somente em células dipléides. Sao encontrados
em organismos multicelulares, particularmente animais e certas algas, mas também pode ocorrer em
diatomos unicelulares e em certos fungos como Saccharomyces cerevisiae.

No ciclo de vida haplo-diplontico, geralmente referido como alternancia de geragdes, a mitose
estd tanto na fase hapldéide como na dipléide. Este ciclo € tipicamente encontrado em plantas
terrestres e muitas algas.

A maioria dos eucariotos exibem um ciclo de vida que corresponde a uma das trés formas
bésicas descritas acima. Entretanto, no grupo dos fungos em vdrias espécies de ascomicetos e
basidiomicetos o ciclo de vida € caracterizado pela separacdo temporal entre a fusdao de hifas
mononucleadas (plasmogamia) e a fusdo nuclear (cariogamia). Uma fase nova € introduzida nesse
espaco temporal entre as fases hapléide e dipldide: a fase dicaridtica. Durante esta nova fase, os

nidcleos hapléides podem multiplicar-se por mitose sincronizada por um grande periodo de tempo.
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No final, os dois nicleos se fundem e formam um zigoto, que rapidamente entra em meiose. Dois

ciclos de vida podem existir (Meinhardt 1990; Hiscock 1999):

- Ciclo de vida haplo dicaridtico: nesse ciclo a fase hapldide consiste de crescimento vegetativo
(assexual) e de formagdo do corpo de frutificacdo (sexual). A fase dicaridtica € restrita a uma
curta vida dicaridtica confinada ao zigoto, o qual sofre meiose para produzir esporos hapléides.
Esse ciclo é tipico de ascomicetos filamentosos.

- Ciclo de vida dicaridtico: nesse ciclo os corpos vegetativos e reprodutivos existem como
dicariéticos. A fase dipléide é confinada ao zigoto, o qual sofre meiose para produzir esporos e

algumas células geradas por mitoses ambos hapldides. Esse ciclo € tipico dos basidiomicetos.

1.3.1 O ciclo sexual dos basidiomicetos

Os basiodidsporos germinam e formam um micélio que pode ser inicialmente multinucleado.
Este micélio torna-se monocariético através da formagao de septos dividindo o micélio em células
uninucleadas, o qual é capaz de manter-se em crescimento vegetativo indefinido. Quando hifas
encontram e se unem hd formac¢ao do micélio dicaridtico através da plasmogamia (fusdo de hifas).
Se as hifas forem compativeis, hd o desenvolvimento de grampos de conexdo assegurando a
distribui¢ao de um nicleo de cada tipo as células-filhas, o qual constitui uma caracteristica marcante
dos basidiomicetos e que permite o desenvolvimento e a manutencdo do estdgio dicaridtico por
tempo indefinido.

Quando as condicdes ambientais sdo favordveis para a reproducdo, parte do micélio
dicaridtico sofre uma morfogénese complexa para formar o basidiocarpo (Kues et al 2000).

Algumas células do basidiocarpo transformam-se em basidios dicariéticos que possuem dois nicleos
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hapléides. Dentro destes basidios ocorre a cariogamia para formar um unico nidcleo dipldide, e
posterior meiose para a formagdo de quatro basidiésporos (Rapper 1966; Alexopoulos 1996; Purdy

1996; Raven 1996; Casselton 1998; Hiscock 1999; Kues 2000; Casselton 2002) (Fig.2).

BASIDIOSPOROS MICELIO MONOCARIOTICO

woniegto > © ——+ 5 T 5 T &
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\ & /
Aw%zu 4 % 2
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$ e0 $ D)
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Figura 2. Ciclo de vida dos basidiomicetos (Casselton and Olesnicky 1998).

1.3.2 Heterotalismo e homotalismo

Heterotalismo € o termo designado as espécies que sdo auto estéreis e o termo homotalismo
designa as espécies que sdo auto férteis (Rapper 1966; Alexopoulos 1996).

Em espécies de basidiomicetos heterotélicos (auto-estéreis) ocorre a plasmogamia ou
somatogamia que consiste na unido de duas hifas monocaridticas geneticamente diferentes onde o
nimero hapléide de cada uma € igual a n. Esta fusdo origina um micélio dicariético com dois
nicleos hapléides (n+n) geneticamente diferentes. Quando condi¢des ambientais sdo favordveis hd a

formacgdo do corpo de frutificacdo seguido de cariogamia e meiose originando quatro basidiésporos
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cada um contendo um nucleo geneticamente diferente (Rapper 1966; Alexopoulos 1996; Purdy
1996; Raven 1996; Kues 2000) (Fig. 3).

Em espécies homotdlicas (auto-férteis), a formagao do micélio dicaridtico se produz a partir
de um tnico micélio monocaritico em que ocorre plasmogamia entre suas hifas (Rapper 1966;
Alexopoulos 1996; Purdy 1996). Este homotalismo também é chamado de homotalismo primario
(Griffith 1994) (Fig. 3).

Segundo Alexopoulos, os fungos homotdlicos ndo possuem sistema mating type
(Alexopoulos 1996).

O homotalismo secunddrio, ou melhor, o pseudohomotalismo ocorre em alguns fungos
heterotdlicos. Estes fungos desenvolveram um interessante mecanismo para tornar-se auto-férteis.
Apds a meiose, dois nicleos geneticamente diferentes migram para um Unico basididsporo. Este
basidiésporo ao germinar forma um micélio binucleado auto-fértil ndo necessitando da unido de
hifas (Alexopoulos 1996; Purdy 1996; Raven 1996; Kues 2000) (Fig. 3).

Segundo Delgado, C. perniciosa ¢ um fungo homotélico em que o micélio desenvolve-se a
partir de um basididsporo uninucleado levando a formagao de um micélio primario monocaridtico
que evolui para um micélio dicariético com a formacdo de grampos de conexdo, sem a evidéncia de
anastomose entre hifas (Delgado 1976).

Segundo Griffith, a preponderancia de heterotalismo entre os basidiomicetos € considerada
uma indica¢do de que o heterotalismo € a condi¢@o ancestral ao homotalismo neste grupo. Em seus
estudos sobre os diferentes bidtipos de C. perniciosa foi encontrado um biétipo heterotélico (bidtipo
L) sugerindo que o fungo causador de vassoura-de-bruxa em cacaueiro (bitipo C) homotélico

primdrio evoluiu de um bidtipo heterotdlico (Griffith 1994).
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Figura 3. Heterotalismo, homotalismo primério e secunddrio.

Ciclo sexual de fungos basidiomicetos mostrando a estratégia de reproducio auto estéril (HETEROTALISMO) e as
estratégias auto férteis (HOMOTALISMO SECUNDARIO E PRIMARIO). Em ambos sio mostrados os €sporos,
micélios e corpos de frutificagdo. As setas indicam o caminho do ciclo. (Alexopoulos 1996; Kues 2000).

1.4 O sistema mating type

Os fungos ascomicetos e basidiomicetos tém contribuido muito para o entendimento da
biologia celular eucaridtica. O estudo do sistema mating type tem providenciado uma compreensao
detalhada dos caminhos de sinalizacdo celular e transcricdo de genes especificos.

Os fungos em sua maioria ndo sdo diferencialmente separados em “machos” e “fémeas”
sendo morfologicamente individuos idénticos. A distingdo como forma de evitar o auto cruzamento
e promover o “outbreeding” é feita mediante mecanismos genéticos através de um sistema de

reconhecimento molecular de incompatibilidade conhecido como Sistema Mating Type (Rapper

1966).
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Os genes que determinam a incompatibilidade sexual em fungos estdo localizados em um ou
mais complexos loci conhecidos como locus mating type.

H4 um nimero de diferencas importantes nos sistemas de incompatibilidade ocorrendo em
vérios grupos e esses sistemas podem ser distinguidos por dois critérios principais:

1. O ndmero de loci no sistema . Bipolar e tetrapolar sdo termos comumente aceitos para

sistemas com um locus e com dois loci, respectivamente, e denotam o nimero de
progénies dos cruzamentos. Um cruzamento bipolar produz dois tipos de genes de
incompatibilidade (mating types) e o cruzamento tetrapolar produz quatro.

2. O ndmero de alelos em cada locus. Os termos bialélico e multialélico distingui entre

sistemas com dois alelos por locus e aqueles com varios alelos por locus.

Mating type em ascomicetos, zigomicetos € oomicetos sdo governados por um unico locus
mating type com duas formas distintas. A maioria dos basidiomicetos possuem multiplos mating
types determinados por um, dois ou trés diferentes loci genéticos cada qual podendo ter duas ou
mais formas diferentes (Rapper 1966; Hiscock 1999).

O reconhecimento de parceiros compativeis envolve dois mecanismos genéticos interligados.
O primeiro mecanismo a ser ativado opera através de ferormonios e receptores de ferormonios que
desencadeiam um sinal que leva a ativacdo de segundo mecanismo e de genes regulatérios do
sistema sexual. O segundo mecanismo envolve o reconhecimento e a interacdo molecular de dois
homeodominios de proteinas (HD1 e HD2) para gerar uma proteina heterodimérica com fungdo de
regulador da transcricao (Casselton 1998; Hiscock 1999; Kues 2000; Casselton 2002).

Para um melhor entendimento do mecanismo de acdo desse sistema mostraremos
primeiramente como o sistema mating type age na levedura ascomiceto S. cereviviae e

posteriormente como age em fungos basidiomicetos.

20



1.4.1 O Sistema Mating type em Saccharomyces cerevisiae

O sistema mating type mais amplamente estudado é o da levedura S. cerevisae (Herskowitz
1988; Herskowitz 1989). Esse sistema € caracterizado por apenas um locus conhecido como locus
MAT com duas formas diferentes, MAT a e MAT alfa, cada uma representada por dois genes que
codificam proteinas do tipo homeodominio (a/ e alfa2), as quais regulam a reproducio sexual .

Em S. cerevisiae as células hapldides produzem e secretam feromonios, os quais devem
ser reconhecidos por receptores especificos de células do tipo sexual oposto, desencadeando uma
resposta que leva ao cruzamento entre as células e a gera¢do do dipldide (Bender 1989; Herskowitz
1989; Jackson 1990; Kurjan 1992; Kurjan 1993).

Quando duas células de tipos opostos encontram-se a resposta gerada pela ligacdo do
ferorm6nio ao respectivo receptor (fator a com o receptor STE3 e fator alfa com o receptor STE2) é
transmitida internamente através de proteinas G heterotriméricas [subunidades: Gpal (alfa), STE4
(beta) e STE18 (gama)] acopladas ao receptor.

Ao receber o sinal, a proteina G heterotrimérica promove a dissociacdo de G-alfa das
subunidades beta e gama. O dimero G-beta/gama dissociado gera um sinal transmitido via caminho
quinase: STE11, MAPKK (STE7) e MAP quinase (FUS3 ou KSS1), o qual culmina regulando os
fatores de transcricdo STE12 (regula a expressdo dos genes requeridos para mating.) e FARI1
(controla a parada do ciclo celular) (Kurjan 1992; Kurjan 1993; Bardwell et al 1994; Elion 1995;
Herskowitz 1995; Banuett 1998)

O recente dipldide a / alfa reprime, através do STE12, a expressdo dos genes requeridos
para a manutengdo da fase hapldide, entre eles os para a producdo de ferormdnio e sua recepcao,

inibindo assim nova fusdo de células.
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A fusdo celular traz as proteinas al e alfa2 juntas e estes dois distintos homeodominios
interagem para dar uma nova funcdo regulatdria, a qual tem uma mudanca na preferéncia de ligagao
ao DNA. Portanto, o heterodimero al / alfa? junto com outros fatores de transcri¢do reprimem a
expressdo de todos os genes hapldides especificos, incluindo o gene rmel, que codifica um repressor
de transcri¢do de genes requeridos para meiose e para a esporula¢do (Herskowitz 1989; Kurjan 1992;

Kurjan 1993; Bardwell ef al 1994).

1.4.2 O Sistema Mating type de Basidiomicetos

1.4.2.1. Aspectos comuns

Em basidiomicetos heterotdlicos o sistema mating type é responsdvel por promover
outbreeding, manutengdo do estdgio dicariotico, a repressdo da oidizac¢do e o inicio da formacdo do
corpo de frutificacdo (Kertesz-Chaloupkova et al 1998; Kues 2000).

O sistema de incompatibilidade sexual em fungos basidiomicetos ¢ muito complexo devido
este ser regido por dois loci mating type (tetrapolar), cada um dos quais possuindo multiplas versdes
(multialélico). Além dessa complexidade, a existéncia de variagdes na nomenclatura dos loci e dos
genes dificulta o estudo e a compreensdo desse sistema.

Portanto, para melhor entender o sistema mating type em basidiomicetos, neste trabalho os
termos serdo padronizados de acordo com a tabela 1.

Os fungos basidiomicetos mais estudados neste campo sdo: Ustilago maydis, Schizophyllum
commune, Coprinus cinereus e Coprinus bilanatus. Em todos eles, o sistema mating type envolve
dois mecanismos genéticos interligados. Esses mecanismos estdo divididos em dois loci. Um locus é
responsavel pela codificacao de duas proteinas do tipo homeodominio e € denominado locus HD. O
outro locus € responsavel pelo reconhecimento entre receptores de ferormonios e ferormonios e é

denominado locus FRF. Esses loci assemelham-se aos encontrados no sistema mating type de S.
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cerevisae, porém possuem uma organizacdo molecular mais complexa e as proteinas sintetizadas
desempenham um papel um pouco diferente, mesmo sendo homélogas as da levedura.

Um ponto importante € que os genes de ambos loci HD e FRF podem ter miltiplos alelos e a
interacao entre (o} seus produtos controla um complexo sistema de
compatibilidade/incompatibilidade que promove o estdgio dicaridtico. (Rapper 1966; Puhalla 1970;

Casselton 1998).

MECANISMOS GENETICOS DE RECONHECIMENTO
ORGANISMOS DO SISTEMA MATING TYPE
ATRAVES DE ATRAVES DE
PROTEINA REGULATORIA FERORMONIO E RECEPTOR
LOCUS | Gene para| Gene | LOCUS Gene para Gene para
HD1 para FERORMONIO | RECEPTOR
HD2
Saccharomyces | MAT MATalfa |MATa Fator a e alfa STE3, STE2
cerevisiae
Ustilago maydis | Mat b bE BW Mat a Mfal, Mfa2 Pral, Pra2
Coprinus cinereus | A al bl, dI |a2, b2, d2|B phbl,2,3(1,2) rebl, 2,3
Schizophyllum | A Z Y B bap 1,2,3 Bar
commune bbp 1,2,3 Bbr
Coprinus A al a2
bilanatus
Nomenclatura HD Hdl Hd2 FRF Fe Rc
usada neste
trabalho

Tabela.1 — Tabela para rezferéncia de terminologia dos loci mating type em fungos basidiomicetos.

1.4.2.2 Locus FRF

O locus FRF ¢ subdividido em dois sub loci alfa e beta. Cada sub locus é composto de um
gene que codifica um receptor de ferormdnio e um gene que codifica um precursor de ferormdnio. A
interacdo do ferormdénio maduro ao receptor da célula oposta € responsdvel por desencadear um

processo de sinalizacdo celular que também regula genes relevantes para mating (Fig.4).
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O modelo melhor entendido da cascata de sinalizacdo entre ferormodnios e receptores € o de
S. cerevisiae, embora ndo sejam codificados por genes mating type, ferormdnios e receptores
similares sdo encontrados em basidiomicetos (Jackson 1990; Casselton 1998).

Os ferormonios sdo dodecameros carboximetilados e prenilados, uma mistura de
lipopeptideos de 12 aminodcidos que diferem em um unico residuo. Seus precursores consistem de
aproximadamente 22 aminodcidos na seqiiéncia N-terminal, de uma seqii€ncia do ferormonio
maduro e de um motivo C-terminal - Caax (onde C é uma cisteina, a € alifatico e X € um aminoacido
qualquer).

O processamento de maturacdo do ferormdnio inicia com a farnesilagdo de residuos de
cisteina no motivo Caax pelo complexo farnesil transferase, seguido por clivagem (remog¢do) dos
trés aminodcidos terminais por proteases de prenilacdo. Em seguida acontece a carboximetilacio
pela carboxil metiltransferase, e finalmente a remocdo da regido precursora aminoterminal através
de um processamento N-terminal que envolve dois passos proteoliticos. (Chen et al 1997; Casselton
1998; Hiscock 1999). Apds estes estdgios sucessivos de maturagdo, o ferormodnio pode ser secretado
por um caminho ndo cldssico (Berkower 1991; Cadwell et al 1995) ou pelo caminho cldssico de
leveduras (Cadwell et al 1995; Casselton 1998).

Os receptores de ferormonios pertencem a familia de receptores rodopsinas, os quais sao
compostos de sete hélices transmembranas hidrofébicas (7-TM), de um dominio curto extracelular
N-terminal, de trés loops internos e trés loops externos e de uma longa cauda carboxi-terminal
intracelular (Nakayama et al 1985; Hagen et al 1986; Dohlman et al 1991; Vaillancourt et al 1997,
Casselton 1998; O'Shea et al 1998; Hiscock 1999; Olesnicky et al 1999; Kues 2000; Olesnicky et al

2000) (Fig.5).
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Locus FR sub locus alfa sub locus beta

1 1 ]
receptor ferormoénio receptor
ferormonio

Figura 4. Tlustra¢do do Locus FRF.

LOOPS EXTRACELULARES
1-3)

RN

NH2

DOMINIOS TRANSMEMBRANAS
-7

COOH

LOOPS INTRACELULARES
1-3)

Figura 5. Modelo da estrutura do receptor de ferorménio (7-TM). Estao representados o curto dominio amino terminal
(NH2), as sete alfa hélices - dominios transmembranas, os trés loops intracelulares, os trés loops extracelulares e a longa
cauda carboxi terminal intracelular (Casselton and Olesnicky 1998).
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1.4.2.2 Locus HD

O locus HD ¢é também sub-dividido em dois sub loci denominados alfa e beta. Cada sub
locus contém dois genes que codificam ambas proteinas regulatérias HD1 e HD2 (Fig.6). Essas
proteinas tém a funcdo de juntas formarem uma proteina regulatéria heterodimérica, conhecida
como heterodimero, a qual deve regular a transcricdo de genes relevantes para promover a
dicariotizagdo.

A proteina HD2 € um tipico homeodominio de 60 aa formado por trés hélices contendo uma
seqiiéncia caracteristica e altamente conservada, a WF-N-R, dentro da terceira hélice (hélice de
reconhecimento) (Gehring et al 1994; Burglin 1997). O homeodominio da classe HD1 é considerado
atipico devido a um desvio da seqiiéncia consenso WF-N-R da hélice de reconhecimento e por ter
aminodcidos extras entre as hélices 1 e 2 (Burglin 1997) e diferentemente de HD2 a proteina HD1
possui sinais de localizacdo nuclear cldssicos conhecidos como NLS1 e NLS2 (Scott et al 1989;
Kronstad 1990; Tymon et al 1992) (Fig.7).

Em basidiomicetos, vérias proteinas HD1 e HD2 sao produzidas e combinacdes protéicas
compativeis derivadas de diferentes haplétipos precisam ser discriminadas das interacdes
incompativeis dentro do mesmo haplétipo. O dominio responsivel pela especificidade desta
discriminacdo estd localizado em uma regido altamente varidvel localizada na por¢do N-terminal do
homeodominio (Scott er al 1989; Casselton 1998; Hiscock 1999; Kues 2000).

Tem sido mostrado que a substitui¢ao de residuos dentro do dominio de reconhecimento de
proteinas HD incompativeis, afeta especificamente a proteina tornando-a compativel (Yee 1993;

Banham et al 1995; Kdamper et al 1995; Yue et al 1997).
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Locus HD sub locus alfa sub locus beta

HD1 HD2 HD1 HD2

Figura 6. Tlustra¢do do Locus HD

REGIAO CONSERVADA

A
NLS1,2 HD1 HD2
REGIAO AMINO TERMINAL
REGIAO CARBOXI TERMINAL REGIAO CARBOXI TERMINAL

Figura 7. Estrutura dos genes HD1 e HD2.

As regides dos homeodominios HD1 e HD2, as regides amino terminais e as regides carboxi terminais estdo
representadas. A regido entre as duas proteinas é conservada. Retidngulos pretos representam as trés hélices do
homeodominio. Retingulo cinza representa as regides NLS1,2 (Casselton 1998; Hiscock 1999; Kues 2000).

Nenhuma das duas proteinas isoladamente é capaz de desempenhar o papel de fator de
transcricao, o qual adquirem apds a dimerizacdo. A proteina HD1, diferentemente da proteina HD?2,
ndo possui a hélice de reconhecimento ao DNA. Portanto, € a proteina HD2 que desempenha esse
papel. A interacdo do homeodominio com o DNA tem sido determinada por ressondncia magnética

nuclear e cristalografia de raioX (Gehring et al 1994). Porém, como essas proteinas sdo dimerizadas
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no citoplasma e precisam entrar no nucleo para fazerem seu trabalho, a proteina HD1 acaba tendo
um papel essencial no reconhecimento molecular, pois contém um sinal de localizacdo nuclear
NLS1 e NLS2 (Scott ef al 1989; Kronstad 1990; Gillissen et al 1992; Tymon et al 1992; Asante et al
1996; Spit et al 1998). Desta forma, a proteina HD2 ndo pode entrar no niicleo sem primeiro
associar-se a proteina HD1, e embora a proteina HD1 possa entrar no niicleo sem associar-se a HD2
nao ha o reconhecimento ao sitio alvo do DNA (Casselton 1998).

Interessantemente, tem sido encontrado dentro da regido carboxi terminal um dominio
similar a cauda de 20 aminodcidos de alfa2 de S. cerevisiae, o qual tem a fun¢do de promover a

interacdo entre as proteinas HD1 e HD2 (Dranginis 1990; Kues et al 1994).

1.4.2.4 Coordenacao das atividades reguladas pelos loci FRF e HD

Na maioria dos basidiomicetos, o micélio dicaritico surge da fusdo de dois micélios
monocariéticos compativeis, um evento coordenado pelo Sistema Mating Type (Rapper 1966; Kues
et al 2001; Casselton 2002) (Fig.8). Esse processo tem sido estudado com detalhes em Coprinus
cinereus e Ustilago maydis, embora ainda existam muitas ddvidas sobre o seu funcionamento
(Bolker 2001).

Em C. cinereus, hifas monocaridticas, encontram e se fundem aparentemente sem a
necessidade de reconhecimento extra celular por ferormonios (Kothe 1996; Casselton 1998).

Ap6s a fusao celular, os ferormonios que sdo constitutivamente produzidos nestas células,
encontram os respectivos receptores e, se houver compatibilidade, é desencadeado um processo de
cascata de sinalizagdo, similar ao da levedura S. cerevisiae, culminando na mitose dos niucleos
doadores e na dissolu¢do dos septos. O nicleo doador entra na hifa receptora e migra até alcancar o

seu topo (Kues 2000).
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Durante esse percurso, a sinalizacdo desencadeada pelo locus FRF ativa a producdo das
proteinas regulatérias do locus HD (Bolker 2001) liberando-as no citoplasma. Se a proteina HD1 ou
HD2 do nicleo doador for compativel com a proteina HD2 ou HDI do nicleo receptor,
respectivamente, € formado, no citoplasma, uma proteina heterodimérica (HD1HD2 ou HD2HD1)
(Magae 1995) que entra no nicleo receptor e promove a regulacdo de genes envolvidos no processo
de dicariose (Kertesz-Chaloupkova et al 1998; Bolker 2001) (Fig.9).

O heterodimero formado promove o pareamento dos nicleos e a divisao mitética
sincronizada, simultaneamente com a formacdo de especializados grampos de conexdo na posi¢ao
onde um novo septo ird aparecer. Durante a préfase mitdtica o nicleo doador entra no grampo de
conexdo e o nidcelo receptor permanece na célula adjacente ao grampo. Em andfase os nicleos
dividem-se sendo que o nicelo doador mantém um curto fuso com seu niicleo filho e o nicleo
receptor mantem um longo fuso com seu niicleo filho. Septos sdo formados dividindo os niicleos em
trés células: o nicleo doador permanece no grampo de conexdo, o nucleo receptor permanece na
célula adjacente ao grampo e os dois niicleos filhos ficam juntos no topo hifal.

Com o grampo de conexdo formado, o locus FRF, promove a fusdo do grampo a célula
adjacente formando uma s6 célula que terd um nicleo de cada tipo. Este mecanismo coordenado de
formacgdo do dicério assegura que cada célula dicaridtica terd um nicleo de cada tipo (Iwasa et al
1998; Kues 2000) (Fig.8).

A manuten¢do do estdgio dicaridtico pode permanecer por longos periodos. O corpo de
frutificacao s6 € produzido quando as condi¢des ambientais sdo favordveis, como umidade e luz. O
sistema mating type aparentemente tem participacdo apenas na regulagdo do inicio da formagao do
corpo de frutificacdo, mas pouco se conhece sobre o seu papel esta etapa (Tymon et al 1992; Kues et
al 1994; Kues et al 1998). Quando os corpos de frutificacdo sdo formados, rapidamente ocorre a
fusdo nuclear (cariogamia) seguida da meiose em células especiais chamadas basidios. Da meiose

surgem os basidiésporos (esporos) iniciando um novo ciclo de vida.
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Figura 8. Atividade coordenada dos genes mating type na formacdo e manuten¢do da fase dicaridtica (Kues 2000).
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haplotipo 1 haplotlpo 2

Ferorménio
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Figura 9. Interacdo entre os genes mating type de Ustilago maydis (Bolker 2001).
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1.4.2.5 Caracteristicas do Sistema Mating Type de Ustilago maydis

No U. maydis, cada locus b (locus HD) possui dois genes denominados de bE (HD1) e bW
(HD2), os quais sao transcritos diferentemente e insepardveis por eventos de recombinacdo,
permanecemdo juntos como uma unidade genética. Os genes bE codificam a proteina HD1 de 473
aminodcidos, e os genes bW codificam a proteina HD2 de 644 aminodcidos (Schulz et al 1990; Kues
et al 1994). bE e bW tém reduzida similaridade em seqiiéncia, sendo essa limitada a regido
conservada do homeodominio e nos dominios carboxiterminais. As regides aminoterminal destas
proteinas sdo altamente varidveis (Schulz et al 1990; Gillissen et al 1992).

Quando dois haplétipos compativeis fundem-se, por exemplo, os haplétipos 1 e 2 (Fig.10 ),
quatro proteinas diferentes estdo presentes na fusdo celular: bE1, bE2, bW1, bW2. Apesar disso
somente duas combinagdes protéicas sao possiveis: bE1 X bW2 e bE2 X bW1, pois as proteinas
codificadas por um mesmo locus sdo sempre incompativeis.

U. maydis como S. cerevisiae, possuem somente duas versdes de genes que codificam
ferormonios (mfal e mfa2) e duas de receptores (pral e pra2). Estes genes estdo localizados no
locus a (locus FRF) e distribuidos em dois sub loci denominados de al e a2 (Fig.11).

No sub locus al estdo localizados os genes mfal e pral. No sub locus a2 estdo localizados
os genes mfa2 e pra2, sendo que entre eles estdo localizados dois genes, lga2 e rga2, que sdo
ativados pelo caminho de resposta ao ferormonio, mas cujas fun¢des sdo desconhecidas (Bolker et al

1992; Urban et al 1996).
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Figura 10. Organizacdo molecular do locus mating type b de U. maydis. O locus multialélico b contém dois genes
transcritos diferentemente, bE e bW, os quais codificam polipeptideos de 437 e 644 aminodcidos respectivamente. A
seqiiéncia da regido aminoterminal ao homedodominio das duas proteinas e o intervalo de 260pb da regido promotora
sdo diferentes para cada b. Os loci dos hapldtipos bl e b2 estdo ilustrados, e a seqiiéncia varidvel de DNA, a regido
aminoterminal, especifica para cada, estd representada por caixas verde claro e verde escuro, respectivamente. Caixas
vermelhas indicam as seqii€ncias que codificam homeodominios. Caixas cinzas representam a regido carboxiterminal.
As setas azuis representam as duas possiveis combinagdes para formar o heterodimero. (Casselton 1998).

mfal pral
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Figura 11. Organiza¢do molecular do locus mating type a de U. maydis. O sub loci al tem aproximadamente 4,5kb,
contém dois genes mfal (codifica para ferormonio) e pral (codifica para receptor). O locus a2, de aproximadamente 8
kb, contém dois genes mfa2 (codifica para ferormonio), pra2 (codifica para receptor) e dois genes com fungdes
desconhecidas, Iga2 e rga2. Flechas indicam a dire¢do da transcricdo dos genes e linhas finas indicam regides
flanqueadas de homologia e bordeadas por seqii€ncias especificas de mating type.(Casselton 1998)
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1.4.2.6 Caracteristicas do Sistema Mating Type de Schizophyllum commune

O locus A (locus HD) de Schizophyllum commune € dividido em dois sub loci localizados no
mesmo cromossomo denominados de A alfa e A beta (Papazian 1951; Day 1960; Raper 1960). Cada
sub locus contém um par de genes funcionalmente redundantes que codificam as proteinas HD1 e
HD2. No sub locus Aalfa a proteina HD1 (890 aa) é codificada pelo gene Z (930 aa) e a proteina
HD2 pelo gene Y. O sub locus beta estéd parcialmente caracterizado com a identificacdo de apenas o
gene V, ndo estando definido se esse codificaria a proteina HD1 ou HD2 (Stankis e al 1992; Shen et
al 1996).

Assim como em U. maydis, apenas um par destes dois sub loci precisam ser diferentes entre
parceiros para ter uma interacao compativel e promover a heterodimerizacao de HD1 e HD2.

Além dos genes envolvidos em mating, o no intervalo que compreende o locus A encontram-
se outros trés genes que aparentemente ndo participam do processo. No sub locus Aalfa estdo
localizados o gene X, de fun¢cdo desconhecida (Marion et al 1996), e o gene mip, que codifica uma
peptidase intermedidria mitocondrial (Casselton et al 1995; Isaya et al 1995). Entre os dois sub-loci
encontra-se os gene pab-1, o qual é necessdrio para a producdo de 4cido para-aminobenzdico (paba),
e o gene ade-5 (aminoimidazol ribonucleotideo), que participa da sintese da adenina (Rapper 1966;

Giasson et al 1989; Mutasa et al 1990; Kues et al 2001) (Fig.12).

sub locus A alfa sub locus A beta

X Y Zx mip pab-1 ade-5 \%

— HHH—F—— —%F— —

> <« > «
0.3 cM /50 kb 5.4 cM 24cM

Figura 12. Organizacdo molecular do locus mating type A de S. commune. O sub locus A alfa de S. contém um tnico par
de genes multialélicos diferentemente transcritos HD1 e HD2 designados de Z e Y, respectivamente (Casselton 1998).
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Em S. commune, o locus B (FRF) esta separado em dois sub loci: sub locus B alfa e sub
locus B beta (Parag 1971). Baseado nas seqiiéncias dos sub loci Balfal e Bbetal, o locus B parece
conter dois genes para receptor de ferormdnio, Rc, (bar, bbr) e seis genes para ferormonios, Fe,
[bap(1,2,3), bbp(1,2,3)]. Os sub loci Balfa e Bbeta representam duas subfamilias independentes de
genes e os sets de genes sdo cassetes funcionais, os quais permanecem intactos (Fig. 13).

Os ferormodnios codificados pelos genes do sub locus Balfa - bap (1,2,3) - podem apenas
interagir com receptores do proprio sub-loci Balfa - (bar), mas de haplétipos compativeis. Ele ndo
interage nem com o receptor codificado pelo gene do seu préprio sub-locus nem com nenhum
receptor codificado por genes do sub-loci Bbeta - (bbr). O mesmo ocorre com os ferormdnios do sub
locus Bbeta (Casselton 1998).

Assim sendo, em um cruzamento entre dois haplétipos de S. commune sdo gerados doze

possiveis combinacdes, sendo que dessas apenas uma € necessdria para o sucesso do cruzamento

(Fig. 14).

—Ei—a 77—

—> > «— —>» > > «— —>

bap3 bap2 bapl bar bbp3 bbp2 bbpl bbr

< > < >
Locus Balfa Locus Bbeta

Figura 13 Organizacdo molecular do locus B de S. commune. Cada sub locus tem aproximadamente 8kb e possui quatro
genes. O sub locus Balfa possui trés genes bap3, bap2 e bapl (caixas verdes) que codificam ferormdnios e um gene bar
(caixa laranja) que codifica o receptor. O sub locus Bbeta também possui trés genes bbp3, bbp2 e bbpl (caixas azuis)
que codificam ferormonios e um gene bbr (caixa vermelha) que codifica o receptor. Os sub loci estdo separados por
aproximadamente 3.5 unidades de mapeamento (Casselton 1998).
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Figura 14 Cruzamento entre dois haplétipo de S. commune. Dois loci B sao mostrados, um do organismo 1 e outro do
organismo 2. As 12 setas azuis indicam cada uma das possiveis interacdes entre ferormonios € 0s seu receptores
compativeis (Casselton 1998).

1.4.2.7 Caracteristicas do Sistema Mating Type de Coprinus cinereus

Da mesma forma que em S. commune, em Coprinus cinereus foram identificados no locus A
(HD) dois sub loci, o sub locus A alfa e o sub locus A beta Sua organiza¢do molecular ¢ mais
conhecida devido ao fato desse sub-loci estarem muito proximos, o que permitiu o seu isolamento
molecular como um todo (Mutasa et al 1990; May et al 1991; Pardo et al 1996).

O sub locus A alfa contém um par de genes, al e a2, que codificam as proteinas HD1 e HD2,
respectivamente. O sub locus A beta contém dois pares de genes, bl e b2 e dl e d2, que também
codificam pares das proteinas HD1 e HD2, respectivamente (Kues 1992; Kiies 1993; Lukens 1996).
O sub locus Aalfa esta separado do sub locus Abeta por aproximadamente 7.0 kb da seqii€éncia de

DNA (equivalente a 0.07unidades do mapeamento) (Fig. 15).
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Devido a existéncia de muitos genes funcionalmente redundantes, é raro encontrar todos os
genes presentes em um Unico /ocus. De todos os hapldtipos até entdo analisados, em apenas um, o
haplétipo A44, foram encontrados todos os seis genes (Pardo et al 1996). No haplétipo A6 um dos
genes a (al) e um dos genes d (d2) foram perdidos, enquanto que no haplétipo A5 somente um dos
genes d (d1) estd ausente.

Como em U. maydis, apenas uma combina¢do compativel de HD1 e HD2 é necessaria e
suficiente para promover o desenvolvimento sexual (Pardo er al 1996). Entretanto, estas
combinacdes devem vir de alelos de um mesmo subgrupo, aqui considerados a, b e d, de um
haplétipo compativel. Por exemplo, o produto do gene al (HD1) trabalhard apenas com genes a2
(HD2) do haplétipo compativel. Ele ndo serd capaz de interagir com b2 ou d2 dele mesmo ou do
haplétipo compativel.

Como em S. commune, ha também em C. cinereus genes ndo ligados a mating, mas que
flanqueiam o locus A. Um destes é o gene mip que codifica uma peptidase intermedidria
mitocondrial uma metalo-endopeptidase (Casselton ef al 1995; Isaya et al 1995), que flanqueia o
sub locus Aalfa. Flanqueando o sub locus Abeta tem o gene beta-fg, um curto gene conservado de
funcdo desconhecida (Kues 1992; Kues et al 1994), e o gene ade-8 (Day 1960; Lukens 1996). Outro
gene € o pab-1, gene necessdrio para a produgdo de dcido para-aminobenzdico (paba), que flanqueia
entre o sub loci Aalfa e Abeta (Rapper 1966; Giasson et al 1989; Mutasa et al 1990). A distancia

entre mip e pab-1 é de 40kb (Mutasa et al 1990; Kues 1992).
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sub locus A alfa sub locus A beta
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Figura 15: Organiza¢do molecular do locus mating type A de C. cinereus. O locus A contém trés pares de genes
multialélicos transcritos diferentemente (a, b e d). Cada par destes genes codificam duas protefnas diferentes com
motivos diferentes de homeodominios designados HD1 e HD2. Os genes a sdo representados por caixas amarelas, os
genes b sdo representados por caixas verdes e os genes d sdo representados por caixas azuis (Casselton 1998).

O locus B (locus FRF) possui trés sets de genes funcionalmente independentes representados
como subfamilias 1, 2 e 3. Cada uma destas subfamilias contém dois genes para ferormdnios (phbl-
1, phbl-2, phb2-1, phb2-2, phb3-1 e phb3-2) e um gene para receptor de ferormonio (rcbl, rcb2 e
rcb3) (Casselton 1998) (Fig. 16).

Dois organismos precisam formar um tunico par de receptor e ferormdnio dentro de uma
mesma subfamilia para ser compativel. Os ferormdnios de uma tnica familia somente podem

estimular todos os receptores dentro da mesma subfamilia, exceto € claro, ele préprio.

<+ <4 <4+ <4— <+ <4
phb3-2 phb3-1 phb2-2  phb2-1 phbl-2 phbl-1

Sub-familia 3 Sub-familia 2 Sub-familia 1

Figura 16: Organizacdo molecular do locus B de C. cinereus. O locus B tem aproximadamente 17 kb e contém trés sub-
familias de genes funcionalmente independentes delimitados por linhas cinzas imagindrias. Os genes que codificam
ferormdnios (phb) estdo representados por caixas pequenas € os genes que codificam receptores (rch) por caixas
grandes. As subfamilias estdo representadas com cores diferentes: azul, verde e vermelho / subfamilias 3, 2 e 1,
respectivamente. (Casselton 1998)
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1.4.2.8 Caracteristicas do Sistema Mating Type de Coprinus bilnatus

Coprinus bilanatus é um homobasidiomiceto homotdlico secunddrio ao contrario de C.
cinereus e S. commune que sio heterotdlicos.E o terceiro homobasidiomiceto e o primeiro
homotalico secundario a ter o locus A clonado (locus HD).

Igualmente a C. cinereus e S. commune, o locus A é dividido em dois sub loci Aalfa e Abeta.
O sub locus A alfa contém os genes al e a2 que codificam as proteinas HD1 e HD2,
respectivamente. Embora ainda nao tenha sido provado, provalmente o sub locus Abeta contém
também dois genes que codificam as proteinas HD1 e HD2 (b1 e b2, respectivamente).

Um gene que codifica para uma peptidase intermediaria mitocondrial (mip) flanqueia
diretamente o sub locus A alfa. O gene pab-1, requerido para a sintese do dcido para-aminobenzdico
estd a 39kb upstream de mip. O arranjo estrutural desta regido cromosssomal assemelha-se ao

heterotélico C. cinereus (Kues et al 2001) (Fig.17).0 sub locus FRF ainda nao foi caracterizado.

sub locus A alfa  sub locus A beta

pab-1 mip al a2 bl b2 ? b-fg
4/ 1] ”
]
> <« > <« >
39 kb -1kb

Fig.17: Organizacdo molecular do locus mating type A de C. bilanatus. O locus A contém dois pares de genes
multialélicos transcritos diferentemente (a, b). Cada par destes genes codificam duas proteinas dissimilares com
diferntes motivos de homeodominios designados HD1 e HD2. Os genes a sdo representados por caixas amarelas, b sdo
representados por caixas azuis (Kues ef al 2001).
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1.5 A GenoOmica e suas Contribuicoes

A gendmica € o estudo do genoma de um organismo, que é o conjunto de genes que
codificam o organismo.

A gendmica trouxe uma nova visdo para o campo cientifico. A identidade dos organismos,
que antigamente eram baseados em suposi¢cdes, hoje com o advento da tecnologia € possivel estudar
seus mais intimos aspectos.

A bioinformdtica, que € a aplicacdo da tecnologia de informagao e gerenciamento de dados a
area da biologia molecular (Gibas 2001), foi o ponto chave para o inicio e avanco da genOmica. As
ferramentas computacionais permitiram o aumento da velocidade e qualidade das informagdes
geradas reduzindo tempo e erros.

Procurar similaridade por comparacdo de seqii€ncias ¢ uma das principais técnicas usadas
pelos biologistas computacionais para inferir seus trabalhos. A mais popular ferramenta para este
proposito € o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). (Altschul et al 1997; Pertsemlidis
2001).

O programa BLAST realiza comparacdes entre pares de seqiiéncias procurando por regides
de similaridade pelo emprego de algoritimos heuristicos. Essa ferramenta pode produzir muitos
alinhamentos. Para saber qual desses alinhamentos € significativo deve ser analisado um valor de
expectativa, o famoso e-value. E-value é o valor que indica a probabilidade de um acaso. Portanto,
quanto menor for o valor do e-value menor é a chance daquele alinhamento ter ocorrido ao acaso,
representando grande significincia biolégica (Pertsemlidis 2001).

No Brasil a gendmica explodiu como ciéncia de ponta com o Projeto Genoma da Xylella
fastidiosa (Simpson et al 2000) e hoje temos vdrios projetos genomas em andamento no pafs.

Contudo, embora a gendmica tenha sido uma das grandes descobertas do século, apenas o estudo
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das seqiiéncias nio € suficiente para o entendimento da programacdo genética e, portanto, para a
compreensdo do funcionamento do funcionamento do organismo como um todo. A pds-gendmica,
com o estudo comparativo dos genomas, a andlise global da expressdo génica e o estudo das
proteinas (proteoma) surgiu para fechar complementar as informagdes das seqiiéncias. O
seqiienciamento de um genoma pode ser feito de duas formas diferentes: através do DNA total, ou
gendmico, ou pelo mRNA (seqiiéncias codantes). No caso de DNA total a técnica mais usada é
conhecida como shotgun (Venter et al 1998), que consiste na quebra aleatéria do genoma em
indmeros fragmentos pequenos possiveis de serem seqiienciados e que s@o posteriormente montados
como um quebra cabeca pela bioinformdtica através de vdrios programas computacionais
(Phred/Phrap/Consed) (Ewing et al’ 1998; Ewing et al’ 1998).

A outra forma para fazer genoma é via o mRNA. Esta forma é uma boa alternativa para
genomas grandes porque s € seqiienciado a parte codante, mas por outro lado raramente € possivel
identificar todos os genes do organismo. Neste caso a estratégia desenvolvida que tem obtido grande
sucesso € a técnica brasileira chamada ORESTES (Neto ef al 2000).

Apds o seqiienciamento, uma etapa essencial para a finalizacdo do projeto genoma € a
anotacdo das seqiiéncias geradas. Anotar em termos bioldgicos é dar uma funcdo possivel para o
gene. Inicialmente as seqiiéncias geradas sdo comparadas as seqiiéncias depositadas nos bancos de
dados publicos, como o Genbank (Benson et al 2002), que possui grande nimero de seqiiéncias de
genes anotadas. As comparacdes sdo feitas através de programas computacionais especificos como o
BLAST (Altschul et al 1997), e a partir do nivel de similaridade encontrada pode-se tracar a relaciao
evolutiva entre genes, ou mesmo organismos, identificando-se assim possiveis homélogos. A partir
desse processo é possivel se inferir a provavel func¢io de genes novos. E o que tem sido denominado
de genética “in silico”.

Neste momento cabe diferenciar o termo homologia, similaridade e identidade. Identidade de

seqiiéncias € o termo empregado para a ocorréncia de extamente o mesmo nucleotideo ou
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aminodcido na mesma posicdo do alinhamento. Similaridade € uma medida que verifica quanto
similar uma seqiiéncia € da outra, levando-se em conta as possibilidades de substituigdes.
Homologia refere-se a seqiiéncias que sdo similares e que tém a mesma origem ancestral
(Pertsemlidis 2001).

A andlise filogenética ¢ um processo que desenvolve hipdteses sobre a relagdo evolutiva.
Para tanto, utiliza a comparag¢do das seqii€ncias, primeiro alinhando-as e depois escolhendo um
método para inferir a 4rvore filogenética. Um dos métodos mais usados € o método baseado na
distancia, na qual é definida uma matriz de distancia entre cada par de seqii€éncias e estas sdo
agrupadas de acordo com essas distancias. Pode-se fazer uma arvore baseada na juncdo de vizinhos
usando-se a matriz de distancia. Neste caso as seqii€ncias mais préximas sao consideradas vizinhas e

o algoritmo pesquisa as distancias menores (Graur 1999; Brown 2001; Varga 2003).

1.5.1 O projeto genoma de Crinipellis perniciosa

O projeto Genoma de Crinipellis perniciosa (www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) nasceu na
metade do ano de 2000 idealizado pelo Dr. Gon¢alo Amarante Guimaraes Pereira. Inicialmente foi
feito um projeto piloto, no qual foi construida uma biblioteca de ShotGun e seqiienciados cerca de
500 fragmentos que foram comparados contra o banco de dados mundial GenBank. Nesta fase
inicial minha participacdo no projeto era de técnica executando o seqiienciamento.

O projeto genoma foi aprovado pelo Governo da Bahia que, através da Secretaria da
Agricultura, se posicionou favoravelmente ao seu financiamento. Desta forma foi formada a Rede de
Gendmica do Estado da Bahia composta por quatro grupos: Laboratério de Genémica e Expressdao
(LGE) da Universidade Estadual de Campinas (SP), o Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) da
CEPLAC (BA), a Universidade Estadual de Santa Cruz (BA) e o Centro Nacional de Recursos

Genéticos (CENARGEN) da EMBAPA (DF).
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No inicio do ano de 2001 foi deflagrado o seqiienciamento, nesta época eu assumia a
coordenacdo de DNA, tendo como responsabilidades a manutencdo do fungo na fase micelial, a
extragdo do DNA gendmico, a construcio de bibliotecas gendmicas, o envio e distribui¢do de clones
aos laboratdrios de seqiienciamento e seu respectivo controle e suporte técnico. Neste mesmo ano
foi necessdrio que eu ministrasse um treinamento de seqiienciamento ao laboratério CEPEC. No ano
de 2002 entraram no projeto mais quatro outros laboratérios financiados pelo CNPQ para ampliar a
rede gendmica do Estado da Bahia, a Universidade Estadual de Feira de Santana — BA, a
Universidade Federal da Bahia — BA) e a Universidade Catdlica de Salvador — BA. Também foi
necessario neste ano que eu ministrasse treinamento de seqiienciamento a estes novos laboratorios.

A estratégia de seqiienciamento foi semelhante a normalmente empregada em projetos
genoma de ESTs, baseado no fato de que fungos possuem alta densidade de genes, introns pequenos
e pouca seqiiéncia repetitiva.

Com isso, o seqiienciamento foi feito nos plasmideos apenas em uma dire¢do, empregando
para isso o primer universal (denominado F). Com essa estratégia objetivamos cobrir no menor
espaco de tempo e com a menor quantidade de seqiienciamento possivel, 0 madximo do genoma,
sempre tendo em mente que o resultado inicial € um rascunho das seqii€ncias.

Quando uma determinada seqiiéncia (read), entretanto, é identificada como importante para
um determinado objetivo, o plasmideo que contém o fragmento é resgatado e neste procede-se o
seqilenciamento nas duas direcdes. Assim sendo, completar genes no esquema do nosso projeto é
uma etapa posterior e é feito por demanda.

Cada read obtido é imediatamente comparado com o bando de dados NR do Genbank
(Benson et al 2000) via o programa BLASTX, que traduz dinamicamente cada read nos 6 quadros de
leitura possiveis e compara o resultado das proteinas formadas com o banco de proteinas. O
resultado dessas comparacdes, em formato de hipertexto, fica armazenado no banco de dados e

disponivel para a pesquisa por palavra chave.

43



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

¢ Identificar, a partir dos dados gerados no projeto genoma de Crinipellis perniciosa, 0s

provaveis genes de mating type desse fungo e a partir dai deduzir sua organizagdo molecular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ Identificar os genes do sistema mating type por similaridade as seqiiéncias de fungos
depositadas no Genbank.

® Analisar o nivel de similaridade dos genes homdlogos de mating type entre basidiomicetos,
que apresentam seqiiéncias conhecidas, posicionando filogenéticamente C. perniciosa em
relacdo as demais espécies.

® Analisar se os genes de C. perniciosa possuem as regides conservadas caracteristicas destes
genes do sistema mating type.

® Deduzir a possivel organizacdo molecular do sistema mating type de C. perniciosa

2.0 MATERIAIS E METODOS
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2.1 Seqiienciamento do genoma de Crinipellis perniciosa

2.1.1 Construcao de bibliotecas genomicas

Para a construcdo de biblioteca gendmica foi usado o DNA total do fungo C. perniciosa na
fase micelial dicaridtica. O fungo foi crescido em meio malte liquido sob agitagdo e em temperatura
de 28 °C por 20 dias. O DNA foi extraido segundo métodos tradicionais de extragdo de DNA de
fungos e plantas (Talbot 2001).

A biblioteca gendmica foi baseada na estratégia de shotgun (Venter et al 1998), sendo
usado como método para obtengdo dos fragmentos a quebra fisica através de do uso de sonicador e
nebulizador (Surzcki 1990; Surzcki 2000). Os fragmentos foram selecionados através de corrida em
gel de eletroforese em tamanhos de 1-2 kb e 2-4kb e purificadas com S.N.A.P. Gel Purification Kit
(Invitrogen —Life technologies).

Os vetores usados para a insercdo dos fragmentos foram escolhidos conforme sua eficdcia na
producdo de clonagens em larga escala para genomas. Inicialmente foi usado o vetor pUC18, um
plasmidio largamente usado para clonagens. Este vetor fazia parte de um pacote (SureClone kit —
Amershan-Pharmacia) de ‘“ferramentas” necessdrias para o sucesso da clonagem e utilizava a
propriedade da enzima ligase para a insercdo do fragmento. O outro vetor usado foi o pCR4Blunt
que também pertencia a um pacote (TOPO Shotgun Subcloning kit — Invitrogen — Life technologies)
de “ferramentas” necessdrias para o sucesso da clonagem e utilizava a propriedade da enzima
topoisomerase para a inser¢ao do fragmento.

Os plasmidios recombinantes foram transformados em células competentes de E. coli DH10b
resistentes a ampicilina através da técnica de eletroporacdo. Os plasmidios possuiam a propriedade

de identificacdo de moléculas recombinantes.
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As células clonadas foram selecionadas das células sem inserto pela coloracdo quando
colocadas em meio sélido com X-gal. Os clones eram colocados para crescer em microplacas de 96

pocos e estocados em temperatura de — 80°C.

2.1.2 Seqiienciamento do genoma de Crinipellis perniciosa

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada em grande escala sendo produzida em
microplacas de 96 pocos seguindo a técnica de lise alcalina (Engebrecht et al 1998). Esse método
utiliza trés fases para a extracdo e uma para a precipitacdo do DNA. As fases de extracdo
compreendiam a uma ressuspensao das células em um meio tamponante contendo glicose, EDTA e
Tris-HCI, seguida por uma lise alcalina para promover a denaturacdo das proteinas e do DNA
através de SDS e NaOH, seguida por uma solucdo contendo acetato de potdssio com a fungdo de
renaturagcdo do DNA plasmidial e precipitacdo das proteinas e do DNA cromossomal. O DNA
plasmidial foi precipitado com isopropanol.

O sequenciamento foi feito através de seqiienciadores automaticos, 377, 3700, 3100 (Applied
Biosystems) e o Mega Bace (Amersham Pharmacia). Foram usados os respectivos pacotes “kits” de
“ferramentas” indicadas pelos fabricantes.

De uma maneira geral estes “kits” de sequenciamento sdo baseados em dideoxinucleotideos
marcados por fluorescéncia baseado na técnica de Sanger (Sanger et al) que quando visualizados em

sequenciadores, permitem a identificacdo da seqii€ncia a ser descoberta.

Montagem dos fragmentos
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No projeto genoma de C. perniciosa os eletroferogramas das seqiiéncias obtidas foram
submetidos a um filtro para eliminar as seqiiéncias do vetor e possiveis contaminacdes de
organismos com que trabalhamos no laboratério, como E. coli, Xylella fastidiosa e S.cerevisiae. Em
seguida foi verificada a qualidade das seqiiéncias através dos programas Phred (Ewing e al’ 1998;
Ewing et al’ 1998) em sistema operacional Linux. Essas seqiiéncias estdo armazenadas em um
banco de dados interno de consulta restrita (Projeto genoma Crinipellis perniciosa —

www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura).

2.1.3 Busca por genes mating type

Para identificar possiveis genes do sistema mating type de C. perniciosa foram feitas duas
etapas de procura: uma por palavra-chave e outra por comparagao de seqii€ncias:

Na primeira etapa foi feita uma busca, no banco de dados do genoma de C. perniciosa, por
possiveis reads candidatos através da ferramenta de procura por palavra-chave usando termos como
“mating”, “pheromone”, “receptor”, entre outros, através do programa GENE PROJECT (GP)
(Carazolle et a ).

Em uma segunda etapa, as seqiiéncias de genes de organismos caracterizados como
envolvidos no processo de mating type identificados na etapa anteiror Coprinus cinereus, Coprinus
bilanatus, Schizophyllum commune e Ustilago maydis foram isolados e comparados contra o banco
de C. perniciosa através da ferramenta tBLASTn (Altschul ef al 1997) incorporada ao GP.

Esses reads selecionados foram alinhados e clusterizados como um “quebra-cabec¢a”, a fim
de se obter a maior seqii€ncia possivel “contig”, usando o programa PHRAP incorporado ao GP.

Para obter uma extensdo adicional desses contigs, o consenso de cada um deles foi
comparado por BLASTn com os reads de C. perniciosa. Também como forma de aumentar o contig

e/ou melhorar sua qualidade foi feito o seqiienciamento no sentido inverso dos clones selecionados.
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2.2 Nivel de similaridade e filogenia dos genes de mating type

Para analisar o nivel de similaridade foram feitas comparacdes entre as seqii€ncias
nucleotidicas e de aminodcidos das proteinas HD1, HD2 e RC dos fungos C. perniciosa, C.
cinereus, C. bilanatus, S.commune e U. maydis, através do programa BLASTtwo-seq.

Para avaliar se os genes encontrados de C. perniciosa eram homdlogos aos genes dos
basidiomicetos e identificar com qual organismo o parentesco ¢ mais préximo foi feita uma andlise
evolutiva pelo método de distancia. Para isso foram usadas as seqiiéncias dos genes que codificam
as proteinas HD1, HD2 e RC da tabela 2 e as seqiiéncias dos contigs de Crinipellis perniciosa no
formato FASTA, gerando com isso drvores filogenéticas.

Primeiramente as seqiiéncias foram alinhadas pelo programa CLUSTAL-X (Thompson and
Jeanmougin 1997), seguidas por andlise do nimero de modificacdes necessdrias para se converter
uma seqiiéncia em outra através do método de distancia Junkes-Cantor DNA dist — Neighbor (Nei
1987) do pacote de programas Philip 3.6 (Felsenstein, 1993) analisados por bootstrap (Brown 1994)
com data set de 100 e usando como outgroup as seqiiéncias do fungo ascomiceto Sacharomyces
cervisiae. As arvores filogenéticas resultantes foram visualizadas pelo programa Tree View 1.6.1
(Page, 1996).

Nesse método as distancias sdo estimadas partindo-se do ndmero de modificagdes
necessdrias para se converter uma seqiiéncia em outra. Quanto menor o nimero de modificacdes,
mais provavel a proximidade evolutiva entre as duas seqii€éncias e, portanto, entre os organismos que

as hospedam, considerando-se tratar-se de uma seqiiéncia herdada verticalmente.

2.3 Analise das regioes conservadas das proteinas HD1, HD2 e RC
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Foram comparadas as trés classes de proteinas, HD1, HD2 e RC de C. perniciosa com as de
C. cinereus, C. bilanatus, S.commune e U. maydis, através do alinhamento das seqiiéncias de
aminodcidos pelo programa Clustal_X (Thompson 1997) e alinhadas pelo programa GeneDoc

(Nicholas 1997).

Para a classe de proteinas HD1 foram usadas as seqiiéncias das proteinas:

C. cinereus (bl, d1), C. bilanatus (al) e S. commune (7).

HD2
Para a classe de proteinas HD2 foram usadas as seqiiéncias das proteinas:

C. cinereus (a2, b2), C. bilanatus (a2) e S. commune (Y).

Para a classe de proteinas RC (receptor de ferormonio) foram usadas as seqiiéncias das
proteinas dos organismos:

C. cinereus (rcb 1, rcb2, rcb3) e S. commune (bar, bbr).
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3.0 RESULTADOS

3.1 Identificacao dos genes do sistema mating type de C. perniciosa

3.1.1 Seqiienciamento do genoma de Crinipellis perniciosa

Um total aproximado de 137.000 reads foram seqiienciados de bibliotecas de shotgun com
insertos com tamanho médio de 2,0 a 4,0kb, totalizando cerca de 125.000.000 pares de base até o
momento. Isso perfaz cerca de 4 vezes o tamanho do genoma de C. perniciosa, definido em
aproximadamente 30,3 MB (Rincones et al 2003).

As seqiiéncias obtidas geraram um banco de dados disponivel para consulta através de
comparacdes DNA:DNA (BlastN), Proteina:DNA traduzido (tBlastN) ou DNA traduzido:DNA

traduzido (tBlastX), gerenciadas pelo programa GP (Carazolle et al).

3.1.2 Busca por genes mating type

Inicialmente, a busca por possiveis candidatos feita por palavra-chave, foi pouco restritiva.
Os termos “mating”, “pheromone” e ‘“receptor”, foram os que geraram resultados mais
consistentes. Foram identificados reads com similaridade aos genes que codificam as proteinas
HDI, HD2 e RC (tabela 1) e ndo foi identificada similaridade aos genes que codificam ferormonios
(FE). Esses genes identificados eram de organismos filogeneticamente relacionados a C. perniciosa
e dentre estes estavam os fungos basidiomicetos C. cinereus, C. bilanatus, S. commune e U. maydis.

Na segunda etapa foram isoladas as seqiiéncias de genes mating type que codificam as
proteinas HD1, HD2 e RC dos fungos basidiomicetos: C. cinereus, C. bilanatus, S. commune e U.

maydis (tabela 2) conforme o resultado por palavra-chave. Foi descartada a possibilidade de se fazer
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a busca de genes que codificam ferormonios, pois essas seqiiéncias sdo muito diferentes e possuem
apenas alguns trechos conservados de quatro aminodcidos.

As seqiiéncias codificadas pelos genes bl, dI, al, Z e bE, apresentados na tabela 2, usados
independentemente, via tBlastN, identificaram 2 possiveis reads pertencentes ao provdvel gene HD1
de C. perniciosa. Esses reads quando alinhados e clusterizados geraram 1 contig de tamanho 561pb.
Esse contig foi re-seqiienciado nas duas dire¢des e o read resultante foi adicionado ao contig.

As seqiiéncias codificadas pelos genes a2, b2, a2, Y e bW, apresentados na tabela 2, usados
independentemente, via tBlastN, identificaram 2 possiveis reads pertencentes ao provavel gene HD2
de C. perniciosa. Estes reads quando alinhados e clusterizados geraram 1 contig de tamanho 625pb.
Este contig foi re-sequenciado nas duas direcdes e o read resultante foi adicionado ao contig.

As seqiiéncias codificadas pelos genes rcbl, rcb2, rcb3, bbp, bar, pral e pra2 apresentados
na tabela 2, usados independentemente, via tBlastN, identificaram 7 possiveis reads pertencentes ao
provavel gene HD2 de C. perniciosa. Esses reads quando alinhados e clusterizados geraram 4
contigs, Rcl, Rc2, Rc3 e Rc4 de tamanhos 712, 1114, 886, 112 pb, respectivamente. Esses contigs

foram re-seqiienciados nas duas dire¢des e o read resultante foi adicionado ao contig.
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ORGANISMOS GENES GENES
LOCUS HD LOCUS FRF
HD1 HD2 RC
N° N° N°
ACESSO ACESSO ACESSO
GENBANK GENBANK GENBANK
C. cinereus X62336.1 bl X79686.1 a2 AAF01418 |rcbl
X79688.1 dl X79687.1 b2 AAF01419 |rch2
AAF01420 |rch3
C. bilanatus AAK1706 |al AAK17070 |a2
S. commune P37938 Z A46203 Y Q92275 bar
P78741 bbp
U. maydis P22020 bE D42094 bw P31303 pral
AAD56044 |pra2

Tabela 2. Genes do sistema mating type e os respectivos niimeros de acesso ao Genbank. (Benson et al 2000).

3.2 Nivel de similaridade e filogenia dos genes de mating type

Os niveis de similaridade analisados foram colocados em tabelas demonstrativas. Observa-se

que o organismo com maior nivel de similaridade a C. perniciosa € o mesmo que estd mais proximo

a C. perniciosa filogeneticamente, segundo os dados abaixos.

Nao foram identificadas similaridades entre as seqiiéncias nucleotidicas apenas entre as

seqiiéncias de aminodcidos de todas as proteinas.
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e Comparacao por similaridade através do valor do e-value entre as proteinas HD1:

Gene Hdl C. Perniciosa

Gene bl C. cinereus

7-14
Gene d1 C. cinereus 2e-09
Gene al C. bilanatus 4e-12
Gene Z S. commune 2.3
Gene bE U. maydis X

Tabela 3. Cruzamentos entre as seqiiéncias através do programa BLASTtwo Seq. X representa

nenhuma similaridade encontrada.

e Comparacao por similaridade através do valor do e-value entre as proteinas HD2:

Gene HD2 C. perniciosa

Gene a2 C. cinereus

5E-06
Gene b2 C. cinereus 1le-06
Gene a2 C. bilanatus 6¢e-08
Gene Y S. commune le-04
Gene bW U. Maydis X

Tabela 4. Cruzamentos entre as seqiiéncias através do programa BLASTtwo Seq. X representa

nenhuma similaridade encontrada.

e Comparacao por similaridade através do valor do e-value entre as proteinas HD2:

Genes de C. perniciosa

Rcl Rc2 Re3 Rc4
Gene rcbl  C. cinereus 1e-06 9¢-10 6E-21 2E-19
Gene rcb2 C. cinereus Te-10 1e-09 2e-23 le-14
Gene rcb3  C. cinereus le-07 6e-29 1e-59 4e-40
Gene bbp S. commune 0.021 2e-06 Te-28 le-13
Gene bar S. commune 6e-12 2e-23 3e-55 1e-38
Gene pral U. maydis 0.001 3e-04 2e-14 2e-05
Gene pra2  U. maydis 5.6 X 7e-16 8e-04

Tabela 5. Cruzamentos entre as seqiiéncias através do programa BLASTtwo Seq. X representa

nenhuma similaridade encontrada.
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A comparacdo das trés classes de proteinas, HD1, HD2 e RC (genes da tabela 2), pelo
método de distancia NEIGHBOR-Junkes-Cantor (Nei 1987) permitiu inferir trés arvores
filogenéticas visualizadas através do programa Tree view 1.6.1 (Page, 1996).

Na andlise da seqiiéncia HD1 de C. perniciosa foi gerada a arvore filogenética representada
na figura 18 mostrando o parentesco evolutivo mais préximo ao fungo basidiomiceto Coprinus
cinereus.

Na andlise da seqiiéncia HD2 de C. perniciosa foi gerada a arvore filogenética representada
na figura 19 mostrando o parentesco evolutivo mais préximo ao fungo basidiomiceto Coprinus
cinereus.

Na andlise da seqiiéncia RC de C. perniciosa, ndo foi possivel alinhar todos os quatro
possiveis genes de receptores de ferormodnio devido aos diferentes tamanhos, desta forma foi
utilizado o contig Rc3 para gerar a arvore filogenética representada na figura 20. O parentesco

evolutivo mais proximo a C. perniciosa também foi com C. cinereus.

54



1° Arvore:

OUTGROUP

MAT Saccharomyces cerevisiae Ascomiceto

Hd1 Crinipellis perniciosa | \

39

a1 Coprinus bilanatus

98

b1 Coprinus cinereus

94

Basidiomicetos

d1 Coprinus cinereus

bE Ustilago maydis

61

Z Schizophillum commune /

Figura 19 — Arvore filogenética dos genes que codificam a proteina HD1. Valores de bootstrap sio mostrados. Dados
gerados por Neighbor. Outgroup usado: Mat de S. cerevisiae.
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2° Arvore:

OUTGROOP

MAT Saccharomyces
ceresisiae

Ascomiceto

Hd2 Crinipellis
Iperniciosa \

84

'b2 Coprinus
cinereus

100

a2 Coprinus
cinereus

86

Basidiomicetos

a2 Coprinus
bilanatus

Y Schizophyllum
commune

76

bW Ustilago j
maydis

Figura 20 — Arvore filogenética dos genes que codificam a proteina HD2. Valores de bootstrap sio mostrados. Dados
gerados por Neighbor. Outgroup usado: Mat de S. cerevisiae.
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3° Arvore:

OUTGROOP

ste2 Saccharomyces
cerevisiae Ascomiceto

pra2 Ustilago
maydis \

pratl Ustilago
maydis

rcb1 Coprinus
cinereus

76

100 e
e b Schizophyiium Basidiomicetos

commune

96

84 rcb2 Coprinus
cinereus

bar Schizophyllum
commune

100

rcb3 Coprinus
cinereus

63

Rc3 Crinipellis

perniciosa j

Figura 21 — Arvore filogenética dos genes que codificam a proteina RC. Valores de bootstrap sio mostrados. Dados
gerados por Neighbor. Outgroup usado: Mat de S. cerevisiae.

57



3.3 Anilise das regioes conservadas das proteinas HD1, HD2 e RC

HD1

O alinhamento realizado entre as proteinas HD1 de outros organismos e a aprovdvel proteina
HDI1 de C. perniciosa identificou trés regides de similaridade:

a) regido conservada do homeodominio de HD1, mais especificamente a segunda e a terceira
hélice — hélice de reconhecimento - (Gehring et al 1994; Casselton 1998), incluindo o sinal WF-N-R
extremamente conservados (Scott ef al 1989) (Fig.21-a).

b) curta seqii€ncia na regido carboxi-terminal ‘“cauda alfa2” cuja funcdo em Saccharomyces
cerevisae (Kues et al 1994; Hiscock 1999; Stark er al 1999) € a heterodimerizacdo entre as
protefnas. Seqiiéncias homdlogas também foram encontradas em C. cinereus (Kues et al 1994;
Bradane 1999), S. commune (Stankis et al 1992; Magae et al 1995) e U. maydis (Kronstad 1990;
Gillissen et al 1992) ( Fig.21-b).

¢) sinal de localiza¢do nuclear NLS1 especifico a proteina HD1 (Tymon et al 1992; Gehring

et al 1994) (Fig.21-c).

, ,
a) HELICE 2 HELICE 3
180 * 200 * 220 * 240 * 2

ccbl  : TSPTHAMVEECARMKDNWYNBIF GEFRTOMARGR T SEE - ——-—-———- D 1DRWF IDARRR I GWNIVR REL! 1 245
ccdl : EPAEFAFSIEESCRIHKDNWYNMeSP O\ElS SMAKIGHGA St — - ———— —— —— b 1o f7r T DARKR T Gl L RREl : 189
cbal : NNSGIHSPELIEZAANUHYENVHAIREISVEWES SWAKISSGC PR —————————— 5o Ni7F T DARRR 1 G LRKE : 192
scZ : ATPLIEPMEEEIEC Y| ASVNHLDNiEAVEMIK ANINEEIRLD@ARQRT SPDVAQHLALG| NS WFIARERMG [€}s] TRRRIN : 200
CPhdl : —————————— o] INDAMSFOEGT SR -————————-- ;48

PY P wl pyp 4 6 Q rk d6D WFIdaR R6GWn 644

WF-N-R
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b) “CAUDA ALFA2”

360 400
ccbl : LSR ARSLYEEKFSPS VR T-—— - ———————————— KDITPSLKEQLKNDEAR REASTVGIINQ : 341
cedl : TSQASAWYDG YAOSIKIFADKMIP — —— ——— —————————— KD\ Ui=A IS 48K KRDADESSREERQK -~ -K : 284
cbal : TONMRDYMO-AFTESRIZATOMH - ——————————————— MDITP‘I@QQ QADKHQIMLOMRRDRQ-AT AAAAYPSPE : 280
scZ  : EVNEKEMG--LEPMEIDSINSSAVDROFATQDLVAFRAALEAATAAREOROARREOQR} AQKDRMDAQRRAED KCJ4229PLSED : 370
CPhdl : EA LEGGELKPHFVEKAG ———————————————— QEKT-EEEEKQKHEE- ————————— JLGHKHEASESSI : 140
v tp k2 r yp pe s a
<) NLS1
440 * 460 * 480 * 500 *

€ebl ¢ AA—— o ELLASPPSFARDSDKLP SVGRKRRESLESDETVSSPLCK-RPRSQEVFCEL : 393
cedl : BS-——---—m-mmmmm e GAALSPVVPVEDLTGESQCSRPNLIMRRASSCSVEEYSCRKRPRGDE[SHHDQ : 337
cbal @ BQR-————————m oo STRTLSPSPSLCDVSDHASEPHS:ERHFSSVDFDEGDADERTEK RSDFI : 334
scZ  : ELSGTESDEDLDDFYASDDASDDEDDDGEDLDTRPSDLMAQMCPQUVATAFSKDGSATEDEDSNSDDTDESTDDEDEDSDEENDSD : 456
CPhdl : BD--—————mm oo EVIVQAVPTPAPMAG—————— QOKREADNDEPEVESPSNK-——————————— : 175

Figura 21. Alinhamento entre proteinas HD1. C. perniciosa (Cphdl), C. cinereus (ccbl=bl, ccdl=dl), C. bilanatus
(cbal=al) e S. commune (scz=Z). Residuos de aminodcidos estdo marcados em trés niveis de conservacdo: preto
(100%), cinza escuro (80%) e cinza claro (60%). a) Regides das hélices do homeodominio e o sinal WF-N-R. b) Regido
da “cauda alfa2”. ¢) Sinal de localizacdo nuclear NLSI.

HD2

O alinhamento realizado entre as proteinas HD2 e a aprovdvel proteina de C. perniciosa
identificou similaridade com a regido conservada do homeodominio de HD2, as hélices de
reconhecimento, incluindo o sinal WF-N-R extremamente conservado na terceira hélice — hélice de

reconhecimento - (Scott et al 1989; Gehring et al 1994; Casselton 1998) (Fig. 22).
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HELICE 1

* 100 * 120 * 140 * 160 *
cca2 : LQTECKNKMIKTCQALSDLPDTS-——---— ASRHRLQQINKTFTKLYITRHAPRLREQVIAQLETKLAAPP SKINQAISNVHMIIHANN-4E : 166
ccb2 : QRTLHLTNMQORMCGGYLELSKQQGMEIDPISVRNMQTLVERS-—-FQQLISRIQSEIMERYQQTRQQLEVKIETPANS/HMTIHINN-043 : 168
cba2 : LRRVHLDNMEQTCKRYIKANQATLATEPARHFRLLQAVCAKQRTTFQSKVAQIQADCLAKCHQAMPRQESKIATP|INAIMTIHINN04Y : 166

scy : WRYSLDESSQAARSVSPHNLHLLSTLRFRLYTEQVERWAVQVLQVAEQWRAEMEKQRAHIAASTDKSKKP:P HSEYTPLLEIYF : 165
hd2 @ ——————— TLPQIMT|ZF I Peq 14
f eY P LEkKYF
HELICE 2 HELICE 3
* 200 * 220 * 240 * 260
cca2 ALRISMY'S RERKEGKPLQ———————————————————————————————————————— : 210
ccb2 EWARINTMYS VIO AR S INRINRKE G T HFE —— — ————————————————————————————————————— : 212
cba2 ERARINSMYUT P|SOBN AN N SIS KKEGRP LQ———————————————————————————————————————— : 210
scy : R AlN TG\LTRQIEVWFQNH"R‘KGPLPRMTPTAKIPLEEFERERENLARKLLPMLLPPHLRPITLGNNKT : 249
hd2 : [EL---DiN45S TRIJOEVMEORIS GIU T RO YU SIFOPRS —— — ————————————— =~~~ — o : 51
e nAYP Dr 1A K M RQIeVWFQNhR rA
WF-N-R

Figura 22. Alinhamento entre proteinas HD2. C. perniciosa (hd2), C. cinereus (ccb2 = b2 ; cca2 = a2), C. bilanatus
(cba2 = a2) e S. commune (scy=Y). Residuos de aminodcidos estdo marcados em trés niveis de conservagdo: preto
(100%), cinza escuro (80%) e cinza claro (60%). As regides das hélices do homeodominio e o sinal WF-N-R estio
representados.

O alinhamento realizado entre as proteinas RC (receptor de ferormdnio) e as aprovaveis
proteina RC de C. perniciosa (Rcl, Rc2, Rc3 e Re4) identificou uma regido de similaridade que
compreende os setes dominios transmenbramas (TMD), trés loops intracelulares e trés loops
extracelulares do receptor (Nakayama et al 1985; Hagen et al 1986; Dohlman et al 1991; Wendland

et al 1995; Vaillancourt et al 1997; Casselton 1998; O'Shea et al 1998) (Fig. 23).
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Figura 23. Alinhamento das proteinas RC. C. perniciosa (Rcl, Rc2, Re3 e Re4), C. cinereus (rcb 1, rcb2, rcb3) e S.
commune (bar, bbr). Residuos de aminodcidos estdo marcados em trés niveis de conservacao: preto (100%), cinza escuro
(80%) e cinza claro (60%). As regides dos dominios transmenbramas (TMD 1-7), os loops intracelulares (1-3) e os loops
extracelulares do receptor estdo representados.
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4.0 DISCUSSAO

Acredita-se que o surgimento da vida na terra tenha sido um evento tnico, a partir do qual
diversos organismos evoluiram e divergiram, submetidos aos processos de mutacdes casuais, de
portes variados, seguidas por selecdo adaptativa. Assim sendo, os organismos, de uma forma geral,
guardam entre si mecanismos biol6gicos comuns e esses estio em grande parte refletidos pela
similaridade da informacdo genética que carregam. Ou seja, na seqiiéncia dos seus genes ou das
proteinas codificadas por eles. No final do século passado, o mundo viveu uma verdadeira revolugao
na biologia.

O desenvolvimento da biologia molecular permitiu a associa¢do entre genes especificos e os
fendmenos que a genética tradicionalmente estudava ao nivel fenotipico. Posteriormente, a
gendmica permitiu que novos organismos pudessem ser estudados a partir da comparacdo da
seqiiéncia do seu material genético, para o qual informagdes experimentais ndo estavam disponiveis,
com a seqiiéncia de genes com func¢des bem estabelecidas em outros organismos. Era a aplicagdo da
propriedade transitiva da matemdtica na biologia. Ou seja, se o organismo X possui o gene A que
realiza a func¢do K e o organismo Y possui o gene B que € altamente similar ao gene A, a conclusdo
que se chega é que provavelmente o organismo B possui a capacidade de realizar a fungio K. E o
que tem sido denominado de biologia “in silico” e embora esse tipo de procedimento ndo possa ser
considerado conclusivo e necessite de comprovagdo experimental, ele abre a perspectiva de se fazer
uma biologia baseada em hipéteses. Ou seja, ao invés das investigagdes de processos bioldgicos em
organismos pouco estudados comecarem na base da tentativa e erro, elas ji se apoiam em
possibilidades e hip6teses que podem ser testadas.

Baseado neste método “in silico” foi definido neste trabalho a investigacdo do sistema

mating type de C. perniciosa apoiado em comparacdo com sistemas semelhantes existentes na
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literatura dos organismos Coprinus cinereus, Coprinus bilanatus, Schizophyllum commune, Ustilago
maydis e Saccharomyces cerevisiae.

Neste trabalho foram encontrados no banco de dados de C. perniciosa as seqii€ncias parciais
de seis possiveis genes do sistema mating type.

Na primeira andlise verificamos que a comparagdo entre as seqii€ncias nucleotidicas dos
provdaveis genes ndo apresentaram similaridade a nenhum dos genes usados como modelo (obtidos
dos fungos basidiomicetos C. cinereus, C. bilanatus, S. commune e U. maydis). Entretanto, quando
comparamos as provaveis seqiiéncias das protefnas codificadas por esses genes verificamos altos
valores de similaridade, indicando um funcionamento semelhante para o sistema. O fato das
seqiiéncias de nucleotideos ndo apresentarem grande semelhanca nido é surpresa, visto que os
organismos, durante a evolu¢do tendem a uma utilizacdo preferencial de cddons, o que acarreta em
variabilidade da seqiiéncia sem que necessariamente traga como consequéncia variacdo da
identidade dos aminodcidos.

As proteinas HD1 de C. cinerus e C. bilanatus apresentaram valores estatisticos e-value em
torno de e- 12 significando que dificilmente essa similaridade ocorreu ao acaso. Da mesma forma as
proteinas HD2 de C. cinerus, C. bilanatus e S. commune também apresentaram valores estatisticos
de e-value de e-4 a e-8. Interessante, com as proteinas de receptores RC, similaridades ocorreram
com todos os organismos modelos comparados e com valores de e-value extremamente baixos (14 a
59 casas), as similaridades mais proximas a zero e portanto mais impossiveis de terem ocorrido ao
acaso foram as de C. cinereus e S. commune.

Essas diferencas de similaridade entre as seqii€éncias das provaveis proteinas podem ser
explicadas pelo fato de elas serem proteinas de alta especifidade de ligacdo, mas com funcdes

semelhantes.
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A segunda andlise confirmou os resultados de similaridade. A andlise filogenética
demonstrou que os fragmentos génicos de C. perniciosa sao homélogos aos genes dos fungos
modelos e o parentesco mais préximo em relacio a essas proteinas.

As érvores filogenéticas das proteinas HD1, HD2 e RC mostraram que C. perniciosa esta
filogeneticamente mais proxima a C. cinereus mostrando bootstrap de 39, 84 e 100,
respectivamente. Estes dados conferem com os resultados de niveis de similaridade realizados.

Desta forma seguimos com a terceira andlise, a andlise de regides conservadas e
caracteristicas, usando apenas as proteinas mais similares. Novamente, embora tenham sido usadas
seqiiéncias parciais, algumas regides funcionais puderam ser claramente identificadas.

O alinhamento realizado entre as proteinas HD1 de C. cinereus, C. bilanatus e a provavel
proteina Hd1 de C. perniciosa identificou trés regides de similaridade. A primeira regido foi a do
homeodominio, mais especificamente a segunda e a terceira hélice. A proteina Hd1 de C. perniciosa
possui aminodcidos idénticos aos de C. cinereus e C. bilanatus na segunda hélice
(Arg,xx,Ile,xx,Glu). Também foi verificado que a proteina Hd1 possui aminoécidos identicos aos de
C. cinereus e C. bilanatus da terceira hélice (Ile, Asp,x,Trp, Phe, Ile,xx,Arg,x Arg, Ile, Gly, Trp)
incluindo o sinal modificado e extremamente conservado WF-N-R (WFIDAR, para C. cinereus e C.
bilanatus) e (WFIDVR, para C. perniciosa) (Scott et al 1989; Gehring et al 1994; Casselton 1998).

A segunda regido de similaridade foi a “cauda alfa2” de 20 aminoécidos na regido carboxi-
terminal. Esta cauda tem func@o em S. cerevisae (Kues et al 1994; Hiscock 1999; Stark et al 1999)
de heterodimerizacdo entre as proteinas HD1 e HD2. Seqiiéncias homélogas também foram
encontradas em C. cinereus (Kues et al 1994; Bradane 1999). Destes 20 aminoacidos, 13 sdo
conservados (a média dos aa conservados de C. cinereus € C. bilanatus é 14) e um deles com
identidade ao Unico aminoacido idéntico em C. cinereus e C. bilanatus (Gln) (Kues et al 1994;

Hiscock and Kues 1999; Stark er al 1999).
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A terceira regidao de similaridade também estd na regido carboxi-terminal, na qual foi
identificado o primeiro sinal de localizacdo nuclear NLS1 da proteina HD1 (Tymon et al 1992;
Gehring et al 1994). Aminoécidos conservados de C. cinereus e C. bilanatus (Arg, Arg,x;,Val, x3,
Ser,x, Lys) foram encontrados em C. perniciosa.

Podemos concluir que o fragmento génico Hdl de C. perniciosa, apesar de parcial codifica a
proteina de heterodimerizagdo HD1 presente nos sistemas mating type de fungos, pois possui a
regido do homeodominio, a regido da cauda alfa2 responsdvel pela heterodimerizagdo e o exclusivo
sinal de localizag¢do nuclear.

O alinhamento realizado entre as proteinas HD2 de C. cinereus, C. bilanatus e a provavel
proteina Hd2 de C. perniciosa também identificou a regido do homeodominio, especialmente a
regido de reconhecimento ao DNA. Todos os aminodcidos idénticos (Tyr, -, Pro, -, Leu, Gln, -, Try,
Phe) da primeira hélice, entre as espécies de C. cinereus e C. bilanatus, também estdo presentes na
proteina Hd2. Da mesma forma na segunda e na terceira hélice, todos os aminodcidos idénticos de
C. cinereus e C. bilanatus também estdo presentes na proteina Hd2. Na segunda hélice os
aminodcidos (Asp, Ala, Tyr, Pro, Thr, xx, Asn, 4x, Leu, Ala, x, Lys, Ser) e na terceira hélice os
aminodcidos (Arg, Glu, Ile, x, Val, Met, x, Glu, 5x, Ala) incluindo o sinal de localizacdo nuclear
WE-N-R (WEQNHR, para C. cinereus e C. bilanatus) (WFQNSR, para C. perniciosa), aminoacidos
extremamente conservados na terceira hélice — hélice de reconhecimento - (Scott et al 1989;
Gehring et al 1994; Casselton 1998)

Podemos concluir que o fragmento génico Hd2 de C. perniciosa codifica a proteina de
heterodimerizacdo HD?2 presente nos sistemas mating type de fungos, pois possui a regido do
homeodominio especialmente o sinal WF-N-R da hélice de reconhecimento ao DNA.

No alinhamento das proteinas Rc de C. perniciosa aos de C. cinereus e S. commune, devido

os genes Rcl, Rc2, Rc3 e Rc4 serem apenas fragmentos nem todos identificaram as mesmas regioes.
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Rcl apresentou similaridade as regides do segundo e terceiro loop extracelular, terceiro loop
intracelular e os dominios transmenbranas TDM5,6 e7. Rc2 apresentou similaridade as regides do
primeiro, segundo e terceiro /loop intracelular, primeiro, segundo e terceiro loop extracelular e os
dominios transmenbranas TDM?2,3,4,5,6 e7. Rc3 apresentou similaridade as regides do primeiro,
segundo e terceiro loop intracelular, primeiro, segundo e terceiro loop extracelular e os dominios
transmenbranas TDM1,2,3,4,5,6 e7. Rc4 apresentou similaridade as regides do primeiro e segundo
loop intracelular, primeiro e segundo loop extracelular e os dominios transmenbranas TDM2,3.4,5.

Podemos concluir que os quatros fragmentos génicos de C. perniciosa codificam proteinas
que possuem as caracteristicas dos receptores rodopsinas presentes nos fungos basidiomicetos, pois
apresentaram similaridades as sete hélices transmenbranas hidrofébicas (7-TM), aos trés loops
internos e aos trés loops externos (Nakayama et al 1985; Hagen et al 1986; Vaillancourt et al 1997,
Casselton 1998; O'Shea et al 1998; Hiscock 1999; Olesnicky et al 1999; Kues 2000; Olesnicky et al
2000). Outra conclusdo importante é que embora regides desses fragmentos estejam sobrepostas
funcionalmente, as suas seqiiéncias de nucleotideos sdo diferentes, indicando claramente que se
tratam de alelos.

Esses dados associados ao fato do biétipo L de C. perniciosa ter um ciclo sexual controlado
por um sistema tetrapolar (Griffith 1994) podemos deduzir que o bidtipo C de C. perniciosa também
tem um sistema tetrapolar, com um locus codificando as proteinas HD e outro locus codificando as
proteinas RC e que o locus HD € bialélico (um par de genes Hdl e Hd2) e o locus FRF ¢
multialélico (quatro genes pra receptores Rcl, Rc2, Rc3 e Rc4). Desta forma podemos deduzir que a

organizacdo molecular do sistema mating type de C. pernciosa é a seguinte:
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Locus HD

Hdl Ha2?

Figura 24. Provavel organizacdo molecular do locus HD de C. perniciosa. Caixas pretas representam as regides dos
homeodominios. Caixa azul representa o gene Hdl e a caixa verde representa o gene Hd?2.

Locus FRF
Rcl Rc2 Re3 Rc4
a b c d

Figura 25. Provével organizagdo molecular do locus FRF de C. perniciosa. Caixas coloridas representam os genes Rc/,
Rc2, Rc3 e Rc4 divididos em 4 provdveis subfamilias (a,b,c e d). Caixas pontilhadas representam regides onde podem
estar localizados os genes de ferormonio.

Os genes de C. perniciosa identificados neste trabalho representam a primeira identificacio
de componentes do sistema mating type de fungos basidiomicetos homotdlicos primdrios. Este
achado contraria o postulado por Alexopoulos (Alexopoulos 1996) que afirma que fungos
homotélicos primarios nao possuem sistema mating type. Entretanto, a simples existéncia das
seqiiéncias ndo € suficiente para provar que esses genes realmente sdo expressos, embora seja
provavel uma vez que o fungo apresenta grampos de conexdo durante a sua fase dicaridtica. Além
disso, os primeiros experimentos com microarray de C. perniciosa, realizados pela aluna de
doutoramento Maricene Sabha, mostrou a expressdo do gene Rc3, aparentemente constitutivo para
as condicoes testadas (comunicagdo pessoal).

Embora ndo possamos afirmar se estes genes do sistema mating type estdo ativos (ndo foram
realizados trabalhos de expressdo génica) o fato de outros pesquisadores terem identificado a

formacgdo de grampos de conexao indica muito provavelmente que esses genes Sa0 eXpressos.
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Portanto, embora C. perniciosa, ndo use o sistema mating type para promover outbreeding,
pois é um organismo homotdlico, esse sistema deve ter a funcdo de promover e manter a fase
dicariética, bem como promover o inicio do corpo de frutificacdo, além de provavelmente regular os
genes responsaveis pela patogenicidade como visto em U. maydis (Schulz et al 1990; Bolker 2001).

A maneira como as proteinas do sistema mating type do locus HD funcionam em C.
perniciosa pode ser similar ao observado em mutantes de C. cinereus, onde ocorreu a fusao dos
genes que codificam as proteinas HD1 e HD2 fazendo com que seja produzida em uma sé unidade
genética a proteina que funciona como um heterodimero. Dessa forma o organismo ndo precisa
encontrar um parceiro compativel para haver a formagao do heterodimero (Kues et al 1994).

Em relacdo ao locus FRF, estudos de mutantes mostraram que apenas algumas mudancgas de
aminodcidos na regido de reconhecimento da ligacdo receptor/ferormdnio tornaram o organismo
auto compativel nao necessitando de um parceiro para a ativacdo da cascata de sinalizacdo
(Olesnicky et al 1999; Olesnicky et al 2000)

Embora os resultados deste trabalho sejam significativos para compreendermos que um
sistema mating type bifatorial deve estar controlando a patogenicidade de C. perniciosa em cacau,
outros trabalhos devem ser feitos nesse sentido. Podemos sugerir que seja feita a clonagem de todo
os loci mating type de C. pernciosa, nao s6 deste bidtipo em estudo, mas do biétipo heterotélico,
comparando-as entre si e com as espécies de basidiomicetos e que sejam feitos estudos de mutacdo e

inducdo de reproducao em C. perniciosa in vitro.
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5.0 CONCLUSOES

Podemos concluir a partir deste trabalho que Crinipellis perniciosa possui genes do sistema
mating type. Foram identificados seis genes: um gene que codifica a proteina HD1, um gene que
codifica a proteina HD2 e quatro genes que codificam proteinas receptores de ferormonio.

Esses genes sdo homblogos aos genes de C. cinereus, C. bilanatus, S.commune e U. maydis.

O organismo mais proximo a C. perniciosa para estudos do locus HD e locus FRF é o fungo

C. cinereus.
Podemos concluir que C. perniciosa € um fungo homotdlico com um sistema mating type

tetrapolar (com um locus HD e um locus FRF) e multialélico no locus FRF.
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