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Resumo
O fungo Neophysopella tropicalis, anteriormente denominado como Phakopsora euvitis,

foi encontrado no país pela primeira vez em 2004 e tornou-se endêmico das regiões

Sul e Sudeste, principais regiões da viticultura no país. É classificado como heteróico e

macrocíclico, no entanto apresenta apenas os estágios de urédio, télio e basídio, uma

vez que os estágios de pícnio e aécio desenvolvem-se em Meliosma myriantha,

ausente no país. Dessa forma, o fungo coloniza as videiras de maneira assexuada pela

disseminação dos urediniósporos e teliósporos. Os danos causados à produção de

uva, seja para a comercialização in natura, produção de suco ou vinho, são gerados

pelo desenvolvimento de pústulas amareladas que fazem com que a taxa fotossintética

diminua, prejudicando a formação das bagas. A partir do surgimento da doença, o uso

de fungicidas para o controle e manutenção da produção foi consideravelmente

aumentado, possibilitando o desenvolvimento de isolados resistentes à longo prazo.

Levando em consideração o recente reagrupamento da espécie, o presente trabalho

almeja extrair, sequenciar, montar e anotar o genoma mitocondrial do fungo, assim

como analisar a posição filogenética do mesmo em comparação à outras ferrugens

relacionadas e a expressão de genes mitocondriais em esporos germinados e no início

da infecção, para visualização de possíveis mutações relacionadas à resistência. Para

isso, o sequenciamento será realizado a partir da extração de DNA de alto peso

molecular para utilização da plataforma MinION (Oxford Nanopore), assim como a

montagem e anotação, que serão feitas por ferramentas de bioinformática e curadas

manualmente. A expressão gênica será avaliada de acordo com dados do

transcriptoma do fungo disponibilizados pelo laboratório o qual o trabalho será

realizado.

Palavras chave: ferrugem-da-videira, sequenciamento, long reads, anotação de novo
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1. Introdução
1. 1. A ferrugem da videira no Brasil

A doença da ferrugem da videira foi reportada pela primeira vez no país em

2001 no estado do Paraná (TESSMANN, 2004). Através de sua disseminação,

majoritariamente pelo vento, tornou-se uma doença endêmica das regiões Sul e

Sudeste do Brasil (Figura 1) (PRIMIANO et al., 2017; EPPO, 2023).

Figura 1: Mapa do Brasil de acordo com a distribuição de Neophysopella tropicalis. Fonte: Organização

Europeia e Mediterrânica para a Proteção de Plantas, EPPO (2023).

Em ambas regiões, os vinhedos são compostos de variedades provenientes de

Vitis labrusca e Vitis vinifera (CAMARGO, 2008). Tais variedades, quando suscetíveis

ao fungo Neophysopella tropicalis, agente causador da ferrugem da videira, podem

sofrer desfolha prematura pelo amarelecimento das folhas e, consequentemente,

redução da qualidade dos frutos (WILCOX; GUBLER; UYEMOTO, 2015).

Além do fungo N. tropicalis, outras espécies da família Phakopsoraceae e da

família Uredinales estão relacionadas à doença da ferrugem da videira, conhecida

também como Asian grape rust leaf (AGLR), no entanto, recentemente uma parte da

família Phakopsora foi reorganizada filogeneticamente, transformando-se em um novo

gênero: Neophysopella (JI et al., 2019; ONO et al., 2020).
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Através dos mesmos métodos utilizados para reorganização das espécies,

considerando as sequências do gene do espaçador transcrito interno 2 (ITS2) e a

região do domínio D1/D2 da subunidade maior (large-subunit - LSU) ribossomal

(rDNA), foram identificadas duas espécies distintas no território brasileiro, N. tropicalis e

N. meliosmae-myrianthae (SANTOS; PRIMIANO; AMORIM, 2020).

A distinção de ambas espécies no país foi observada geograficamente, sendo

que N. tropicalis foi encontrado na região Centro-Sul, enquanto N.

meliosmae-myriathae foi encontrado apenas na região Nordeste. Essas espécies são

similares às encontradas no Sudeste Asiático e Australásia e no Japão e Taiwan,

respectivamente (SANTOS; PRIMIANO; AMORIM, 2020; OKANE; ONO, 2017; POTA et

al., 2015).

A introdução da doença no país como foi sugerida por Okane e Ono (2017) se

relaciona com ações antrópicas, embora Santos e colaboradores (2020) também

defendam a chegada da doença pela dispersão aérea de esporos vindos da Ásia, uma

vez que no mesmo ano em que a ferrugem da videira foi reportada, também ocorreu o

primeiro caso de ferrugem asiática da soja, ambos no estado do Paraná, sugerindo

uma dispersão atmosférica de esporos (TESSMANN et al., 2004; YORINORI et al.,

2005).

A partir de sua disseminação, a utilização de fungicidas aumentou para

combater a doença rapidamente, no entanto, com o aumento nas frequências de

aplicações, veio também o desenvolvimento de isolados de Neophysopella resistentes

aos químicos utilizados (PRIMIANO et al., 2017).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), os

fungicidas recomendados para o combate contra a ferrugem da videira são:

tebuconazol e tetraconazol (inibidores de desmetilação de esterol) e uma mistura de

piraclostrobina (inibidor de quinona externa) e metiram (ditiocarbamato) (AGROFIT,

2024). Os inibidores de quinona externa (do inglês quinone outside inhibitors, QoI), em

específico, fazem com que a produção de energia nos esporos do fungo seja limitada,

dificultando sua germinação nas folhas das plantas. Esses compostos são inibidores

da cadeia respiratório uma vez que se ligam ao sítio Qo do complexo do citocromo b e
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bloqueiem a passagem de elétrons, impossibilitando a síntese de adenosina trifosfato

(ATP) (BAYER, 2021; SANTOS et al., 2021).

1. 2. As mitocôndrias em fungos e seu mitogenoma (mtDNA)

As mitocôndrias são responsáveis pela quebra oxidativa de glicose e ácidos

graxos, sendo a principal fonte de energia para o metabolismo dos seres vivos.

Em fungos e em outros organismos a quebra da glicose (glicólise) é feita no

citosol, sendo originado o piruvato, o qual é transportado para a matriz da mitocôndria e

oxidado, transformando-se em acetil-CoA. O acetil-CoA, participa do ciclo do ácido

cítrico (ou ciclo de Krebs), em que sofre oxidação e transforma-se em CO2, resultando

ainda na redução de NAD+ e FAD para NADH e FADH2. Tais moléculas, após

passarem por reações de transferências de elétrons na membrana interior da

mitocôndria, geram um gradiente de prótons, que possibilita a síntese de adenosina

trifosfato (ATP) (Figura 2) (COOPER, 2019).

Figura 2: Metabolismo oxidativo em mitocôndrias. Fonte: COOPER, 2019.

Os mitogenomas são tipicamente conservados em fungos, contendo 14

protein-code genes, envolvidos na cadeia de transporte de elétrons e na síntese de

ATP, sendo eles: subunidades 1, 2 e 3 do citocromo oxidase; subunidades 1, 2, 3, 4, 5,
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6 e 4l da NADH desidrogenase; subunidades 6, 8 e 9 da ATP sintase e apocitocromo B.

Além destes, estão presentes os genes ribossomais da subunidade maior (rnL) e

menor (rnS), o gene da proteína ribossomal S3 (rsp3), o gene que codifica a

subunidade de RNA da RNAse P mitocondrial (rnpB) e os RNAs transportadores, que

variam de 20 a 31 genes distintos (KULIK; DIEPENINGEN; HAUSNER, 2021).

No entanto, entre os mitogenomas fúngicos, existe uma ampla gama de eventos

de alterações estruturais que fazem com que o tamanho seja dinâmico, podendo

aumentar diante de eventos de aquisição de elementos repetitivos, íntrons e/ou outros

elementos móveis. Da mesma forma os mitogenomas podem sofrer redução através

de perdas de íntrons ou até mesmo de genes que ao longo do processo evolutivo

foram transferidos para o genoma nuclear, gerando uma variação de 20 kb (em

Candida glabrata) até 235 kb (em Rhizoctonia solani) (SANDOR et al., 2018).

Como revisado por Sandor e colaboradores (2018), os íntrons são os principais

elementos que atuam na variação do tamanho dos genomas mitocondriais, sendo sua

presença/ausência e até mesmo a diferença na quantidade de íntrons por gene os

principais fatores que possibilitam a grande diferença de tamanho entre as diferentes

espécies de fungos.

Os íntrons podem ser divididos em dois grupos, diferenciando-se entre os tipos

de RNAs enzimáticos (ribozimas) que eles contêm em suas sequências. O grupo I

pode estar presente em genes como rRNAs, tRNAs e os codificantes de proteínas,

sendo mais abundantes em mitocôndrias de fungos e plantas, mas inseridos em outros

genomas, como o nuclear em alguns protozoários. Quanto ao grupo II, eles ocorrem

apenas em genes de genomas de mitocôndrias e de cloroplastos, sendo que em sua

maioria estão presentes em genes codificantes de proteínas (SALDANHA et al., 1993).

Tal diferenciação entre os tipos de ribozimas diz respeito às diferentes estruturas

secundárias dos íntrons e consequentemente, distintos métodos de splicing. Os íntrons

do grupo I sofrem o auto splicing a partir de duas reações de transesterificação

iniciadas pela característica nucleofílica da estrutura secundária formada de se

direcionar à guanosina localizada 5' do sítio de corte, enquanto os íntrons do grupo II

passam pelo auto splicing a partir da formação de um laço entre a região 5' e 3' do
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mesmo por uma ligação 2'-5 fosfodiéster, que geralmente ocorre em resíduos de

adenosina (Figura 3) (SALDANHA et al., 1993).

Figura 3: Auto splicing em íntrons de grupo I e II. Fonte: SALDANHA et al., 2019.

Além disso, os íntrons também podem estar associados à virulência e a

resistência à fungicidas, como elucidado por Grasso e colaboradores (2006). Por

exemplo, o gene do citocromo b foi estruturalmente caracterizado, e observou-se que

existem algumas regiões, denominadas hot spots, que conferiam resistência aos

fungicidas do tipo QoI (inibidores de quinona externa), sendo essas regiões presentes

entre os aminoácidos 120-160 e 250-300, especificamente visualizados como as

seguintes substituições: G143A e F129L.

Em genomas de espécies de Neophysopella, pela primeira vez foi observado a

ausência do íntron entre os códons 143 e 144, sendo sugerido que a mutação G143A

poderia estar sujeita a acontecer uma vez que não seria letal, pois sem a região
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intrônica entre esses códons, não existem problemas relacionados ao splicing

alternativo gerar uma proteína disfuncional (SANTOS et al., 2021).

2. Justificativa
Com o aquecimento global, a América do Sul tem apresentado aumento nas

taxas de variação de temperatura, variando de +2 ºC até +3 ºC em algumas

localidades, além do aumento da taxa de precipitação (40%-50% a mais do que o

normal) em regiões como o Sul e o Sudeste (Figura 4), sendo que no Sudeste esse

aumento se relacionou com eventos extremos de chuva contínua durante poucos dias

segundo a avaliação da Organização Meteorológica Mundial (World Meteorological

Organization - WMO) do ano de 2023 para a América Latina e o Caribe (WMO, 2024).

Figura 4: a) Anomalias relacionadas à temperatura do ar em 2023 (dados relativos à 1991 - 2020); b)

Anomalias relacionadas à precipitação em 2023 (dados relativos à 1991 - 2020). As escalas de cor estão

abaixo das imagens, sendo respectivas à imagem que o acompanha. Adaptado de WMO, 2024.
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A realidade das mudanças climáticas podem ter consequências como o impacto

na qualidade e quantidade de uva e vinho produzidos e na durabilidade do vinho, além

de potencializar o desenvolvimento doenças fúngicas, que se beneficiam de fatores

climáticos como altas temperaturas e umidade (ASHENFELTER; STORCHMANN,

2016), e especificamente em relação a Neophysopella tropicalis e seu processo de

infecção em videiras, uma vez que foi determinado que a faixa de temperatura ideal

para que o fungo se desenvolva é de 20 a 30 ºC (RASERA, 2020).

Somado a isso, existe também o envolvimento da mitocôndria no processo

infectivo do fungo, assim como sua patogenicidade e virulência, por apresentar genes

expressos durante o crescimento das hifas, do biofilme e do fungo, consequentemente

(KULIK, DIEPENINGEN, HAUSNER, 2021; MEDINA et al., 2020). Por exemplo, no

complexo de espécies de Heterobasidium annosum o agente causal de doenças em

raízes de coníferas, a virulência está sob o controle do genoma mitocondrial. Esse

trabalho ainda possibilita o estudo de isolados quanto a caracterização de genes

conhecidos como envolvidos na resistência a fungicidas. Com a definição da sequência

completa do genoma e das proteínas codificadas, genes que promovem resistência a

fungicidas do tipo QoI podem ser identificados com base em desenho de primers e

sequenciamento na busca de mutações.

O ponto de partida deste trabalho é a caracterização genômica de

Neophysopella tropicalis, a fim de abordar a identificação de genes mitocondriais,

buscando encontrar os core genes e os possíveis genes não conservados (ncORFs,

non conserved ORFs) para construção de árvores filogenéticas, que podem utilizar-se

das proteínas codificadas concatenadas, ou apenas de um gene, como o cox1

(ALMEIDA et al., 2021) para a solidificação da divisão das espécies pertencentes ao

gênero Neophysopella e seus relativos, que foram recentemente alterados (JI et al.,

2019).

3. Objetivos
3. 1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é elucidar o genoma mitocondrial e nuclear de

Neophysopella tropicalis.
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3. 2. Objetivos específicos
I. Extrair DNA de alto peso molecular do fungo Neophysopella tropicalis;

II. Sequenciar, montar e anotar as sequências de DNA obtidas;

III. Validação da montagem com a amplificação de segmentos do DNA mitocondrial

e sequenciamento em casos de regiões repetitivas e sequências intrônicas.

IV. Construção de árvores filogenéticas para identificação dos isolados dentro do

gênero Neophysopella e sua proximidade com outras espécies correlatas.

4. Material e métodos
O presente trabalho será desenvolvido no laboratório de microrganismos “Prof.

João Lúcio de Azevedo”, dentro do grupo Genomics e localizado no departamento de

Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), da

Universidade de São Paulo, em Piracicaba (SP).

4. 1. Extração de DNA de alto peso molecular

A obtenção do DNA de alto peso molecular foi realizada seguindo o protocolo de

Schwessinger & Rathjen (2017) com adaptações.

4. 2. Sequenciamento através da plataforma MinION Oxford Nanopore

Os kits de sequenciamento utilizados serão o Ligation Sequencing Kit

(SQK-LSK114) e o Rapid Sequencing Kit (SQK-RAD114), que variam quanto à

quantidade de DNA utilizado para a montagem da biblioteca e o tempo de preparação.

Além disso, a flow cell utilizada será a R10.4.1, para o sequenciamento de sequências

longas de DNA.

4. 3. Amplificação de regiões para a validação do sequenciamento e da anotação dos

genes

As regiões selecionadas terão os primers desenhados através do software

Primer3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000). A avaliação da formação de pareamentos

inesperados, assim como a formação de dímeros e de alças será realizada pela
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ferramenta OligoAnalyzer™ (disponível em:

<https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer?returnurl=%2Fcalc%2Fanalyzer#).

A amplificação será feita a partir do kit ---, seguindo as orientações do fabricante.

A verificação dos amplicons gerados será feita por eletroforese em gel de agarose (1%)

e purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). A

concentração das amostras será medida pelo espectrofotômetro NanoDrop™ (Thermo

Fisher Scientific).

5. Forma de análise dos resultados
5. 1. Montagem dos contigs de novo

Para a montagem dos contigs de novo (sem uma sequência de referência),

serão utilizados softwares disponíveis no laboratório, como o CLC Workbench v 20.0.4

(QIAGEN) e o Flye Assembler v 2.9.1 (KOLMOGOROV et al., 2019).

5. 2. Escolha de um contig e anotação dos genes

Através da comparação com genomas de espécies próximas filogeneticamente

pela ferramenta de Whole genome alignment, disponível no CLC Workbench v 20.0.4,

será escolhido um contig para a anotação dos genes.

A anotação será realizada através da comparação entre dois softwares como o

mitos2 na versão beta (DONATH et al., 2019) e o conjunto MFannot/RNA weasel

(disponível em <https://megasun.bch.umontreal.ca/apps/mfannot/> e

<https://megasun.bch.umontreal.ca/apps/rnaweasel/>), além da verificação manual dos

genes preditos e das proteínas formadas, através da utilização de ferramentas como

ExPASy - Translate tool (GASTEIGER et al., 2003) em conjunto com o BLAST

(ALTSCHUL, 1990).

5. 3. Construção da árvore filogenética

Através do alinhamento dos core genes concatenados pela ferramenta MUSCLE

presente no software Mega X e da utilização do programa Mr. Modeltest v. 2.3

(https://github.com/nylander/MrModeltest2), serão construídas árvores filogenéticas que

considerem todos os genes, apenas o gene cox1 e apenas o gene cob.
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O gene cox1 será utilizado para a comparação com árvores recém elaboradas,

como em Almeida e colaboradores (2021), que construíram uma árvore filogenética

para a localização da ferrugem da murta (Austropuccinia psidii)

Por sua vez, o gene cob será utilizado para a análise da presença de possíveis

mutações e íntrons, para posterior discussão sobre o desenvolvimento de resistência à

fungicidas nos isolados utilizados.

6. Plano de trabalho e cronograma de execução

Mês
Atividades

Em
andamento 1º 2º 3º 4º 5º 6º

Revisão da literatura
Extração de DNA do fungo
Montagem do genoma mitocondrial
Anotação e análise da expressão dos genes mitocondriais
PCR e sequenciamento dos amplicons
Escrita do trabalho de conclusão de curso
Defesa do trabalho de conclusão de curso
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