INTRODUCAO

Os elementos de transposicao (Transposition Elements, TEs) sdao sequéncias de DNA modveis amplamente distribuidos no genoma dos
seres vivos e que se multiplicam através de mecanismos de cdpia e insercao (classe |) ou excisao e insercao (classe IlI). Em fungos fitopatogénicos, a
atividade de TEs pode estar associada a evolucao rapida de novos genes codificantes de pequenas proteinas efetoras, além de reorganizacdes do
genoma que podem contribuir para a evolucao da fitopatogenicidade. O genoma do fungo Moniliophthora perniciosa, causador da Vassoura-de-
bruxa em cacau (Theobroma cacao), contém uma série de elementos repetitivos ativos (Mondego et al., 2008) que podem estar relacionados a
evolucao do genoma e de aspectos relacionados a fitopatogenicidade no género (Rincones et al., 2006). Uma das estratégias mais usadas para o
isolamento de transposons ativos é chamada de transposon trapping e baseia-se na caracteristica de movimentacao e insercao dos TES no genoma
(Cove, 1976). Inativacdes nos genes de assimilacao de nitrato por insercdes de TEs sao comumente utilizadas para a selecao por resisténcia ao seu

analogo toxico clorato (Figura 1).

Para testar a influéncia da atividade de TEs em genes proximos a elementos ativos, é necessaria a obtencao de técnicas de manipulacao
genética que viabilizem manipulacdes precisas no genoma de modo a permitir o estudo do papel biolégico destes genes-alvo. Em fungos isso é
obtido através de recombinacdo homdéloga sitio especifica utilizando marcadores de selecdo. E descrito em fungos filamentosos que linhagens
carregando um alelo nocaute para um dos componentes do heterodimero protéico Ku70/Ku80 tornam-se deficientes no sistema de reparo de DNA
NHEJ (Non Homologous End Joining) e apresentam um fendtipo de maior taxa de recombinacao homologa, viabilizando a estratégia de genomica

funcional de genes-alvo através da obtencao de nocautes (Krappman, 2007).
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Figura 1. Transposon trapping

METODOLOGIA

Linhagens: Moniliophthora perniciosa (CP02, BP10, APS1, WMAS5, FA553, FPN1) e Moniliophthora sp. (SscB).

Transposon Trapping -

Identificacao dos genes de assimilacdao do nitrato (referéncia: proteinas de Aspergillus nidulans) e montagem de oligos:
tBLASTn e preditor génico AUGUSTUS.

Ensaio da susceptibilidade em clorato: crescimento em meio de cultura com concentracdes crescentes do sal clorato de
potassio.

Transposon trapping em Moniliophthora perniciosa: stress de 37°C por 24h com posterior indculo em meio sélido
contendo sal de clorato.

Gene targeting

Montagem dos cassetes de gene targeting: fusao em PCR conforme Szewczyk e colaboradores, 2006
(Figura 2).
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Figura 2. Cassete formado por 1kb das regides cromossémicas 5’ e 3’ flanqueadoras do gene MpKu70 e pelo
marcador de selecdao (gene que confere resisténcia ao antibidtico controlado pelo promotor gpd e terminador

CaMV 355).

Selecao preliminar dos transformantes possiveis nocautes para MpKu70: screen por PCR visando a amplificacdao da
juncao entre a regiao 5’ do locus de integracao homaologa do cassete de delecao e o gene hph contido no meio do
cassete e sequenciamento.

[ Analise da expressao de Mpku70 dos possiveis nocautes: Real Time qPCR . ]
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Transposon trapping
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Figura 3. Comparacao dos genes de assimilacao do nitrato entre A. nidullans e M. perniciosa. No cluster

de M. perniciosa estao representados os oligonucleotideos desenhados.

100mM KCIO, 500mM KCIO,

Controle 500mM KCl

Figura 4. Resultado do teste de susceptibilidade ao sal de clorato em meio minimo.
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Figura 5. Screen piloto com sal de clorato. A seta destaca uma possivel colénia resistente.

O crescimento residual observado do fungo pode ser devido ao uso de nitrogénio proveniente de hifas mortas pelas sobreviventes, ja que

nesta estratégia foi utilizado um quantidade alta de unidades formadoras de col6nia. Para a verificacdo dos mutantes resistentes ao clorato, deve ser

realizada a transferéncia de colonias para cultura contendo este sal e outras fontes de nitrogénio, a fim de identificar os possiveis genes da via

mutados. Com a confirmacao da resisténcia, as proximas etapas sao a extracao do DNA das linhagens resistentes com posterior amplificacao por PCR

usando os oligos desenhados para a verificacao de eventuais transposicoes.

Gene targeting
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Figura 3. A - Esquema da confirmacao dos possiveis nocautes para o gene MpKu70. No gel de agarose esta em destaque a banda de 1800 bp,

correspondente a regidao entre 5” do locus de insercao e o gene hph presente no cassete. B - Analise da expressao génica do gene MpKu70 nas

linhagens possiveis nocaute obtidas através da transformacao com o cassete completo (T1.N) e da co-transformacao com RNA dupla-fita de

MpKu70 (T3.N) comparadas com a expressao de linhagem controle selvagem (WT).

Transformantes com metade da expressao do gene MpKu70 em relacao ao tipo selvagem pode ser resultado da transformacao de apenas

um nucleo do micélio dicaridtico, havendo a formacao de um heterocarion, em que nao houve a compensacao da expressao pelo alelo selvagem.

Considerando os transformantes em que houve a inducao ou niveis normais de expressao, o que sugere a compensacao pelo alelo selvagem

presentes no heterocarion ou a selecao de falsos positivos. Isso apenas podera ser analisado através da realizacao de Southern blotting e

genotipagem completa.

CONCLUSOES

A confirmacao da susceptibilidade do fungo ao sal de clorato corrobora o resultado obtido in silico da presenca dos genes de assimilacao

de nitrato no M. perniciosa, o que possibilita a utilizacao da estratégia de transposon trapping e sua otimizacao.

A estratégia de gene targeting se mostra promissora, sendo necessario a confirmacao dos mutantes obtidos por Southern blotting e a

otimizacao da técnica.
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