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Introducéo

Plasmideos sdo moléculas de DNA (ou RNA)
extragendmico que podem se reproduzir
independentemente no interior de células vivas. Em sua
estrutura podem ser circulares ou lineares, apresentando
genes completos codificantes de proteinas, pseudogenes,
genes completos que ndo codificam proteina e elementos
repetitivos (terminais repetidos invertidos - TIR). As
fungdes atualmente conhecidas desses plasmideos nos
hospedeiros sdo alteragbes no tempo geracional
(senescéncia precoce ou aumento de sobrevida) em
alguns fungos, aumento da viruléncia, resisténcia a
antibidticos em bactérias e resisténcia a alguns patogenos
no caso de plantas. A ocorréncia dessas estruturas nos
organismos estd restrita a bactérias, alguns fungos
(leveduras e fungos filamentosos) e plantas e, até o
presente momento, ndo ha registro dessas estruturas em
células animais. Os plasmideos mitocondriais de fungos
podem ser circulares ou lineares do tipo invertron com as
terminacGes 5’ invertidas e repetitivas (TIR) que, em sua
maioria, codificam DNA e RNA polimerases [1, 2].

Plasmideos lineares sdo ocasionalmente encontrados
em fungos filamentosos e localizados nas mitocondrias
[3]. Todos esses plasmideos codificam DNA e RNA
polimerases do tipo viral e possuem uma proteina de
cerca de 120 kDa. covalentemente ligadas ao terminal 5'
que pode estar envolvida diretamente com 0s processos
de replicacéo e integracdo do mesmo [3, 4].

A estatistica bayesiana aplicada a analises
filogenéticas é relativamente nova quando comparada a
outros métodos tradicionais (parcimbnia, maxima
verossimilhanca e neighbour-joining), mas bastante
interessante, pois gera tanto uma arvore estimada quanto
0 grau de incerteza de cada grupo naquela arvore. Esse
método estatistico é altamente relacionado com a
Maxima Verossimilhanca. A hip6tese 6tima é aquela
com a méxima probabilidade posterior. A probabilidade
posterior para uma hipotese é dada pela verossimilhanga
multiplicada pela probabilidade a priori desta hipétese
[5]-

Seqliéncias aminoacidicas conservadas em proteinas
sdo amplamente utilizadas para inferir relagdes
filogenéticas assim como divergéncias recentes proximas
a raiz da arvore universal da vida [6]. Para sequéncias

distantemente relacionadas, o uso de dados de
nucleotideos pode ser problematico, apresentando certa
dificuldade na anélise, onde a freqiiéncia de bases pode
variar entre as espécies, e a saturacdo de substituicdes
pode diluir a informagéo filogenética [6].

Até o presente momento 13 espécies do clado fingico
possuem plasmideos mitocondriais completamente
sequenciados: sete ascomicetos, cinco basidiomicetos e
um quitridiomiceto (tab. 1).

Para a realizagdo deste trabalho foram analisadas
apenas sequéncias aminoacidicas das DNA e RNA
polimerases codificadas pelos plasmideos mitocondriais
descritos anteriormente, 0s quais possuem uma estrutura
linear com as terminagdes invertidas repetitivas.

Material e métodos

As sequéncias aminoacidicas completas das
DNA (DPO) e RNA (RPO) polimerases de todos os
plasmideos mitocondriais conhecidos foram alinhadas
utilizando o software Bioedit (versdo 7.0.5.2) através da
matriz de alinhamento Blossum 62, seguido de ajustes
manuais. A analise bayesiana foi realizada através do
programa Mr. Bayes [7] utilizando-se dois conjuntos de
dados (DPO e POR) formando um contig, de acordo com
0 modelo de evolugdo mitocondrial MTMAM [8] por
1.000.000 de geracdes. O plasmideo da espécie
Spizellomyces punctatus (W.J. Koch) D.J.S. Barr foi
selecionado como grupo externo nessa analise por
Chytridiomycota ser considerado um grupo ancestral em
relacdo a Ascomycota/ Basidiomycota.

Resultados

A arvore bayesiana de consenso (Fig. 1)
apresenta dois grupos bem definidos (grupos I e 11) com
100% de probabilidade posterior e todos o0s outros
subgrupos com a mesma probabilidade. O grupo | é
formado por cinco Ascomycota (Neurospora crassa
Shear & B.O. Dodge, Hansenula kluyveri (Bedford)
Kudryavtsev, Podospora anserina, Blumeria graminis
(Rabenh.) Niessl e Claviceps purpudrea (Fr.) Tul.) e dois
Basidiomycota (Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc. e
Hebeloma circinans (Quél.) Sacc.). O grupo Il é formado
por dois Ascomycota (Gelasinospora sp. e Neurospora
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intermédia F.L. Tai) e trés Basidiomycota (Flammulina
velutipes (Curtis) Singer, Pleurotus ostreatus (Jacq.) P.
Kumm. e Crinipellis_perniciosa (Stahel) Singer).
Diferentemente do plasmideo do Chytridiomycota,
considerado pequeno, todos os outros plasmideos de
ascomicetos e basidiomicetos apresentam um tamanho
entre 5,8 — 8,6 kb, com suas DNA e RNA polimerases
em fases de leitura opostas (tab. 1).

Discussao

Nos grupos | e Il verificou-se claramente que ha
um agrupamento entre plasmideos de espécies de filos
diferentes, ou seja, espécies de Ascomycota agrupando-
se com Basidiomycota e vice-versa. Nesse estudo, a
arvore gerada pela inferéncia bayesiana, sustentada por
um modelo especifico de evolugdo mitocondrial,
apresenta todos os ramos com probabilidade a posteriori
maxima (100%). Resultados como estes sugerem eventos
de transferéncia horizontal para esses plasmideos nessas
espécies de fungos, corroborando os resultados de outros
trabalhos ja publicados [1, 8, 9]. A maioria dos trabalhos
que descrevem fendmenos de transferéncia horizontal
relata a provavel relagdo dessas seqliéncias com
proteinas de adenovirus e retrovirus.

A filogenia bayesiana suporta claramente todos
os resultados e hipdteses descritas anteriormente, mas
necessitam-se ainda de estudos mais aprofundados, com
a incorporacdo de outros métodos de inferéncia
filogenética para a analise desses dados e a verificacdo
das relacBes filogenéticas desses plasmideos com
sequéncias virais provavelmente mais estreitamente
relacionadas.
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Tabela 1. Comparacéo entre plasmideos mitocondriais lineares de fungos.
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Tam

DNA

RNA

0
Plasmideo Fungo spp. Filo Ordem . Orientagdo  pol. pol. AN : Referéncia
Cesso
(bp) (aa)  (aa)
Robison
pEM Agaricus bitorquis Basidiomycota Agaricales 5810 DNA/RNA 797 1102 X63075 and Horger,
1999
Blumeria graminis f. . NC_004 Gieseetal.,
pBgh sp. hordei Ascomycota Erysiphales 7965 RNA/DNA 1062 973 935 2003
Oeser and
pCIK1 Claviceps purpurea Ascomycota Hypocreales 6752 DNA/RNA 1063 963 X15648  Tudzynski,
1989
L - - . NC_005  Formighieri
pCP Crinipellis perniciosa Basidiomycota Agaricales 6743 RNA/DNA 899 1028 927 et al. 2006
pFV1 Flammulina velutipes Basidiomycota Agaricales 7363 DNA/RNA 925 1168 AB:;)3286 Nal;a(;&t) .,
pG114 Gelasinospora sp. Ascomycota Sordariales 8231 DNA/RNA 987 831 L40494 Y:Ie vvlagggeet
Saccharomycetale Blaisonnea
pPK2 Hansenula kluyveri Ascomycota s 7174  RNA/DNA 1118 992 Y11606 uet. al.,
1999
pHC2 Hebeloma circinans Basidiomycota Agaricales 3229 DNA/RNA 858 209 Y11504 Ballg;aégal.,
pHarbin-3 Neurospora crassa Ascomycota Sordariales 7050 RNA/DNA 1021 896 AF&: 35 Xli;‘;gl"
pKalilo Neurospo_ra Ascomycota Sordariales 8642 DNA/RNA 969 811 X52106 Chan et al.,
intermedia 1991
pMLP2 Pleurotus ostreatus Basidiomycota Agaricales 7005 RNA/DNA 900 993 AFgg’ 51 Kl?O%thI.,
Hermanns
pAL2-1 Podospora anserina Ascomycota Sordariales 8395 RNA/DNA 1197 948 X60707 Osizcyacz
1992
Spizellomyces Chytridiomycot Spizellomycetales 1775 DNA/RNA 361 218 AF4043  Forget et al,
punctatus a 03 2002
Spizellomyces punctatus (Chytridiomycota)
Neurospora crassa (Ascomycota)
Agaricus bitorquis (Basidiomycota)
1.0 1.0
Grupo | L Hebeloma circinans (Basidiomycota)
1.0 Hansenula kluyveri (Ascomycota)
1.0 Podospora anserina (Ascomycota)
1.0 ———Blumeria graminis (Ascomycota)
1.0
Claviceps purpurea (Ascomycota)
Gelasinospora sp. (Ascomycota)
Neurospora intermedia (Ascomycota)
1.0
Grupo I1 Flammulina velutipes (Basidiomycota)
1.0 .
Pleurotus ostreatus (Basidiomycota)
1.0

Crinipellis_perniciosa (Basidiomycota)

Figura 1. Arvore bayesiana de consenso pelo modelo MTMAN para as DPO e RPO de plasmideos mitocondriais lineares de fungos.
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