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RESUMO

A Vassoura-de-Bruxa do cacaueiro constitui um patosistema complexo e
até o momento ndo foi estabelecido um plano de controle efetivo na regido
produtora da Bahia. O objetivo principal deste trabalho foi aprimorar os
conhecimentos sobre a interagdo C. perniciosa-Cacaueiro com informagdes
referentes a: 1) tamanho e organizacdo do genoma através da obtengdo do
caridtipo molecular do fungo; 2) variabilidade genética deste fitopatdgeno a nivel
cromossOmico na regido produtora da Bahia; e 3) expressao génica do fungo em
presenca de extratos do hospedeiro. O caridtipo molecular foi estabelecido por
eletroforese em gel de campo pulsado. Esta mesma metodologia foi utilizada em
combinacdo com analise tipo microsatélites para um estudo de variabilidade a
nivel cromossdémico de 38 isolados provenientes de trés bidtipos e diferentes
regides geograficas. Para analise da expressao génica foram sequenciadas quatro
bibliotecas de cDNA do fungo sob diferentes condigdes de cultivo e em diferentes
estagios do desenvolvimento, incluindo uma biblioteca subtrativa obtida por SSH.
Como resultados, apresentamos o caridtipo molecular de C. perniciosa e a
existéncia de polimorfismos cromossOmicos. A analise dos 38 isolados permitiu
observar que o caridtipo do bidtipo-C é estavel ao longo do tempo e sua
variabilidade na regido da Bahia €& baixa, mostrando assim a fragilidade do
programa de melhoramento genético do cacaueiro na Bahia, onde os clones
resistentes selecionados no campo foram desafiados contra apenas dois
genotipos do patogeno. Com relagdo a analise da expressao do fungo, obtivemos
1427 unigenes e sua analise por similaridade com as bases de dados permitiu a
identificacdo de diversos mecanismos pelos quais o fungo poderia estar
manipulando o metabolismo da planta para seu beneficio e em detrimento da
producdo de cacau. Assim, consideramos que a partir deste trabalho foi possivel
obter uma maior compreensdo dos mecanismos utilizados por C. perniciosa no
desenvolvimento da Vassoura-de-Bruxa em cacaueiro e estudos mais
aprofundados, baseados nos resultados aqui obtidos, deverao auxiliar no

desenvolvimento de estratégias de controle para esta importante doenca.
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ABSTRACT

Witches' broom disease of cocoa is a complex pathosystem that has
evaded an efficient control program in the cacao-producing region of Bahia, Brazil.
The main goal of this work was to acquire a better understanding of the C.
perniciosa-Cacao interaction by providing new data regarding: 1) the size and
organization of the fungal genome through molecular karyotyping; 2) the genetic
variability of this phytopathogen at the chromosomal level in the cacao-producing
region of Bahia; and 3) the gene expression of the fungus in the presence of host
extracts. The molecular karyotype was obtained through pulsed-field gel
electrophoresis. This same technique was applied in combination with
microsatellite PCR analysis of 38 isolates from different biotypes and geographic
regions in order to study the chromosomal-level genetic variability of this pathogen.
For the gene expression analysis, four cDNA libraries of the fungus grown under
different culture conditions and developmental stages, including a subtractive
library using SSH, were sequenced and searched for similarities in the public
databases. As results, we present the molecular karyotype of C. perniciosa and the
existence of chromosome-length polymorphism. The analysis of the 38 isolates
showed that the karyotype of the C-biotype is very stable in time and that the
variability of the pathogen in Bahia is very low, thus indicating the fragility of the
current cacao-breeding program in Bahia, where the resistant cacao clones
selected in the field were challenged against only two different genotypes of the
pathogen. With regards to the gene expression analysis, we obtained 1427
unigenes and the similarity searches allowed the identification of various
mechanisms through which the fungus might be manipulating the metabolism of
the plant for its own benefit and in detriment of cocoa production. Therefore, we
consider that this work allowed us to acquire a better understanding of the
molecular mechanisms used by C. perniciosa during witches' broom development
in cacao and more detailed studies, based on the results presented here, might aid

in the development of novel control strategies for this important disease.
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1. INTRODUCAO

A doencga Vassoura-de-Bruxa (VB) em Theobroma cacao L. (cacaueiro),
causada pelo fungo basidiomiceto Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, € uma das
doencas de maior impacto econémico nos paises produtores de cacau da Ameérica
do Sul e das ilhas do Caribe (PURDY e SCHMIDT, 1996). A VB constitui um
patosistema complexo que até o momento tem evadido o estabelecimento de um
plano economicamente viavel para seu controle na Bahia, principal regido
produtora de cacau no Brasil. Desde sua primeira aparigdo na Bahia em 1989
(PEREIRA et al., 1989), esta doengca tem causado queda de 60% na produgao
regional de cacau. Esta situagdo afeta ndo so a regido produtora, onde milhdes de
pessoas dependem desta atividade, como também a industria do chocolate a nivel

nacional, constituindo assim um dos principais problemas fitopatolégicos do pais.

Em 1999, a primeira prioridade de pesquisa para a Sociedade Americana
de Fitopatologia (APS, do inglés American Phytopathological Society) era a
utilizacao de “genémica aplicada nas pesquisas sobre plantas e microorganismos
com o intuito de obter o conhecimento basico e a tecnologia necessaria para
aumentar a produtividade das plantas através de mecanismos de resisténcia”

(http://www.apsnet.org). O Projeto Genoma de Crinipellis perniciosa foi iniciado no

ano 2000 com o intuito de decifrar geneticamente este patdégeno e ajudar assim na
identificacdo alvos para desenho de drogas ou para manipulagdo genética do
patdégeno ou da planta gerando assim estratégias inovadoras para o controle da

doencga.

O estabelecimento do cariétipo molecular de C. perniciosa é uma parte
importante do Projeto Genoma, ja que proveria as primeiras evidéncias sobre o
tamanho e a organizagcdo do genoma e ajudaria a determinar as necessidades de
sequenciamento. Este caridtipo serve também como base para a construgcdo de
mapas fisicos do genoma e para o estudo da variabilidade genética do patégeno a
nivel cromossdmico, ja que permitiria identificar a presenga ou auséncia de

polimorfismos cromossOmicos para esta espécie.
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Em vista do interesse em obter clones de cacau resistente a VB, o estudo
da variabilidade genética do patdégeno na regido produtora da Bahia resulta
essencial, ja que enquanto maior a variabilidade do fungo menor a chance de
sucesso deste tipo de programa de controle. Igualmente, este estudo também
pode trazer a luz as fontes e/ou os mecanismos de geragao de variabilidade do
patogeno, ajudando assim a estabelecer um plano de manejo integrado para a

doencga.

Enquanto comegcamos a compreender a variabilidade genética e bioldgica
que existe em C. perniciosa, notamos que a informacao existente com respeito a
expressao génica e a patogenicidade envolvida na interacdo planta-patdégeno &
limitada. Em consequéncia, além do sequenciamento gendémico, o Projeto
Genoma da VB visa a compreensao global do processo de fitopatogenicidade e,
para isso, prevé a aplicagdo de outras técnicas de biologia molecular, tais como o
sequenciamento de DNA complementar (cDNA) e a avaliagdo do transcriptoma
por microarranjos de DNA. Este trabalho pretende ampliar estes conhecimentos,
gerando informacgdes valiosas com relagédo a expressao génica do fungo durante a
interacdo com o hospedeiro através da geragdao de bibliotecas de cDNA e a

analise de Expressed Sequence Tags (ESTs).

Em vista destes fatos, o objetivo principal deste trabalho € aprimorar os
conhecimentos sobre a interagdo C. perniciosa-Cacaueiro, no marco do Projeto
Genoma da VB, com informagdes referentes a: 1) tamanho e organizagdo do
genoma através da obtengcdo do caridtipo molecular de C. perniciosa; 2)
variabilidade genética do patdogeno a nivel cromossémico na regiao produtora da
Bahia; e 3) expressdo génica do fungo em presenga de extratos do hospedeiro

(identificagao de genes possivelmente associados a sua fitopatogenicidade).

Tomados em conjunto, os dados referentes a variabilidade genética do
fungo e a sua expressdo génica em presenga do hospedeiro facilitariam nossa
compreensao sobre a doenga, 0 que possivelmente levaria a criagdo de novas
alternativas de controle para este fungo fitopatogénico. Adicionalmente, a
informacgéo adquirida podera auxiliar no entendimento dos mecanismos gerais de

fitopatogenicidade que poderao ser aplicados a outros sistemas planta/fungo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ADOENCA VASSOURA-DE-BRUXA EM CACAUEIRO

A doenca VB em Theobroma cacao L. (cacaueiro), causada pelo fungo
basidiomiceto Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, € uma das doencgas de maior
impacto econdmico nos paises produtores de cacau da América do Sul e das ilhas
do Caribe.

C. perniciosa ataca as regibes meristematicas do cacaueiro,
principalmente frutos, brotos e almofadas florais, ocasionando queda acentuada
na produgdo. Atualmente, a doenga constitui o maior problema fitopatoldégico do
estado da Bahia e, talvez, do Brasil. A doenga é originaria da bacia amazdbnica e
s6 foi detectada no sul da Bahia em 1989 (PEREIRA et al.,, 1989). De 1991 para
2000 o Brasil teve sua produgao anual reduzida de 320,5 mil toneladas para 191,1
mil toneladas, caindo a sua participagdo no mercado internacional de 14,8% para
4%. Esse quadro, associado aos baixos precos do produto praticados no momento
da introdugdo da doenca, tem fragilizado consideravelmente a situagdo socio-
econdmica e o equilibrio ecologico das regides produtoras do cacau no pais, onde
cerca de 2,5 milhdes de pessoas dependem dessa atividade (BRAZILIAN
MINISTRY OF AGRICULTURE, 2002). Este problema afeta economicamente nao
sé as regides produtoras (Bahia, Para, Rondbénia e Amazonas), mas também ao
Estado de Sao Paulo, onde é produzida grande parte do chocolate nacional.
Devido a drastica redugao na produgao de cacau, o Brasil hoje deve importar este
produto para assim suprir sua demanda interna de cacau, incrementando os

custos de produgao de chocolate.

Os sintomas da doencga VB foram descritos pela primeira vez em 1895
(STELL, 1928). Porém, o fungo causador da doenca foi descrito somente em 1915
por Stahel, quem lhe deu o nome de Marasmius perniciosus. Singer transferiu esta
espécie para o género Crinipellis e o nome de Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer
tem sido usado até o momento (SINGER, 1942).



2.2. O FUNGO CRINIPELLIS PERNICIOSA E SEU MECANISMO DE ACAO

Taxonomicamente, C. perniciosa tem sido classificado dentro da divisao
Eumycota, subdivisdo Basidimycotina, classe Basidiomycetes, subclasse
Homobasidiomycetidae, ordem Agaricales e familia Tricholomataceae (PURDY e
SCHMIDT, 1996). Baseado em caracteres morfologicos, PEGLER (1978)
descreveu trés variedades para esta espécie: C. perniciosa var. perniciosa, C.
perniciosa var. ecuatoriensis e C. perniciosa var. citriniceps, sendo que todas elas
atacam o cacaueiro causando a doenca VB. Contudo, esta classificacao

desconsidera as variagdes associadas a distribuicdo geografica e ao hospedeiro.

Inicialmente, acreditava-se que C. perniciosa estava restrito a hospedeiros
pertencentes a dois géneros da familia Sterculiaceae: Theobroma e Herrania
(HEDGER et al., 1987). Porém, mais recentemente o fungo foi encontrado
associado a outros hospedeiros. Griffith e Hedger (GRIFFITH e HEDGER, 1994a)
consideram que, apesar das similaridades morfolégicas, o fungo pode ser
classificado em quatro bidtipos dependendo do hospedeiro: i) o Bidtipo C, que
infecta cacau e outros membros da familia Sterculiaceae (BASTOS et al., 1988); ii)
o Bidtipo S, que infecta varias espécies da familia Solanaceae (BASTOS e
EVANS, 1985); iii) o Bidtipo B, que foi encontrado numa plantagdo de urucuzeiro
(Bixa orellana) (Bixaceae) (BASTOS e ANDERBRHAN, 1986), e iv) o Bidtipo L,
que foi encontrado infectando lianas das espécies Arrabideae verrucosa
(Bignomiaceae) e Entada gigas (Leguminosae) assim como também galhos
mortos de diversas espécies de arvores suspensos na copa de florestas primarias
na bacia amazonica (EVANS, 1978; HEDGER et al., 1987). Os Biétipos C, S e B
causam os sintomas caracteristicos da VB (hiperplasia e hipertrofia do tecido
afetado) nos seus hospedeiros correspondentes, porém, estes tipos de sintomas
nao tém sido observados durante a infecgédo pelo Bidtipo L, o qual parece ser um
saprofito nao seletivo (HEDGER et al., 1987). Adicionalmente, o Bidtipo L também
difere dos outros biétipos em que sua estratégia reprodutiva € do tipo heterotalico
bifactorial e em que nao possui uma etapa biotréfica em seu ciclo de vida
(GRIFFITH e HEDGER, 1994b).

Os bidtipos C, S e B de C. perniciosa exibem um ciclo de vida

hemibiotréfico com dois tipos de micélio: o biotréfico ou parasitico, que invade os

4



tecidos meristematicos do hospedeiro na forma infectiva de basididsporos; e o
saprofitico ou necrético (fase perfeita do fungo) que cresce em tecidos necrosados
ou mortos e culmina com a formacdo de novos basidiomas (GRIFFITH e
HEDGER, 1994a).

C. perniciosa se desenvolve unicamente em tecido novo, sendo muito raro
nos tecidos do parénquima. O ataque nos ramos, ou brotos vegetativos, provoca
inchago da parte afetada, acompanhada da proliferagdo de pequenos brotamentos
proximos uns dos outros, onde se prendem as folhas grandes, curvadas e
retorcidas, cuja forma lembra uma vassoura, dai o nome de VB. Nas almofadas
florais infectadas formam-se cachos de flores anormais e hipertrofiadas que
podem nao produzir frutos, dar origem a frutos que morrem prematuramente ou

que crescem com formatos anormais.

™" M

Fig. 2.1. Sintomas da vassoura-de-bruxa em frutos de Theobroma cacao. A)
Deformidade dos frutos (forma de cenoura ou morango) devido a infecgéo de C.
perniciosa em almofadas florais; B) corte longitudinal do fruto infectado mostrando
as sementes ligadas.

Os frutos infectados apresentam diversos sintomas, dependendo do tipo
de contaminagao. Quando a infecgao se da através do ponto de insergao da flor,
ou por infecgdo basidiospdrica na inflorescéncia, surgem frutos partenocarpicos,
deformados, com formas parecidas com o morango e que também morrem
prematuramente, tornando-se negros e petrificados (Fig. 2.1.A.). Se a infecgéo
afeta diretamente flores ja polinizadas resultam frutos com aspecto de cenoura, os
quais se tornam pretos e petrificados. Nos frutos jovens (com oito semanas), com
2-5 cm de comprimento, resultam 6rgdos com maturidade precoce, sobre os quais

aparece uma mancha negra, dura e irregular, que corresponde internamente a

5



tecidos e améndoas afetados, ficando as sementes ligadas entre si e
inaproveitaveis (Fig 2.1B). Frutos infectados com idade aproximada de 11

semanas apresentam podridao externa e interna (ORCHARD et al., 1994).

O ciclo da doenga (Fig. 2.2) comega quando os basidiésporos germinam
sobre a cuticula e a base dos tricomas, emitindo tubos germinativos longos, mas
sem a formacdo de apressoérios € sem nenhuma orientacdo especifica na
superficie da planta hospedeira. Os tubos germinativos penetram nos tecidos
meristematicos jovens de folhas e do tronco, causando inicialmente reagbes em
forma de clorose, entumecimento a partir do ponto inoculado e, posteriormente,
inflamacao provocando superbrotagdes e anomalias nos frutos e almofadas florais
(EVANS e BASTOS, 1979). SREENIVASAN e DABYDEEN (1989) descrevem que
a penetracao pode ser pelo estbmato, tecidos lesados ou pela penetragao direta
dos tubos germinativos, sugerindo que substancias do patégeno degradam o
tecido do hospedeiro sem que haja a formagao de apressorios. A fase inicial de
germinacgao no substrato do basidiésporo uninuclear e hapldide, assim como a
producdo de um micélio uninuclear e hapldide que invade o0s espacos
intercelulares do tecido, constituem a fase vegetativa (parasitica) do ciclo de vida

do patogeno.

Seguindo a penetracdo por tubos germinativos, o fungo cresce
intercelularmente, com hifas relativamente grossas (5-20 pum), que sao
frequentemente distendidas, irregulares, monocaridticas e com auséncia de
grampos de conexdo. Apds a invasdo do fungo e colonizagdo principalmente no
cértex e na medula pelas hifas intercelulares ocorrem modificagbes morfolégicas
grosseiras na parede do hospedeiro em contato com a matriz, indicando provavel
interface relacionada com a nutricdo. Tecidos do tronco expendem-se lateralmente
devido a perda da dominancia apical, proliferando rapidamente e resultando no
aparecimento de vassouras verdes caracteristicas (ANDEBRHAN e FURTEK,
1994; SILVA e MATSUOKA, 1999).



Frodugéo de basidiomas
na estacéo das chuvas

Micelio saprotréfico, dicardtico, intracelular e com
grampos de conexdo.

Iudanca de forma
entre 2 a 9 semanas

- g—

B CAT ggﬁigi@gggggg cAalUsam
Micélio biotréfico formado por hifas primérias, infeccan em 4-6 h

monocaridticas, intercelulares e sem grampos de conexiao,

Fig. 2.2. Ciclo de Vida de Crinipellis perniciosa em Theobroma cacao. A. o ciclo é
iniciado pelo langamento de basididsporos, produzidos no basidioma, sobre a superficie
da planta hospedeira; B. germinagao dos basidiésporos com formagao de um tubo
germinativo e penetragao através do estdmato, tecido lesado ou diretamente; C. hifa
biotréfica do micélio primario, encontrada em tecidos meristematicos vivos do hospedeiro,
conhecidos como vassouras verdes (D); E. hifa saprofitica do micélio secundario,
encontrada nos tecidos necrosados do hospedeiro (F) e que dara origem a formacéao de

basidiomas

A fase sexual é marcada pela fusdo de hifas (plasmogamia ou
anastomose) de dois isolados compativeis para formar um micélio dicariético.
SILVA e MATSUOKA (1999) constataram a presenca de hifas dicariéticas em
micélio parasitico de C. perniciosa aos 30 dias da inoculagao, isto mostrou que a
dicariotizagdo ocorre em hifas intercelulares. DELGADO e COOK (1976)
demonstraram em estudos citolégicos que a dicariotizagdo ocorre em hifa
monocaridtica derivada de um unico basidiésporo uninucleado, evidenciando a

natureza homotalica (autofértil) de C. perniciosa.



Quando o crescimento do cacaueiro € inibido pela acdo do patégeno, os
nutrientes sollveis se tornam escassos e induzem o fungo a invadir as células,
passando assim a obter energia dos tecidos mortos da planta (micélio saprofitico).
E nesta fase sexual onde C. perniciosa causa necrose, apodrecimento e a morte
dos tecidos afetados da planta hospedeira. S6 nesta fase da vida do fungo
aparecem os basidiomas, os quais produzem numerosos esporos que disseminam
cada vez mais a doengca (ANDEBRHAN e FURTEK, 1994; ORCHARD et al.,
1994).

Morfologicamente, o crescimento de C. perniciosa dicariotizado da origem
a um micélio de fase secundaria (saprofitico), no qual as hifas sdo mais finas (1,5
a 1,0 um) e apresentam grampos de conexao, necessarios para a manutengao de
dois nucleos diferentes por célula (SILVA e MATSUOKA, 1999). Os basidiomas do
patdgeno sao produzidos somente sobre as vassouras e orgaos infectados secos,
sdo abertos, do tipo cogumelo, de coloragdo variavel entre esbranquicados a
réseo e com pileo lamelado de 5-25 mm de diametro. Os basidios sao hialinos,
clavados a fusiformes e normalmente ostentam quatro esterigmas e
basidiésporos. Os basididosporos, por sua vez, sido hialinos, elipsdides a
reniformes, e possuem paredes finas de 9-12,5 x 4,5-6 um (ORCHARD et al.,
1994).

Existem duas hipdteses para a causa da morte das vassouras. A primeira
€ que a célula do hospedeiro morre como resultado da infecgdo, levando a
dicariotizagdo no fungo e a formagéo da fase saprofitica. A outra hipétese é que
primeiro ocorre a dicariotizagao resultando na fase saprofitica que causa a morte
do tecido, originando as caracteristicas vassouras secas (EVANS, 1980).
ORCHARD e colaboradores (1994) assumem que o micélio da fase secundaria
continua seu crescimento dentro da vassoura morta, levando ao desenvolvimento

dos basidiomas.

A liberacdo dos basididésporos, processo reprodutivo do fungo, se da
preferencialmente a noite, estando associada a queda da temperatura e ao
aumento da umidade relativa do ar, sendo disseminados pela corrente dos ventos.

Os basidiosporos sao liberados através de um mecanismo explosivo. Estes tém
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vida curta, sdo sensiveis a luz e em condicdes naturais ndo vivem mais que
algumas horas. A disseminagao pode acontecer também pela agua e através do
transporte de tecidos contaminados (PURDY e SCHMIDT, 1996).

2.3. TENTATIVAS DE CONTROLE DA DOENCA VASSOURA-DE-BRUXA

Devido ao enorme impacto econémico e social causado pela VB na regiao
produtora da Bahia, os poderes publicos Federal e Estadual tém concentrados
esforgos econOmicos e cientificos na tentativa de estabelecer um plano de
controle da doenga na Bahia, através das organizagdes CEPLAC (Comissao
Executiva do Plano da Lavoura do Cacaueiro), CEPEC (Centro de Pesquisas do
Cacau) e FUNDECAU (Fundo Baiano de Defesa da Cacauicultura) que fomentam

pesquisas sobre a viabilidade da aplicagdo de diferentes estratégias de controle.

Embora varias estratégias de controle quimico (fungicidas e 6leo de
petréleo) e biolégico venham sendo testadas ja4 ha alguns anos, as praticas
utilizadas para o manejo da doenga restringem-se a protecdo de frutos com
fungicidas protetores (6xido cuproso, eficiéncia de 50%), fungicidas sistémicos
(tebuconazole) e poda fitossanitaria. Entretanto, sua implementacdo é onerosa e
altamente dependente de mao de obra, sendo antiecondmicas em condicdes de
baixa produtividade e alta pressdo de indéculo. Além disso, os esforgos
empreendidos no controle da VB na regidao sul da Bahia através de fungicidas
protetores e sistémicos assim como o uso de clones com niveis diferenciados de
resisténcia num sistema integrado de manejo, ndo conseguiram até o momento
manter a doenca em niveis aceitdveis (RESENDE et al, 2000). O
desenvolvimento de novas variedades resistentes, via melhoramento genético,
ainda constitui-se numa das alternativas para o controle da doenga (SILVA et al.,
2001). Aumentando os esforgos empregados para o controle da VB, métodos

alternativos estao sendo propostos, como descritos a continuagéo.
2.3.1. Controle Quimico:

Outros fungicidas sistémicos do grupo dos triazoles tém sido avaliados
enquanto a sua efetividade no controle de C. perniciosa. MCQUILKEN e

colaboradores (1988) estudaram a sensibilidade do fungo ao hexaconazole e ao
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triadimenole. Ambos apresentaram uma boa atividade de controle quando
aplicado em situagcao de pré-inoculagcdo e em plantas infectadas, mas nao
necrosadas. O Benzotiadiazole (BTH) foi avaliado por RESENDE et al. (2000)
como indutor de resisténcia em plantas de cacau a desenvolver a VB. Verificaram
que o BTH reduziu a incidéncia da doenga em 60,2% quando comparada ao

controle inoculado.

Num trabalho recente, (BASTOS, 2001) verificou que o 6leo de Piper
enckea tem um efeito fungitoxico sobre C. perniciosa, inibindo o crescimento

micelial e germinagcdo de esporos do fungo em concentragdes acima de 1000

ppm.

2.3.2. Controle Bioldgico:

Véarias pesquisas tém sido feitas avaliando o potencial do fungo
Trichoderma stromaticum, que parasita C. perniciosa, como agente de controle
biolégico para combater a VB. Foi verificado que T. stromaticum impede a
formagao de basidioma em C. perniciosa (SAMUELS et al., 2000). Estudos de
microscopia eletrdbnica de varredura revelaram a presenca de hifas de T.
stromaticum interagindo com hifas de C. perniciosa, além de clamidiésporos e
conidios do antagonista no interior das vassouras secas de cacau (COSTA et al.,
2001). Em estudos citologicos foi demonstrado que diversas linhagens de T.
stromaticum foram capazes de parasitar hifas de C. perniciosa produzindo
antibidticos nao volateis que inibem o crescimento micelial do patégeno de cacau
(SARDAGNA e MELO, 2001).

2.3.3. Melhoramento Genético do Cacau:

A CEPLAC dispde atualmente de colegbes de clones de Theobroma
cacao tolerantes ao fungo, com diferentes niveis de resisténcia, com o objeto de
seleciona-los e adapta-los as regides produtoras. Dentre as cole¢gdes conhecidas
e amplamente utilizadas nos paises de cacau da América Central, as da série
Scavinia, juntamente com outras introduzidas da regido Amazonica, mostraram-se
mais resistentes a doenca em testes feitos pela CEPEC. A partir do cruzamento

do clone Scavinia 6, procedente do Peru, com o ICS1, procedente de Trinidad e
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Tobago, a CEPLAC desenvolveu a variedade Theobahia. Esta variedade
apresenta graus de resisténcia e toleradncia a C. perniciosa em niveis bastante
promissores e suas sementes ja vém sendo amplamente distribuidas aos
produtores da regido cacaueira da Bahia a partir do ano 1997 (AGUILAR et al.,
2001).

Além do Theobahia outros cinco clones resistentes a VB, quatro deles
importados da América Central e um desenvolvido pela CEPEC/CEPLAC, também
estdo sendo multiplicados e distribuidos aos produtores sob a forma de mudas
para fins de enxertia nas plantas doentes: TSH-1188, TSH-516, TSH-565
(precedentes de Trinidad), EET-397 (procedente do Equador) e CEPEC-42
(desenvolvido pela CEPEC/CEPLAC). Estudos sobre o comportamento desses
cinco clones de cacau revelaram que a incidéncia da VB foi relativamente baixa
em todos eles, especialmente no TSH-1188 que apresentou baixos percentuais de
plantas infectadas (AGUILAR et al., 2001).

SILVA e colaboradores (2001) realizaram um programa de screening na
colegdo de germoplasma de cacau existente na CEPLAC e selecionaram
progénies de genodtipos de cacaueiro resistentes a C. perniciosa que mais se
destacaram. Respostas de descendentes de primeira e segunda geragao sugerem
que a resisténcia de Scavinia é determinada por um numero reduzido de
marcadores dominantes, tornando necessaria a busca de variedades de cacau
cuja resisténcia seja fundada numa fonte distinta com o fim de ampliar a
diversidade em cultivo. A pesar destes esforgos, no Equador demonstrou-se que
variedades resistentes podem tornar-se suscetiveis ao longo de varias geragdes
(BARTLEY, 1986), indicando assim que ainda s&0 necessarios numerosos
estudos, principalmente aqueles que avaliem apuradamente a variabilidade
genética do patdégeno na regido de interesse, antes de poder aplicar esta

estratégia eficientemente.

2.4. O PROJETO GENOMA DA VASSOURA-DE-BRUXA

As técnicas de DNA recombinante e os avancos na automacao do
sequenciamento de DNA que surgiram a partir do estabelecimento Projeto

Genoma Humano em 1985 tém levado a um grande avango no conhecimento do
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funcionamento biolégico de diversos organismos, desde bactérias até o homem.
Em virtude desses avangos, na ultima década varios organismos de biologia
pouco conhecida tiveram seus genes definidos pela biologia molecular, levando
assim ao conhecimento do seu metabolismo (FLEISHMANN et al, 1995;
BLATTNER et al, 1997; AINSCOUGH et al, 1998; THE ARABIDOPSIS
INITIATIVE, 2000; ADAMS et al., 2000; MCPHERSON et al., 2001). Hoje, estas
técnicas estdo sendo aplicadas com sucesso no Brasil, aprimorando assim o
conhecimento de organismos que séo do interesse especifico para o pais, além da
aplicagao de tecnologia de ponta num pais latino americano. Exemplos deste
sucesso incluem aqueles projetos da Rede ONSA (FAPESP), tais como o Projeto
Genoma de Xylella fastidiosa (SIMPSON et al., 2000), o Projeto Genoma da cana
da agucar (http://SUCEST.lad.dcc.unicamp.br/en), o Projeto Genoma Humano do

Cancer (http://www.ludwig.org.br/), O Projeto Genoma de Xanthomonas citri
(http://genomad4.ig.usp.br/xanthomonas; (DA SILVA et al, 2002) e o

estabelecimento da rede de sequenciamento AEG (Agricultural and Environmental

Genomes), a qual, em conjunto com o Departamento da Agricultura dos Estados
Unidos, vém estudando outras variedades de Xyllela, assim como também
Leifsonia xyli e o café, Cofee arabica. Também merece destaque o
estabelecimento de oito Genoma Regionais Brasileiros, com o apoio do MCT e do
CNPq, que envolvem 48 instituicbes e mais de 240 pesquisadores do pais. Quatro
destas redes sdo voltadas para a area da saude: a Rede Centro-Oeste para o

Transcriptoma de Paracoccidioides brasiliensis (https://www.biomol.unb.br/Pb/), a

Rede do Nordeste para o Genoma de Leishmania chagasi

(http://biolab.cin.ufpe.br/leishmania/leishmania.html), a Rede de Minas Gerais para

o Genoma de Schistosoma mansoni (http://verjo18.ig.usp.br/schisto) e a Rede

Estrutural de Trypanosoma cruzi (www.dbbm.fiocruz.br/genome/tcruzi/tcruzi.html),

e quatro redes estao relacionadas a area de agricultura: a Rede Genolyptus para o

Genoma do Eucalyptus spp. (http://genolyptus.ucb.br/Index.jsp), a Rede Riogene

de Gluconacetobacter diazotrophicus (http://www.riogene.Incc.br/project.htm), a

Rede Genopar de Herbaspirillum seropedicae e, finalmente a Rede
Bahia/UNICAMP para o Projeto Genoma de Crinipellis perniciosa

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura), dentro do qual se inserem os objetivos

do presente trabalho.
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O fungo Crinipellis perniciosa € um alvo ideal para estudos de genética
molecular no pais, ja que € um organismo cuja biologia tem sido pouco estudada e
causa uma doencga de grande impacto econémico para a cacauicultura brasileira.
Desta maneira, o Projeto Genoma da Vassoura-de-Bruxa visa analisar a interagcéo
entre o fungo e o cacaueiro baseando-se em dados provenientes da identificagdo
de genes envolvidos nos mecanismos de patogenicidade e o estudo da
variabilidade genética do fungo. A partir destes conhecimentos, pretendem-se
desenvolver mecanismos de melhoramento genético para o cacaueiro, ou ainda,
estratégias que amenizem e até mesmo impossibilitem o desenvolvimento da
doenca, como a sintese de drogas inibitérias e a manipulagdo genética do
patdégeno. Este Projeto foi langado oficialmente em Setembro de 2000 com o apo6io
inicial do Governo do Estado da Bahia e posteriormente do CNPq. O Projeto é
coordenado pelo Prof. Dr. Gongalo Amarante Guimardes Pereira desde a
Universidade Estadual de Campinas, no Estado de Sao Paulo

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura).

As bibliotecas genémicas foram confeccionadas seguindo uma estratégia
tipo shotgun, consistindo na sonicagdo do DNA gendmico em fragmentos com
tamanhos variando de 0.5 a 4 Kb. Estes fragmentos foram clonados e
sequenciados, sendo que, atualmente, o sequenciamento gendmico atingiu
aproximadamente 65 Mb de boa qualidade, o que representa duas coberturas do
genoma estimado por cariétipo Molecular (RINCONES et al., 2003). E esperado
que nestes 65 Mb de sequéncias genOmicas estejam representados, ao menos
parcialmente, o 80% dos genes deste importante fitopatdégeno (Marcos Renato
Araujo, resultados nao publicados). Além do sequenciamento gendmico, o projeto
tambem visa a compreenséao global do processo de fitopatogenicidade e prevé a
aplicacao de diversas técnicas de biologia molecular, incluindo a analise de
bibliotecas de cDNA e a analise global do transcriptoma por microarranjos de
DNA.
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3. CAPITULO 1:

ANALISE DO CARIOTIPO MOLECULAR DE CRINIPELLIS PERNICIOSA, O AGENTE
ETIOLOGICO DA VASSOURA-DE-BRUXA DO CACAUEIRO (THEOBROMA
CACAO)

RINCONES, J., MEINHARDT, L.W., VIDAL, B.C., PEREIRA, G.A.G. Mycological
Research, v. 107, n. 4., p.452-458, 2003
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ELECTROPHORETIC KARYOTYPE ANALYSIS OF CRINIPELLIS PERNICIOSA, THE
CAUSAL AGENT OF WITCHES’ BROOM DISEASE OF THEOBROMA CACAO

Pulse-field gel electrophoresis (PFGE) was used to determine genome size
and characterize karyotypic differences in isolates of the cacao biotype of
Crinipellis perniciosa (C-biotype). The karyotype analysis of 4 different isolates
revealed that this biotype could be divided into two genotypes: one presenting six
chromosomal bands and the other presenting eight. The size of the chromosomes
ranged from 2.7 Mb to 5.3 Mb. The different genotypes correlate with telomere-
based PCR analysis. The isolates with 6 chromosomal bands had two that
appeared to be doublets, as shown by densitometric analysis, indicating that the
haploid chromosome number for this biotype is 8. The size of the haploid genomes
was estimated at approximately 30 Mb by both PFGE and Feulgen-image analysis.
DNA hybridization revealed that the rDNA sequences are clustered on a single
chromosome and these sequences were located on different chromosomes in an

isolate dependent manner.

3.1. INTRODUCTION

Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer (Agaricales: Tricholomatacea) is the
causal agent of Witches’ broom disease of cocoa (Theobroma cacao L.). First
described in 1895 (STAHEL, 1915; VOGLMAYR e GREILHUBER, 1998), the
disease has gained considerable attention as one of the main phytopathological
problems of cocoa-producing countries in the Americas (PEREIRA et al., 1996). C.
perniciosa is presumed to be the only major pathogen of cocoa that developed
concomitantly with T. cacao in the Amazon basin (PURDY e SCHMIDT, 1996). The
fngus exhibits a hemibiotrophic life cycle: a parasitic biotrophic mycelium is formed
after spore germination, it infects vegetative flushes, flower buds, and developing
fruits, causing swelling and abnormal growth of the affected tissue (brooms); during
the second stage, the infected plant tissue turns necrotic and the fungus displays a
dikaryotic saprophytic mycelium that develops into basidiocarps (EVANS, 1980).

Although widely known for its pathogenicity of cocoa, C. perniciosa also
infects other groups of plants. GRIFFITH e HEDGER (1994a) found that evidence
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from morphological, cultural and plant inoculation studies indicate that this species
can be subdivided into three discrete biotypes: the C-biotype infects species of
Theobroma and Herrania (Sterculiaceae); the S-biotype affects several members
of the Solanaceae (Bastos & Evans 1985); and the L-biotype can be found on liana
vines (especially the species Arrabidaea verrucosa — Bignoniaceae) and
associated plant debris (EVANS, 1978; HEDGER et al., 1987; GRIFFITH e
HEDGER, 1994b). The C-, and S-biotypes cause the characteristic symptoms of
Witches’ broom disease on their respective hosts; however, no symptoms have
been associated with the infection of the L-biotype (HEDGER et al., 1987).

The disease was first detected in the cocoa-producing region of
southeastern Bahia, Brazil, a region of approximately 700.000 hectares, in 1989
(PEREIRA et al., 1989). In a decade, Brazil passed from being one of the main
exporters of cocoa into a major importer. Despite the numerous control strategies
that have been used against this disease (for reviews see: PEREIRA et al., 1996;
PURDY e SCHMIDT, 1996), losses in cocoa production due to C. perniciosa
continue, causing the abandonment of croplands or their substitution for other
cultures, such as coffee or pastures, which generally result in the destruction of the
Atlantic rainforest.

Despite the economic importance of this fungus, little is known about its
genetics. As a consequence, a genome-sequencing consortium has been

established for C. perniciosa (http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura). Information

concerning genome size and chromosomal number is an essential part of this
project.

The development of pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) has allowed
the separation and resolution of large DNA molecules, in the range from 50 Kb to
13 Mb in size (LAl et al., 1989). The study of fungal chromosomes by the
conventional technique of light microscopy has been hampered by their small size
and the advent of PFGE has been particularly useful in the establishment of the
karyotype of these organisms. This technique has also allowed the assignment of
sequences of interest to the separated chromosome bands (MILLS e
MCCLUSKEY, 1990).
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This study presents the electrophoretic karyotype analysis of 4 different
isolates of C. perniciosa, including the reference isolate CP02, selected for the

Genome Project.

3.2. MATERIALS AND METHODS
3.2.1. Fungal strains

Table 3.1. C-Biotype isolates of C. perniciosa examined by CHEF gel
electrophoresis.

Is:lloa.te Collection No. Origint Ilq:sst‘i)t?] ':ISO':;?
1 CPO02 SEB- Itabuna UESC
2 CP0O9 SEB-lIhéus CEPLAC
3 llhéus SEB-lIhéus UFB
4 FA42 SEB-Itajuipe FAC

t Origin of isolates: SEB: All isolates were collected within a region of
approximately 90 Km? in Southeastern Bahia (Brazil).

t Responsible Institution for the collection of isolates: UESC (Universidade
Estadual de Santa Cruz) in llhéus, Bahia, collected by Prof. Julio Cascardo;
CEPLAC (Comissao Executiva do Plano de Lavoura do Cacau) in llhéus, Bahia,
collected by Dr. Karina Gramacho; UFB (Universidade Federal de Brasilia) in
Brasilia, collected by M. Sc. Maricilia Arruda; FAC (Fazenda Almirante Cacau) in
llhéus, Bahia, collected by Dr. Alan Pomella

Field isolates of C. perniciosa were collected at different times and
locations of southeastern Bahia. The four isolates examined are listed in Table 3.1.
These isolates were independently tested for pathogenicity on cocoa. For
chromosomal DNA standards, Saccharomyces cerevisiae strain YNN295 (Bio-

Rad) and Schizosaccharomyces pombe strain 972h (Bio-Rad) were used.

3.2.2.Crinipellis perniciosa chromosomal DNA preparation

Dikaryotic mycelia of C. perniciosa grown on Malt extract agar plates
(Difco, 0113-17) were subcultured in 500 mL flasks containing 200 ml of low sugar
media: 0.17% Malt Extract Broth (Merck), 0.5% Yeast Extract (Merck), 5% Glycerol
(analytical grade), and incubated at 27 °C with agitation at 400 rpom for 10-12 days.
Mycelial blocks were separated from the media through a single layer of sterile

cheesecloth and washed in sterile distilled water. About 2 g of wet weight mycelia
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were individually transferred to 125 mL flasks. The protoplasting reactions and
protoplast recovery were performed according to SANTOS (2001). Briefly, an
enzyme suspension containing 15 mg/ml Glucanex (Novo Nordisk) and 10 mg/ml
of BSA (Sigma) was prepared in Buffer A (0.8 M KCI, 10 mM phosphate buffer, pH
5.8), 10 mL of this enzyme suspension was filtered through a 22 pm filter
(Millipore) and added to each flask. The reaction was incubated at 30 °C with
gentle shaking (80 rpm). Protoplast release was checked hourly under a light
microscope (400X) and generally 3-4 hours was sufficient for complete digestion of
mycelia. The reaction was filtered through a double layer of sterile cheesecloth and
the remaining mycelia were washed with 5 mL of Buffer A. The suspension was
transferred to a 15 mL Falcon tube and the protoplasts were pelleted by
centrifugation at 800 xg for 15 min in a refrigerated (4 °C) swinging-bucket
centrifuge (Beckmann).

The sample plugs were prepared according to ORBACH et al. (1988): the
collected protoplasts were resuspended in Buffer B (0.8 M Sorbitol, 100 mM NacCl,
10 mM Tris-HCI pH 7.4) at a concentration of 5-8 x 10° cells/mL. This suspension
was mixed with an equal volume of molten (45 °C) embedding solution (1 M
Sorbitol, 50 mM EDTA pH 8.0, 1.2% Low-Melting Point Agarose -Invitrogen) and
pipetted into 2 mm x 1 cm x 2 cm plug molds. The plugs were solidified at 4 °C for
15 minutes and placed in NDS buffer (10 mM Tris-HCI, 0.5 M EDTA, 1% N-
Lauroylsarcosine, pH 9.5) containing 2 mg/mL Proteinase K (Invitrogen). The plugs
were incubated in this solution at 55 °C for 48 h. The NDS was then removed; the
plugs were washed twice in 0.5 M EDTA pH 8.0, and stored in this solution at 4 °C

until used.

3.2.3. Pulsed-field gel electrophoresis

Chromosomal separations were carried out in a Contour—Clamped
Homogeneous Electric Field (CHEF) system (DR-Il, Bio-Rad). Agarose gels were
formed by pouring a molten solution of 0.8% pulse-field grade Seakem Gold
agarose (BMC) in 0.5 X TBE Buffer (45 mM Tris-Borate, 5 mM EDTA) into a 14 cm
x 13 cm x 1 cm mold. The agarose plugs containing the chromosomal DNA of C.
perniciosa and the size standards were cut to the appropriate size, placed inside

the gel wells, and sealed with 0.8% agarose. Gels were run at 10-12 °C in 0.5 X
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TBE buffer at 1.4 V/cm (constant current) for 264 hours with pulse intervals
progressively increasing from 20 minutes to 115 minutes. The gels were stained
with ethidium bromide (0.5 [1g/ml) for 60 minutes, destained for 60-90 minutes, and
then viewed with a UV transilluminator and photographed (Image Master® VDS).
Densitometric analysis of the ethidium bromide-stained pattern of the chromosomal
bands was performed using the software Image Master® VDS (Amersham

Bioscience).

3.2.4. Transfer and hybridization conditions

CHEF gels were first soaked in two changes of 0.25 M HCI for 15 minutes
each in order to nick the DNA before transfer. The DNA was transferred to
Hybond-N* nylon membrane (Amersham Bioscience) by alkaline capillary transfer
(SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Filters were neutralized in a solution containing
0.5 M Tris-HCI (pH 7.2), 1 M NaCL, and the DNA was UV cross-linked to the
membranes with 1200 J/cm (ULTRALUM transilluminator). A DNA probe consisting
of the PCR-amplified ITS regions (WHITE et al., 1990) of the ribosomal DNA
(rDNA) of C. perniciosa was labeled by the random hexamer priming method
(FEINBERG e VOGELSTEIN, 1983) using [a-*’P] dATP (>3000 Ci/mmol,
Amersham Bioscience). Prehybridization, hybridization, and washing of the
membranes were done according to the manufacturer's instructions.
Autoradiography was performed at —70 °C using Kodak X-ODAT film with two

intensifying screens.

3.2.5. Genome size determination by Feulgen staining of nuclei and image
analysis

A protoplast suspension (10° cells/mL) obtained from isolate 1 (Table 3.1)
was fixed in methanol:acetic acid (3:1) at 4 °C for 24 hours and post-fixed in 96%
ethanol at —20 °C for an additional 24 hours (VOGLMAYR e GREILHUBER, 1998).
The suspension of fixed protoplasts was smeared onto a glass microscope slide
and air-dried. The protoplasts were hydrolyzed in 4 N HCI at 25 °C for 60 minutes.
Sixty minutes of hydrolysis time was chosen because Feulgen staining was found
to be optimal after this period from a hydrolysis curve (from 45 to 65 min. at 5 min.
intervals). After this period, the hydrolysis process was stopped by submerging the

slides in cold 0.1 N HCI. The protoplasts were then stained with Schiff reagent
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(0.5% wl/v basic fuchsin, 0.5% w/v sodium metabisulfite) for 45 minutes at 25 °C in
the dark and washed three times in sulfur dioxide water (0.05 N HCI, 0.5% w/v
sodium metabisulfite). Afterwards, the slides were air-dried and mounted in natural
Canada balsam (Merck, ne= 1.54). The fungus Aspergillus nidulans (strain FGSC
A4) was chosen as the internal standard for the Feulgen reaction in order to
convert the arbitrary units of Feulgen-DNA into absolute values of DNA content.
The nuclear DNA content of A. nidulans has been established by both PFGE and
Feulgen staining, obtaining very similar results (BRODY e CARBON, 1989;
VOGLMAYR e GREILHUBER, 1998). Mycelial fragments of A. nidulans were
grown, fixed, hydrolyzed and Feulgen stained according to VOGLMAYR e
GREILHUBER (1998).

Feulgen absorbance cytophotometry was performed with the Kontron
Elektronic Imaging System KS400 (Kontron Elektronic, Munich, Germany). The
system consists of an IBM 486- compatible personal computer, two color monitors,
a Zeiss Axiophot light microscope, and a Sony 3 CCD color video camera with an
adapter. A 100X immersion oil objective (Neofluar, with a numerical aperture of
1.30) was used with Zeiss immersion oil (ne= 1.518, free of halogens). The video
camera allows a 2X magnification, which resulted in a 200X total magnification of
the image captured on the color monitor. The incident light was filtered through a
green monochromatic filter, from which the stained nuclei exhibited maximal
absorbance (VIDAL, 1997). Only nuclei in areas with low background noise were
measured. 123 nuclei from protoplasts of C. perniciosa and 102 nuclei of
Aspergillus nidulans were measured. For each nucleus, the values of Grey
Average (GA) and Area (A) were obtained. These values were converted into
Optical Density (OD) and Integrated Optical Density (IOD) with the following
formulas: OD = 2 - Logio (GA/2.55) and |IOD = A x OD. Raw data of nucleus I0OD
had to be converted into picogram values using the internal standard. The
calculation of DNA picogram values was based on calibration of the sample
against the corresponding standard nuclei, using a 1C value of 0.029 pg as
equivalent to the average IOD obtained for A. nidulans (VOGLMAYR e
GREILHUBER, 1998). Picogram values were converted into Mb with the formula 1
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pg = 0.98 x 10°> Mb. Descriptive statistics and a frequency histogram were obtained
for each set of data with the software MINITAB™ (State College, PA).

3.2.6. Genotypic analysis of isolates by PCR ampilification

PCR analyses were conducted to investigate whether or not the
chromosomal variation observed via CHEF gel analysis could be correlated with
genotypic differences. Isolates were analyzed with the telomere-sequence-based
PCR primers, TeloA1 (TTAGGG)® and TeloA1R (CCCTAA)®> according to
MEINHARDT et al. (2002a; 2002b). Briefly, all reactions were conducted with 100-
150 ng of DNA and 0.7 to 1.0 unit of Platinum Taqg (Invitrogen). The final
concentration of the other reactions components were: magnesium chloride (2.5
mM); total dNTPs (400 pM); and primers (200pM). PCR included an initial
denaturation step of 92 °C for 10 min, followed by 35 cycles of 1 min (94 °C), 1 min
(42 °C) and 2 min (72 °C). PCR primers were not paired when used for this
analysis.
3.3. RESULTS

3.3.1. Electrophoretic karyotype of C. perniciosa

Figure 3.1 shows the electrophoretic karyotype obtained for the 4 different
isolates of C. perniciosa (Table 3.1). Two different chromosomal patterns were
observed. Isolates 1, 2, and 3 presented six individual chromosomal bands with
sizes ranging from 2.9 Mb to 5.2 Mb, while for isolate 4, eight chromosomal bands

were resolved with sizes varying from 2.7 to 5.3 Mb (Table 3.2).

A densitometric analysis of the ethidium bromide-stained pattern was
performed (Fig. 3.2). This analysis showed that for isolates 1, 2, and 3 the relative
intensity of the ultraviolet fluorescence is higher for bands 3 and 6. This result
suggests that each of these bands represent at least two chromosomes (doublets),
which could be homologous chromosomes or heterologous chromosomes of
similar sizes. For isolate 4, the densitometric analysis revealed that all eight
chromosomal bands presented similar relative intensities, suggesting that all the

chromosomal bands are single for this isolate.
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Fig. 3.1. Electrophoretic karyotype of C. perniciosa. The electrophoresis was
carried out as described in the text and the gel was stained with ethidium bromide.
The chromosomal bands were numbered arbitrarily in decreasing order according

to size. Molecular markers (MM) include the three chromosomes of

Schizosaccharomyces pombe (5.7, 4.6, and 3.5 Mb) and the chromosomes of

Saccharomyces cerevisiae, of which only the three largest chromosomes were
resolved (2.2, 1.6, and 1.1 Mb). Numbers represent isolate designations as found
in Table 3.1

The hybridization experiment shows that the rDNA repetitions are clustered
in chromosome 2 of isolates 1, 2, and 3; while they hybridized to chromosome 1 of
isolate 4 (Fig. 3.3).

The results of nuclear DNA content determination of isolate 1 of C.
perniciosa through Feulgen-image analysis are shown in Table 3.3. The frequency
histogram for the raw 10D data revealed that 34% of the nuclei measured were in
G2 (data not shown), as these nuclei had double the amount of DNA as the other
66% of the nuclei measured. Only measurements of nuclei in G1 were considered
for the establishment of the haploid DNA content and are summarized in Table 3.3.
We obtained an average |I0D of 0.1469 + 0.0071 (mean + SE) arbitrary units of
Feulgen-DNA for A. nidulans; this value was used to convert the raw IOD data

obtained for C. perniciosa into picograms.
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Fig. 3.2. Densitometric analysis of the ethidium bromide-stained pattern of the
chromosomal bands of C. perniciosa. Only the two different chromosomal patterns
observed are shown. After staining the gel, photographs were taken and analyzed

with the software Image Master® VDS (Amersham Bioscience). A) isolate 2; B)
isolate 4. Roman numerals represent the position of marker DNA: |, 5.7 Mb; II, 4.6

Mb; I, 3.5 Mb; IV, 2.2 Mb; V, 1.6 Mb
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Table 3.2. Estimated sizes and number of chromosomes of the four isolates examined of
C. perniciosa. The chromosomal bands were numbered arbitrarily according to size, in
decreasing order. S, approximate size of the chromosomes expressed in Mb; n, relative
copy number of chromosomes as detected by the densitometric analysis. The rDNA genes
are located on double underlined chromosomal bands.

Isolates

1 2 3 4
Band S((nn) S((n) S(n) S(n)

1 52(1) 52(1) 52(1) 53(1)

2 46(1) 46(1) 46(1) 47(1)
3 39(2) 39(2 39(2) 42(1)
4 36(1) 36(1) 3.6(1) 36(1)
5 33(1) 33(1) 3.3(1) 35(1)
6 29(2) 29(2) 29(2) 3.3(1)
7 - - - 31(1)
8 - - - 27(1)

Minima 235 235 235 304
|Size  (6) (6) (6) 8)

Total 303 303 303 304
size (8) (8) (8) (8)

Table 3.3. Basic statistics of the DNA content of G1 nuclei of isolate 1 of Crinipellis
perniciosa estimated by Feulgen-image analysis (n= 81).

10D Picograms Mb
(a.u.)

Mean  0.1706 0.0337 32.9803
Median 0.1660 0.0327 32.0891
SD 0.0411 0.0081 7.9497
Max. 0.2589 0.0511 50.0515

Min. 0.0931 0.0184 17.9974
Note: a.u., arbitrary units of Feulgen-DNA; SD, standard deviation
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Fig. 3.3. Hybridization of the internal transcribed spacer region of the rDNA to the
chromosomal bands of C. perniciosa. The probe was obtained by PCR amplification of the

genomic DNA of isolate 1 of C. perniciosa using specific primers for the ITS1-5.8S-ITS2
region.

3.3.2. Telomere-sequence-based PCR analysis

TeloAl TeloATR
12 3 4ma 1 2 3 4

Fig. 3.4. Telomere-sequence-based PCR analysis of C. perniciosa. PCR
amplifications were done as described in the Materials and Methods. Amplicons were
separated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel in 0.5X TBE, and stained with
ethidium bromide. MM - 1 Kb molecular marker (Invitrogen). Bands to the right of the
marker were amplified with the primer TeloA1, while bands to the left were amplified with
the primer TeloA1R. Numbers represent isolate designations as found in Table 3.1.

Telomere-sequence-based PCR analysis of C. perniciosa isolates revealed
that isolates having similar chromosomal variations had comparable amplicon
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banding patterns (Fig. 3.4). These observations appear to suggest that there are
genotypic differences, within the C. perniciosa population, that are somehow

associated with chromosomal variation and/or rearrangements.

3.4. DISCUSSION

In the present work we analyzed the molecular karyotype of different
isolates of C. perniciosa. Table 3.2 shows the calculated sizes of the chromosomal
bands. The number of the DNA bands observed is considered as the minimal
number of chromosomes. Since the intensity of the bands reflect DNA content, i.e.
the size and number of DNA molecules included in the band, the total number of
chromosomes should be estimated from the number of bands with an additional
consideration for the relative intensity of each band (SAGAWA e NAGATA, 1992).
Our results suggest that bands 3 and 6 of the isolates with six chromosomal bands
represent two chromosomes. Thus, it was concluded that all the isolates of C.
perniciosa examined possess 8 chromosomes. This result agrees with the
observations made by DELGADO e COOK (1976), who reported the presence of
eight chromosomes while studying metaphase cells of this fungus under the light
microscope.

The total genome size estimated by PFGE for all the isolates studied was
approximately 30 Mb (Table 3.2). As an independent confirmation of the results
obtained by PFGE, we used the technique of Feulgen-image analysis. Through this
technique we obtained an haploid nuclear DNA content of 32.98 + 7.95 Mb for
isolate 1, which generally agrees with the results obtained by PFGE. In addition,
this estimate is also consistent with the haploid genome size of other filamentous
fungi, which range from 20 to 50 Mb (KAYSER e WOSTEMEYER, 1991; LODDER
et al., 1993; SKINNER et al., 1993; FRAISSINET-TACHET et al., 1996; GEISER et
al., 1996; ZHONG et al., 2002).

The two different chromosomal patterns observed reveal the existence of
chromosome-length polymorphism for C. perniciosa. Additional examinations of
other C-biotype isolates have revealed only the two chromosomal
variations/polymorphisms reported here (data not shown). Many species of fungi

exhibit chromosome-length polymorphism. Polymorphism has been observed in

26



both sexual and asexual fungal species and might be the product of both mitotic
and meiotic processes (for reviews see: KISTLER e MIAO, 1992; ZOLAN, 1995).
KISTLER e MIAO (1992) proposed a meiotic maintenance hypothesis, suggesting
that the amount and extent of the polymorphism in a certain species would be
inversely correlated to the frequency of meiosis due to a reduction in fertility among
isolates presenting different translocations. For C. perniciosa, there are no known
mechanisms of asexual reproduction (GRIFFITH e HEDGER, 1994a), indicating
that this fungus must undergo meiosis in order to complete its life cycle. Therefore,
according to the hypothesis of KISTLER e MIAO ao (1992), the extent of
chromosomal length polymorphism should be minimal for this species. However,
the C-biotype of C. perniciosa exhibits primary homothallism as its reproductive
strategy (DELGADO e COOK, 1976) and if individuals with a different karyotype
should arise through meiotic recombination in a certain population, these might
perpetuate themselves by means of autofertilization. This might explain the
polymorphisms observed in isolate 4, which possesses a different karyotype even
though it was found in the same region as the other isolates examined (Table 3.1).
Nevertheless, the chromosome-length polymorphisms observed between the 4 C-
biotype isolates examined appear limited when compared to other phytopathogenic
fungi, with the total genome size being very similar for both genotypes.
Consequently, it is possible that the extent of these polymorphisms do not hamper
the reproduction among individuals of the different genotypes, as has been
observed in Septoria tritici (MCDONALD e MARTINEZ, 1991) and Leptosphaeria
maculans (PLUMMER e HOWLETT, 1993). Further studies would be needed in
order to confirm either hypothesis

Furthermore, ANDEBRHAN et al. (1999) concluded that the outbreaks of
Witches' broom disease of cocoa in Bahia were the result of two independent
introductions based on RAPD analysis. The two electrophoretic karyotypes and
telomere-sequence based analysis observed in this study could correlate with the

hypothesis of two independent introductions.

In fungi, the rDNA genes are clustered in long tandem repeats and always
map to a single chromosome (DEBETS et al, 1990; MASEL et al., 1990;
FRAISSINET-TACHET et al., 1996). Our results agree with this observation since

27



the hybridization experiment showed that the isolates presenting six chromosomal
bands have the rDNA repetitions clustered on chromosome 2, while in the isolate
with 8 chromosomal bands, these sequences hybridized to chromosome 1. This
result suggests that at least one of the translocations and/or recombination
responsible for the chromosome-length polymorphism seen in C. perniciosa
involves the rDNA chromosome.

In conclusion, C. perniciosa isolates analyzed in this study revealed a
genome containing 8 chromosomes, which showed isolate dependent
polymorphisms that correlates with telomere-based PCR genotypic variations. The
total genome size for all of the isolates evaluated in this study was approximately
30 Mb. Therefore, based upon this study, the isolate 1 chosen for the C.
perniciosa genome initiative appears to be a representative isolate since the
chromosomal structure and genome size is maintained.

The results obtained in this study are important and will be utilized to
estimate the sequencing needs for the genome project, to localize genes and
develop a physical map, and will form the basis for evaluations of population

dynamics including the correlation of karyotype with pathogenicity.

Further studies are needed to see if these polymorphic variations are
uniform among the fungal populations throughout Brazil and determine if additional

variations are present.
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GENETIC VARIABILITY AND CHROMOSOME-LENGTH POLYMORPHISMS IN
THE WITCHES' BROOM PATHOGEN criniPELLIS PERNIciIoSA FROM VARIOUS
PLANT HOSTS IN SOUTH AMERICA

Crinipellis perniciosa has been classified into at least four known biotypes
associated with members of unrelated plant families. In this study, genetic
variability is shown for 27 C- (cacao), 4 S- (Solanum) and 7 L-biotype (Liana)
isolates of C. perniciosa collected from different regions of Brazil and South
America. The objective was to investigate the genetic variability of the pathogen in
the cacao-producing region of Bahia, Brazil, and elsewhere, through microsatellite
analysis and attempt to identify possible correlations between host-specificity and
electrophoretic karyotypes. The PCR-banding patterns were found to vary both
within and between the different biotypes, and a correlation was established
between the PCR-banding patterns and the chromosomal-banding patterns of
each isolate. Microsatellite and chromosomal patterns among all of the L- and S-
biotype isolates were distinctly different from the C-biotypes analyzed. A higher
degree of genetic and chromosomal variability was found among C-biotype isolates
from the Amazon in comparison to C-biotype isolates from Bahia, which seems to
be comprised of only two main genotypes. This finding has important implications

to the current cacao-breeding program in Brazil.

4.1. INTRODUCTION

Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer (Agaricales, Tricholomataceae) is the
causal agent of witches’ broom disease (WBD) of cacao (Theobroma cacao). This
fungal pathogen is believed to have originated in the Amazon basin and it infects
plant species within the families Malvaceae, Solanaceae, Bignoniaceae, Bixacea,
and Malpighiaceae (EVANS, 1980; GRIFFITH e HEDGER, 1994a; GRIFFITH e
HEDGER, 1994b; PURDY e SCHMIDT, 1996; RESENDE et al., 2000; GRIFFITH
et al., 2003). Since its first reported occurrence in coastal Ecuador in 1894, the

disease has spread to cacao plantations throughout the Americas and Caribbean
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islands, causing severe economic losses (PEREIRA et al., 1996; PURDY e
SCHMIDT, 1996; GRIFFITH et al., 2003). At this time this disease is limited to the
Americas, but is a potential threat to all tropical cacao-growing regions of the world,
where the cultivation of cacao is typically done by small landholders with limited

technological inputs that make them particularly susceptible to this fungal disease.

An example of the devastating impact of the introduction of this fungus into
disease free regions can be found in the cacao-producing region of southeastern
Bahia, Brazil, where plantations were abandoned or substituted for other crops
(PEREIRA et al., 1996). This has increased the rate of destruction of the Atlantic
Rainforest ("Mata Atlantica") and has caused serious socioeconomic problems in
the region. Currently the only control mechanism is the selection of resistant plants,
which are cloned and distributed to the producers. However, this selection is based
on limited information about the genetic variability of both the plant and the fungal

pathogen.

The broad host-range of Crinipellis perniciosa has prompted several
authors to propose the following classification system based on host specificity: 1)
the C-biotype infects species of Theobroma and Herrania (Malvaceae); 2) the S-
biotype affects several members of the Solanaceae [4]; 3) the L-biotype is found on
liana vines (especially the species Arrabidaea verrucosa — Bignoniaceae) and
associated plant debris (EVANS, 1978; HEDGER et al., 1987; GRIFFITH e
HEDGER, 1994a; GRIFFITH e HEDGER, 1994b).

The C- and S-biotypes cause the characteristic symptoms of WBD on their
respective hosts, while the L-biotype generally causes no symptoms (HEDGER et
al., 1987). Another important distinction among the biotypes is that while the C-
and S-biotypes exhibit primary homothallism (DELGADO e COOK, 1976; EVANS,
1980; GRIFFITH e HEDGER, 1994a; GRIFFITH et al., 2003), the L-biotype has an
outcrossing breeding strategy (bifactorial heterothallism), which is widespread
among the agaric fungi (GRIFFITH e HEDGER, 1994b; GRIFFITH e HEDGER,
1994c).
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Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analyses of the
mitochondrial DNA, ITS and IGS regions of the rRNA locus has allowed the
separation of the C-and S-biotypes and has revealed a clonal population structure
for these biotypes that correlates with their non-outcrossing breeding strategy
(GRIFFITH e HEDGER, 1994b; ARRUDA et al., 2003). In contrast, the L- biotypes
show a non-clonal population structure due to outcrossing and a high degree of
genetic variability (GRIFFITH, 1989; GRIFFITH e HEDGER, 1994a; GRIFFITH e
HEDGER, 1994b). Moreover, while the genetic variability between isolates from
the different biotypes of C. perniciosa have been examined with random amplified
polymorphic DNA (RAPD) (ANDEBRHAN e FURTEK, 1994; ANDEBRHAN et al.,
1999), ERIC repetitive element sequence-based PCR (ARRUDA et al., 2003) and
AFLP (PLOETZ et al., 2005), there has been no attempts to correlate the results.
In general, diversity is higher among C-biotype isolates from the Amazon region
than between isolates from Bahia and some isolates from the Amazon clustered
together with those from Bahia. These data indicate that the original introductions
into Bahia were probably from Amazonian C-biotype strains (ANDEBRHAN et al.,
1999; ARRUDA et al., 2003).

In the present study we analyzed the genetic and chromosomal variation of
38 isolates of C. perniciosa comprising three different biotypes (C-, S-, and L-)
collected from different geographical locations in Brazil and from both coastal and
Amazonian Ecuador. The objectives were to evaluate the genetic variability of the
C-biotype in Bahia in comparison to isolates from the Amazonian region and to
establish whether the genetic differences in the biotypes could be correlated with

other factors such as chromosomal variations or possibly host range.

4.2. EXPERIMENTAL PROCEDURES

4.2.1 Fungal strains

Field isolates of C. perniciosa were collected at different times, geographic
locations, and from different hosts. The 38 isolates examined are listed in Table

4.1; 27 isolates correspond to the C-biotype and each of these constitutes a single-
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spore culture obtained from different basidiomes collected in the field; four

correspond to the S-biotype and were obtained as described for the C-biotype; and

seven correspond to the L-biotype and were obtained by isolation from stipe

tissues of basidiocarps collected in the field (including one unmated [monokaryotic]

single spore isolate, L7, lacking clamp connections, the progeny of L1). C-biotypes

from other countries were not evaluated due to phytosanitary concerns and

regulations. S-biotypes were taken only from one region of Brazil since they are

only found in this region. All isolates were independently tested for pathogenicity

on their respective hosts (data not shown). The collection sites are shown

schematically in Figure 4.1. All isolates used in this study can be obtained from the

Laboratorio de Gendmica e Expressao at UNICAMP.

Table 4.1. Isolates of C. perniciosa used in the present study

Locatont Fesponsie
co1* CP02 T. cacao SEBa- Itajuipe UESC
co02 CP09 T. cacao SEBa-llhéus CEPLAC
Cco3 Belmonte T. cacao SEBa- Belmonte UFB
Cco4 llhéus T. cacao SEBa-llhéus UFB
Co05 Santo Amaro T. cacao SEBa- Santo Amaro UFB
Co06 FA42 T. cacao SEBa-Itabuna FAC
Cco7 FA276 T. cacao SEBa- Itabuna FAC
Cco8 FA277 T. cacao SEBa-Itabuna FAC
Cco09 FA278 T. cacao SEBa- Itabuna FAC
C10 FA281 T. cacao SEBa- Aiquara FAC
C11 FA287 T. cacao SEBa- Inema FAC
C12 FA293 T. cacao SEBa- Gandu FAC
C13 FA300 T. cacao SEBa- Ibirataia FAC
C14 FA311 T. cacao SEBa- Itagiba FAC
C15 FA317 T. cacao SEBa-llhéus FAC
C16 FA562 T. cacao SEBa- Itabuna FAC
C17 FA563 T. cacao SEBa- Itabuna FAC
Cc18 BP10 T. cacao SEBa- Itapebi FAC
C19 FA551 T. cacao BA- Tabatinga, AM FAC
C20 ESJOH1 T. cacao BA- Marituba, PA CENA
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C21 ESJOH2 T. cacao BA- Ouro Preto, RO CENA

C22 ESJOH3 T. cacao BA- Belem, PA CENA
c23 ESJOH4 T. cacao BA- Altamira, PA CENA
C24 ESJOH5 T. cacao BA- Medicilandia, PA CENA
C25 ESJOHG6 T. cacao BA- Ariquemes, RO CENA
C26 ESJOHS8 T. cacao BA- Ji-parana, RO CENA
c27 ESJOH9 T. cacao BA- Alta Floresta, MT CENA
S1 FA104 Solanum cernum SEBr- Rio Pomba, MG FAC
S2 FAGO7 Solanum lycocarpum SEBr- Coimbra, MG FAC
S3 FAG08 Solanum cernum SEBr- Rio Pomba, MG FAC
S4 FA609 Solanum sp. SEBr- Pogos de Caldas, MG FAC
L1 SCFT Arrabidea verrucosa  AE- San Carlos, Napo Prov uw
L2 LEP1 Arrabidea verrucosa  CE- Pichilingue, Los Rios Pr. uw
L3 SCL4 Arrabidea verrucosa AE- San Carlos, Napo Pr. uw
L4 LA10 Arrabidea verrucosa  CE- Pichilingue, Los Rios Pr. uw
L5 LA17 Arrabidea verrucosa  CE- Pichilingue, Los Rios Pr. uw
L6 LC3 Arrabidea verrucosa  CE- Pichilingue, Los Rios Pr. uw
L7 SCFT48 Arrabidea verrucosa AE- San Carlos, Napo Pr uw

1 Origin of isolates: SEBa: except for Santo Amaro, isolates were collected within a region
of approximately 90 Km? in Southeastern Bahia (Brazil); BA: isolates collected in the
Brazilian Amazon, states of Amazonas (AM), Mato Grosso (MT), Rondénia (RO), and Para
(PA); SEBr: isolates collected in Southeastern Brazil, state of Minas Gerais (MG); AE:
isolates collected in Amazonian Ecuador; CE: isolates collected in Coastal Ecuador.

} Responsible Institution for the collection of isolates: UESC (Universidade Estadual de
Santa Cruz) in llhéus, Bahia-Brazil, collected by Julio Cascardo; CEPLAC (Comissao
Executiva do Plano de Lavoura do Cacau) in llhéus, Bahia-Brazil, collected by Karina
Gramacho; UFB (Universidade Federal de Brasilia) in Brasilia-Brazil, collected by Maricilia
Arruda; FAC (Fazenda Almirante Cacau) in llhéus, Bahia-Brazil, collected by Alan
Pomella; CENA (Centro de Energia Nuclear na Agricultura) in Piracicaba, Sdo Paulo-
Brazil, collected by Paulo Albuquerque (ERJOH — CEPLAC); UW (University of Wales), in
Aberystwyth-U.K., collected by Gareth Griffith. Isolates FA 104, FA 607, FA 608 e FA 609
were kindly provided by Dr. Robert Weigart Barreto (Universidade Federal de Vigosa).
*Reference isolate used for the genome project (www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura)
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Fig. 4.1. Maps detailing the sites for the collection of the isolates of Crinipellis perniciosa
listed in Table 4.1. 4.1A. Map of South America detailing the sites for the collection of
isolates of C. perniciosa in Ecuador. 4.1B. Map of Brazil shows the sites of isolate
collection in the Brazilian Amazon and Southeastern Brazil. 4.1C. Map of Bahia shows
sites of isolate collection in the southeastern cacao-growing region of this state. The
shaded area represents the cacao-growing region in the state of Bahia.
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4.2.2. Genotypic analysis of isolates by PCR amplification

Isolates were analyzed with the microsatellite primers, TeloA1R
(CCCTAA)® according to Meinhardt et al. (MEINHARDT et al, 2002a;
MEINHARDT et al., 2002b) and TeloC1 (TTTACGG)?®, a repeat sequence derived
from the C. perniciosa sequencing data. A total of eight microsatellite primers were
initially tested but only these two are shown in this study because of their specific
results. Reactions were conducted as described by Meinhardt et al. (MEINHARDT
et al., 2002a; MEINHARDT et al., 2002b).

4.2.3. Crinipellis perniciosa chromosomal analysis

Chromosomal DNA preparation from the saprotrophic mycelia of different
isolates of Crinipellis perniciosa, protoplasting and sample plug preparations were
done as described previously (RINCONES et al., 2003). Chromosomal separations
were carried out in a Contour—Clamped Homogeneous Electric Field (CHEF)
system (DR-Il, Bio-Rad, Herts) under the conditions described previously
(RINCONES et al., 2003), with minor modifications. Gels were run at 10-12 °C in
0.5 X TBE buffer at a constant current of 1.4 V/cm for a total 354 hours divided into
three blocks. Block 1 consisted of pulse intervals progressively increasing from
2700 seconds to 5000 seconds for 172 hours; Block 2 progressively increasing
from 2500 seconds to 3000 seconds for 80 hours; and Block 3 had a constant
pulse time of 2200 seconds for 102 hours. Approximate band sizes were calculated
from the relative migration of the chromosomes of the S. pombe size standard and
the reference isolate C01, whose chromosome sizes had been reported previously
(RINCONES et al., 2003). Densitometric analysis of the ethidium bromide-stained
pattern of the chromosomal bands was performed using the software Image
Master® VDS (Amersham Bioscience, Little Chalfont). CHEF gels were transferred
to membranes (Hybond N+, Amersham Biosciences) and probed with PCR
labeled-amplified fragments of: (1) ITS regions (WHITE et al, 1990) of the
ribosomal DNA (rDNA) of C. perniciosa; and (2) the insert of a genomic clone from
isolate CO1 showing significant sequence similarity (BLASTX, E value of 9E-13) to

a Reverse Transcriptase- RNase H integrase of Tricholoma matsutake (GenBank
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accession no. AY661428) (RINCONES et al, 2003). Prehybridization,
hybridization, and washing of the membranes were conducted according to the

manufacturer’s instructions.

4.3. RESULTS

4.3.1. Microsatellite-based PCR analysis
1K L1 L2 L3 L4 b L6 LY 51 52 53 54 1K

CG1 CGZ C19 C20 C21 C22 C23 C24 C2h C2b C27 1K

Fig. 4.2. Microsatellite primer based analysis with the primer TeloC1. Figure 4.2A shows
the banding profile for the seven L-biotype isolates amplified with the TeloC1 primer.
Figure 4.2B illustrates the PCR banding pattern of the four S-biotype isolates amplified
with primer TeloC1. Figure 4.2C shows a comparison of 9 out of the 11 C-biotype groups,
CG1 and CG2 correspond to the two chromosomal groups from Bahia and the other
isolate codes are as stated in Table 4.1. The isolate codes are as stated in Table 4.1. 1K
indicates the 1Kb DNA standard from Invitrogen. Arrows indicate the migration of the
2036, 1636, and 1018bp size markers
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C19 C20 C21 C22 CZ23 1K C24 C2h C26 CZ27 CGl1 CGZ2 COB Ci1h

1K L1 12 16 L3 14 L6 LY 1K CG1 CG2 51 52 53 54
-

Fig. 4.3. Microsatellite primer based analysis with the primer TeloA1R. Figure 4.3A shows
a comparison of the banding patterns for C-biotype isolates from the Amazon C19 to C27
and the representative chromosomal groups from Bahia CG1 and CG2 and the two CG1

subgroups, C08 and C15 amplified with the microsatellite primer TeloA1R. Figure 4.3B

shows the PCR banding profiles for the seven L-biotype isolates. Figure 4.3C illustrates a

comparison of the banding profile for CG1 and CG2 from Bahia and the four S-biotype

isolates from Minas Gerais. The isolate codes are as stated in Table 4.1. 1K, indicates

the 1Kb DNA standard from Invitrogen. Arrows indicate the migration of the 3054, 1636,
1018, and 506/517bp size markers.

The microsatellite PCR primer TeloC1 revealed genotypic differences
between the various isolates of the L- and S- biotypes, but failed to show any

difference for C-biotype isolates used in this study (Figures 4.2A, 4.2B and 4.2C).
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This was particularly interesting since it gave the same specific banding pattern for
all of the C-biotype isolates, regardless of their origin, allowing its differentiation
from the other biotypes, therefore suggesting that this primer could be used as a C-
biotype indicator (Figure 4.2C). The primer TeloA1R (CCCTAA)® (MEINHARDT et
al., 2002a; MEINHARDT et al., 2002b) was able to separate most of the biotype C-
, L- and S- isolates into specific groups (Figures 4.3A, 4.3B and 4.3C). The C-
biotype isolates from Bahia were separated into two groups with the TeloA1R
primer, CG1 (comprising isolates C01, C02, C03, C04, C08, C09, C11, C14, C15
and C17) and CG2 (comprising isolates C05, C06, C07, C10, C12, C13, C16, and
C18). The nine Amazon isolates were separated into 7 groups with the three
isolates from Para C20, C22 and C23 representing a single group (Fig 3A). All of
the L- and S- biotype isolates showed genetic variations with the TeloA1R primer
(Figures 4.3B and 4.3C). In the case of the L-biotype isolates, this primer revealed
a somewhat similar banding patterns for L1 and its progeny L7 indicating that
alterations in a given population could possibly be monitored with this primer. All

PCR amplicons for the different primers ranged from 3000 bp to 500 bp in size.
4.3.2. Electrophoretic karyotype

Figure 4.4A shows the four different karyotypes obtained for the 18 C-
biotype isolates (C01-C18) collected in various regions of Southeastern Bahia in
Brazil: C01-C18 (Table 4.1). Most of the isolates from this region could be grouped
into two different karyotypes that were designated as CG1 (comprising isolates
C01, C02, C03, C04, C09, C11, C14, and C17) and CG2 (comprising isolates C05,
C06, CO07, C10, C12, C13, C16, and C18). The other two karyotypes were
exhibited by isolates CO8 and C15 and they are both very similar to karyotype
CG1: in the case of isolate CO08, its karyotype showed an extra band of
approximately 4.5 Mb in size (arrow on Fig. 4.4A) while the karyotype of isolate
C15 presented a slightly smaller 5" band (arrow on Fig. 4.4A). In contrast, all nine
isolates collected in the Brazilian Amazon (C19-C27, Table 4.1) exhibited different

karyotypes, varying in band number and sizes, as shown in Figure 4.4D.
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CG1 CG2 C15 Co8 f-’ﬁﬁh &

Fig. 4.4. Chromosome-length polymorphisms between isolates of the C-Biotype of
Crinipellis perniciosa from Brazil. Figure 4.4A shows the four different karyotypes obtained
for the 18 C-biotype isolates collected in Southeastern Bahia (C01-C18, Table 4.1). Figure

4.4B depicts the densitometric analysis of the ethidium bromide-stained pattern of
karyotype CG1, numbers represent the integrated optical density (IOD) for the respective

peaks. Figure 4.4C shows the densitometric analysis of the ethidium bromide-stained
pattern of the karyotype of isolate C08, numbers represent the IOD of the respective
peaks. Figure 4.4D shows the karyotypes of the nine C-Biotype isolates obtained from the
Brazilian Amazon (C19 through C27) and reference isolate CG1, for comparison. CG1:
Karyotype of the C-biotype Group 1 consisting of isolates C01, C02, C03, C04, C09, C11,
C14, and C17. CG2: Karyotype of the C-biotype Group 2 consisting of isolates C05, C06,
C07, C10, C12, C13, C16, and C18. Sizes correspond to the relative migration of the three
large chromosomes of Schizosaccharomyces pombe (strain 972h, Bio-Rad)

Figure 4.5A shows the karyotypes obtained for all isolates of the S- and L-

biotypes. The CG1 karyotype is shown for comparison purposes. All isolates
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examined for these two biotypes exhibited different karyotypes, varying in band

number and sizes.

A densitometric analysis of the ethidium bromide-stained banding pattern
was performed for all karyotypes. Two of these analyses are shown as examples
(Figs. 4B and 4C) to illustrate that the relative intensity of the ultraviolet
fluorescence was higher for some bands. This result suggests that each of these
bands represent at least two chromosomes, which could be homologous or
heterologous chromosomes of similar sizes. Results from the densitometric
analysis were taken into consideration when calculating total genome sizes for
each isolate (Table 4.2).

Table 4.2 shows the approximate sizes of the bands and summarizes the
electrophoretic karyotypes for each isolate, grouped by biotypes and geographic
origin.

4.3.3. Southern hybridization

Southern hybridization of blots from the gels presented in Figure 4.5B with
the ITS probe shows that the rDNA repetitions were usually clustered to a single
chromosome, independent of the biotype. Isolate L6 was the only exception with
the ITS probe hybridizing to two chromosomal bands (Figure 4.5B). The rDNA
repetitions were usually found on one of the two largest chromosomes, except in
isolate C25, where the ITS probe hybridized to the third chromosomal band (Figure
4.5B, Table 4.2).
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CG1 51 S2 S3

c13 115 RT
S —

Fig. 4.5. Analysis of the chromosome-length polymorphisms between isolates of the S-
and L- biotypes of Crinipellis perniciosa from South America. Figure 4.5A shows the
chromosome-length polymorphisms between isolates of the S- and L-Biotypes of the
Crinipellis perniciosa species complex together with reference karyotype CG1. Sizes

correspond to the relative migration of the three large chromosomes of
Schizosaccharomyces pombe (strain 972h, Bio-Rad). Figure 4.5B shows examples of the
Southern hybridization of the gels shown in Figures 4.4A, 4.4D and 4.5A with the two
probes tested. ITS: probe consisting of the ITS-amplified region of the rRNA locus of
reference isolates C01. RT: probe consisting of a PCR-amplified insert of a genomic clone
from isolate C01 showing high sequence similarity (BLASTx, E value 9E-13) to a Reverse
Transcriptase- RNase H Integrase of Tricholoma matsutake (GenBank accession no.
AY661428). Isolate designations are as in Table 4.1. Results of all hybridization
experiments are summarized in Table 4.2.
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Table 4.2. Estimated sizes and number of chromosomes of the 38 isolates examined of
the Crinipellis perniciosa species complex. The chromosomal bands were numbered
arbitrarily according to size in decreasing order.

Chromosomal Bands: S (n)

Biotype |lIsolate | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |M.size T.N.C. T.size
CG1t 5.2 (1)*4.6 (1)*3.9 (2)*3.6 (1)*3.3 (1)*3.0 (1)* 2.8 (1) - - 26.4 8 30.3

C Bahia CG2% 5.3 (1)*4.7 (1)*4.2 (1)*3.6 (1)*3.5 (1)*3.3 (1)*3.1 (1)* 2.7 (1) - 30.4 8 30.4
C08 (5.2 (1)*4.6 (1)*4.5 (1)*3.9 (2)*3.6 (1)*3.3 (1)*3.0 (1)* 2.8 (1) - 30.9 9 34.8

C15 5.2 (1)*4.6 (1)*3.9 (2)*3.6 (1)*3.2(1)*3.0 (1)* 2.8 (1) - - 26.3 8 30.2

C19 5.0 (2)*4.1 (1)*3.8(2)*3.4 (1)*3.0 (2)* - - - - 19.3 8 31.1

C20 5.5 (1)*4.9 (1)*4.1 (1)*3.6 (2)*3.3 (1)*3.0 (1)* 2.8 (1) - - 27.2 8 30.8

C21 5.4 (2)*4.5 (1)*4.1 (1)*3.7 (2)*3.4 (1)*3.1 (1)* 29 (1) - - 27.1 9 36.2

C22 [5.5(1)*4.9(2)*4.0 (1)*3.6 (2)*3.4 (1)*3.1 (1)* 2.9 (1) - - 27.4 9 35.9

C Amazon| C23 [5.5(1)*5.0 (2)*4.1 (1)*3.8 (2)*3.5 (1)*3.1 (1)* 2.9 (1) - - 27.9 9 36.7
C24 5.3 (2)*4.6 (1)*4.1 (1)*3.8 (2)*3.4 (1)*3.1 (2)* - - - 24.3 9 36.5

C25 5.2 (2)*4.6 (1)*3.8(2)*3.5 (1)*3.0 (1)*29 (1)* 2.7 (1) - - 25.7 9 34.7

C26 5.2 (2)*4.6 (1)*3.9 (1)*3.7 (2)*3.3 (1)*2.8 (1)*2.6 (1)* - - 26.1 9 35.0

C27 5.2 (2)*4.6 (1)*3.9 (1)*3.8 (2)*3.6 (1)*3.3 (1)*2.9 (1)* 2.7 (1) - 30.0 10 39.0

S01 5.3 (1)*4.8(2)*4.2 (1)*3.6 (2)*3.2 (2)*2.8 (2)* - - - 23.9 10 38.8

S S02 4.9 (2)*4.6 (1)*4.1 (2)*3.5 (1)*3.2 (1)*2.8 (1)*2.7 (1)* - - 25.8 9 34.8
S03 5.0 (2)*4.3 (1)*3.6 (2)*3.2 (1)*2.9 (1)*2.8 (1)* - - - 21.8 8 30.4

S04 5.3 (1)*4.9 (2)*4.1 (1)*3.9 (2)*3.7 (1)*3.5 (1)*3.3 (1)*3.0 (1)*2.8 (2)* 34.5 12 46.1

LOT [5.1.(1)*4.8 (2)*4.1 (1)*3.5 (1)*3.3 (1)*3.1 (1)*3.0 (1)*2.6 (1)* - 29.5 9 34.3

L02 4.9 (2)*4.1 (1)*3.5(2)*3.3 (1)*3.1 (1)*2.8 (1)* - - - 21.7 8 30.1

LO3 4.9 (2)*4.5 (1)*4.0 (2)*3.7 (1)*3.3 (2)*3.0 (2)* - - - 23.4 10 38.6

L L04 [5.2(1)*4.8 (2)*4.4 (1)*4.0 (1)*3.8 (2)*3.6 (1)*3.3 (1)*3.0 (1)* - 32.1 10 40.7
LO5 [5.2 (1)*4.8(2)*4.4 (1)*3.9 (2)*3.6 (1)*3.3 (1)*2.7 (1)*2.4 (1)* - 30.1 10 39.0

LO6 [5.3(1)*4.8 (2)*4.3 (1)*3.9 (2)*3.6 (1)* 3.1 (1) 2.7 (1) - - 27.7 9 36.4

LO7 [5.2 (1)*4.8(2)*4.1 (2)*3.5 (1)*3.2 (1)*3.0 (1)* - - - 23.8 8 32.7

1 CG1 refers to all C-biotype isolates from Bahia that exhibit the
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karyotype CG1: CO01,
C02, C03, C04, C09, C11, C14, and C17. £CG2 refers to all C-biotype isolates from Bahia
that exhibit the karyotype CG2: C05, C06, C07, C10, C12, C13, C16, and C18. S,
approximate size of the band expressed in Mb; (n), relative number of chromosomes per
band as detected by the densitometric analysis. M. Size, minimal genome size. T.N.C.,
total number of chromosomes. T. Size, total genome size. The rDNA genes are located on
double-underlined chromosomal bands. *Chromosomes marked by the RT probe.
Chromosomes in bold indicate differences between the C08 and C15 karyotypes in
relation to the CG1 karyotype.




The probe containing a sequence similar to a Reverse Transcriptase-
RNase H integrase (RT) hybridized to most bands of every isolate examined with
the exception of the smaller bands in some isolates (Figure 4.5B, Table 4.2). This
result suggests that retrotransposons are widespread throughout the genome of all

isolates examined.

4.4. DISCUSSION

In this study, we report genetic and chromosomal-level variability of
isolates within and among three different biotypes of the Crinipellis perniciosa
species complex, collected from different geographic locations. This constitutes
one of the most comprehensive studies reported to date for this species with
regards to the number of isolates from different basidiomes, geographic distance
between collection points for the various isolates, and number of different biotypes
examined. We also present for the first time the electrophoretic karyotypes of S-
and L-biotypes of C. perniciosa. This study is the first in a series of reports that will
attempt to form a cohesive understanding of genetic variability found in the various
biotypes of this fungal pathogen, which will be used to formulate how the variability

affects the pathogen-host interaction as well as disease development.

RAPD fingerpriniting by Andebrhan et al. (ANDEBRHAN et al., 1999) of
isolates collected at the beginning of the WBD outbreak in Bahia, suggested that
there had been two discrete introductions of the pathogen (i.e. two independent
genotypes), a hypothesis that correlates with the presence of only two different
karyotypes among more recently collected samples (RINCONES et al., 2003) and
only two populations detected in Bahia through AFLP analysis (PLOETZ et al.,
2005). This evidence clearly shows the stability of the C- genotypes in Bahia,
which have remained almost unchanged from the time of their introduction. Due to
this natural genetic stability of the clonal populations of the C- and S- biotypes and
their non-outcrossing reproductive strategy, it is possible to supplement the genetic

variability analysis with chromosomal analysis via electrophoretic karyotyping.
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With a single exception, all C-biotype isolates collected in Southeastern
Bahia-Brazil (C01 to C18) possessed 8 chromosomes and a total genome size of
approximately 30 Mb; only one isolate (C08) possessed 9 chromosomes with an
estimated total genome size of 34.8 Mb. In fact, C-biotype isolates collected in this
region were very homogeneous in their karyotypes, with eight isolates presenting
karyotype CG1 and another eight isolates presenting karyotype CG2 (Table 4.2).
These two karyotypes are identical to those previously reported in Bahia,
comprising only four isolates that were included in this work (RINCONES et al.,
2003) and these two chromosomal groups (CG1 and CG2) are supported by the
microsatellite primer, TeloA1R, which separated all of the C-biotype isolates from
Bahia into two groups that were identical to the chromosomal groups. The two
additional karyotypes for this region represented by isolates C08 and C15 are
remarkably similar to karyotype CG1. C15 differs from CG1 in the size of the fifth
band, which appears slightly smaller, while isolate C08 differs from CG1 with an
additional band of approximately 4.5 Mb. Furthermore, polymorphisms associated
with the hybridization of the rDNA between these four karyotypes from Bahia lends
support to the CG1 origin of C08 and C15. The data showed that this marker
hybridized to the second largest chromosome (4.6 Mb) in karyotypes CG1, C08
and C15 and the largest chromosomal band (5.3 Mb) in the CG2 karyotype (Figure
4.5B, Table 4.2). These apparent subgroups of CG1 could not be detected by any
of the microsatellite markers tested, which shows the limitation of PCR based
analysis, especially in the detection of chromosomal rearrangements that can only

be revealed by pulsed-field gel electrophoresis.

These subgroups of CG1 are possibly the result of very recent
differentiation events and the chromosomal differences between isolates C08 and
C15 in comparison to CG1 are subtle and could have arisen from the CG1
karyotype in a single event: either a deletion or a translocation of a portion of the
fifth chromosome in the case of isolate C15; and a duplication in the case of isolate
C08. It is also probable that band 2 of the CG1 karyotype represents two
chromosomes, and a small portion of one of these chromosomes was translocated,

thus generating two different sized chromosomes in isolate CO08. The
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densitometric analysis of isolate C08, which shows bands 2 and 3 are less intense
than bands 1 and 4 (Figure 4.4C), supports this latter hypothesis and suggests that
the CG1 karyotype could have doublets at chromosomes 1, 2, and 3. This would
increase the total genome size of the CG1 isolates to 40.1 and the total number of
chromosomes to 10. Although this is a large increase in relation to the size
reported previously, the total genome size determined by the Feulgen staining
technique would support such an increase (32.98 + 7.94 Mb) (RINCONES et al.,
2003). Furthermore, bioinformatic analyses of the shotgun assemblies have
generated a 37 Mb estimation of the total genome size (unpublished data), which

also supports the hypothesis of a larger genome.

The microsatellite analysis of the nine C-biotype isolates collected in the
Brazilian Amazon region (C19 to C27, Table 4.2) with the PCR primer TeloA1R
separated all of them into discrete groups which corresponds to chromosomal
variability except for isolates C20, C22 and C23 (Figure 4.3A and Figure 4.4D).

Karyotypes for the C-biotype Amazon isolates differed among each other
with respect to the number of chromosomes, sizes, and total genome size. These
isolates presented from 8 to 10 chromosomes and their total genome sizes varied
from 30.8 to 39 Mb (Table 4.2). The ITS probe hybridized in most cases to band 2,
with the exceptions of isolate C19, in which the ITS probe hybridized to the largest
chromosome, and isolate C25, in which the rDNA chromosome was located on
band 3 (Figure 4.5B, Table 4.2). The size of the rDNA chromosome for the
Amazonian C-biotype isolates varied considerably more, from 3.8 and 5.0 Mb, in
comparison to the Bahia isolates in which the size of the rDNA chromosome was
either 4.6 or 5.3 Mb. This variation in the size of the rDNA chromosome may be
involved with unequal crossing over events that would accumulate over time and
would result in alterations that persist in new clonal populations. The isolates C20,
C22 and C23, which were grouped together by the TeloA1R primer, are from the
same state and two of the isolates are from locations in close proximity, suggesting
that the similarity observed could have been derived from a common ancestor.
This situation agrees with the findings of PLOETZ et al. (2005), who identified

genetic homogeneity in the isolates of specific geographic regions. In agreement
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with this possibility, we detected only slight chromosome variations (Figure 4.4D)
among these isolates, and this could be a situation analogous to the subgroups of
CG1 found in Bahia. If so, this could suggest that chromosomal rearrangements
are the first step in population differentiation. Reproduction of the C. perniciosa
species complex is strictly sexual via meiosis within basidia (DELGADO e COOK,
1976; GRIFFITH e HEDGER, 1994a) and in agreement with the meiotic
maintenance hypothesis proposed by Kistler and Miao (KISTLER e MIAO, 1992),
in Bahia, where the fungus has been established for at least 15 years, only a very
low chromosomal variation (chromosomal length polymorphisms — CPL) could be
detected.  Although the meiotic maintenance hypothesis is supported by
observations in several fungal species (KISTLER e MIAO, 1992; ZOLAN, 1995;
POGGELER et al., 2000) there are reports of sexually reproducing fungi, such as
Coprinus cinereus (ZOLAN et al., 1994), Septoria tritci (MCDONALD e
MARTINEZ, 1991), Leptosphaeria maculans (PLUMMER e HOWLETT, 1993),
Ophiostoma ulmi (DEWAR e BERNIER, 1995), and Pythium sylvaticum (MARTIN,
1995), with extensive CLPs that are generated and maintained through meiotic
processes without apparent reduction in fertility. The C-and S-biotypes exhibit
primary homothallism (non-outcrossing) and any polymorphisms that arise could in
principle be perpetuated by autofertilization, which could explain the origin of C08
and C15. If so, further analysis of isolates from Bahia may reveal additional

subgroups that have originated from this process.

In addition to the TeloA1R microsatellite primer that correlates with
chromosomal variation, a C-biotype specific PCR primer (TeloC1) was found
(Figure 4.3C). Data derived from this primer shows that the C- S- and L- biotypes
appear to be distinct groups within the species complex, thus reinforcing the

differentiation into the various biotypes.

All four of the S-biotype isolates and the seven L-biotype isolates
examined revealed distinctly different microsatellite groups and karyotypes.
(Figures 4.3B, 4.3C and 4.5A, Table 4.2). The S-biotype showed the most
variations, with karyotypes that exhibited between 8 and 12 chromosomes and

their total genome sizes varied from 30.4 to 46.1 Mb. In the case of the L-biotype,
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the karyotypes were between 8 and 10 chromosomes and genome sizes ranged
from 30.1 and 40.7 Mb. Except for the presence of bands smaller than 2.7 Mb in
some isolates of the L-biotype, no significant differences were observed between
the karyotypes of the three biotypes that would allow a general correlation of
karyotype with host specificity. However, the limited chromosomal-level genetic
variability observed in the C-biotype isolates from Bahia in comparison to C-biotype
isolates from the Amazon and to the S-biotype isolates found in the neighboring
state of Minas Gerais, Brazil support the hypothesis that C-biotypes were
introduced into Bahia from the Amazon region (ANDEBRHAN et al., 1999).

Southern hybridization of the CHEF gels blots for the S-biotype revealed
that the ITS probe hybridized to the first or second largest band, but the size of this
band varied only from 4.8 to 5.0 Mb among the four isolates (Figure 4.5B, Table
4.2). The situation was very similar in the L-biotype, with the rDNA chromosomes
varying only from 4.8 to 5.2 Mb in size, with a single remarkable exception, isolate
L6, in which the ITS probe hybridized to bands 1 and 3 (5.3 and 4.3 Mb,
respectively). Isolate L6 was the only one of the 38 isolates examined that
exhibited two rDNA chromosomes (Figure 4.5B, Table 4.2). This situation could
have arisen from a duplication of part of the rDNA chromosome; however, our data
is too limited to allow any conclusions on this matter. Polymorphism in the rDNA
chromosome has been reported in numerous species of fungi and may be
produced by a number of mechanisms (ZOLAN, 1995). CLPs among L-biotype
isolates were detected even between isolates collected only a few meters apart.
These isolates belonged to different somatic compatibility groups but may have
been related as evidenced by shared mating type factors, as was the case with
isolates L6 and L7 collected from the same vine in Bosque Viejo, Pichilingue
Province, Ecuador, which shared two mating type factors (A9 and B10) and thus
may have been sib-related (GRIFFITH e HEDGER, 1994b). A comparison of the
karyotypes of the parental isolate L1 and its monokaryotic progeny L7 shows that
some of the bands from the parental isolate (L1) are conserved but different-sized
bands arise in the progeny (L7: Bands 1, 3 and 5; Figure 4.5A, Table 4.2).
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The Southern hybridization of the CHEF gel blots to a genomic probe
showing high sequence similarity to a reverse transcriptase from C01 marked most
of the chromosomal bands of all the isolates analyzed (Figure 4.5B, Table 4.2). In
addition, preliminary gene expression analysis of this same clone through DNA
microarray technology suggests that the presence of cocoa extracts activate these
genes (Maricene Sabha, pers. com.), and this could be a mechanism for
introducing genetic variation, given the fact that this fungus must undergo meiosis
in order to produce basidiospores (DELGADO e COOK, 1976; EVANS, 1980). The
role of transposable elements in the reorganization of a fungal genome through
ectopic recombination or simply by their activation has already been reported in
several fungal species, such as Fusarium oxysporum (DAVIERE et al., 2001),
Magnaporthe grisea (DOBINSON et al., 1993), Schizosaccharomyces pombe
(LEVIN et al., 1990), Saccharomyces cerevisiae (BOEKE, 1989), and Neurospora
crassa (KINSEY e HELBER, 1989). A similar mechanism might be at work in C.
perniciosa and several families of transposable elements have already been
detected in the genome of this phytopathogen (PEREIRA et al., 2003; ARAUJO et
al., 2004).

This study shows that genetic variation between isolates within a given
biotype and between biotypes can be determined with microsatellite based PCR
combined with chromosomal analysis. Further studies of additional isolates of this
pathogen, along with detailed mapping of locations and hosts from Bahia and from
the entire Amazon region would allow for a more complete genetic variability
evaluation of the fungus. Future studies are now needed to utilize this information
along with pathogenicity data to develop an overall picture of how genetic

variability within this species complex effects the pathogen-host interaction.

Furthermore, our results suggest that the chromosomal rearrangements
observed in C. perniciosa are generated through meiotic processes, which may
involve the presence of multiple copies of retrotransposons. Therefore, it is
important that isolates comprising as many C-biotype genetic variability
groups/karyotypes as possible should be taken into consideration when assessing

resistance of cacao clones. Our results indicate the fragility of the current breeding
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program being conducted in Brazil. All cacao clones selected have been
challenged against only the two main genotypes of C. perniciosa present in Bahia,
which may be a very limited strategy that would render the culture very susceptible
to new introductions from the Amazon. Therefore, it is imperative that a new
concept for this program be considered and that phytosanitary measures are
strengthen in order to prevent the entrance of new C-biotype isolates into Bahia,
thus possibly extending the time for resistance break down (BARTLEY, 1986) of

the newly-planted resistant cacao clones.
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IDENTIFICACAO DE GENES EXPRESSOS NOS MICELIOS BIOTROFICO E
SAPROTROFICO DO FUNGO CAUSADOR DA VASSOURA-DE-BRUXA,
CRINIPELLIS PERNICIOSA

Como o intuito de obter um melhor entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na patogenicidade de C. perniciosa durante sua interagédo
com o cacaueiro, realizamos uma analise de ESTs a partir de bibliotecas de cDNA
obtidas dos micélios biotrofico e saprotrofico do fungo. Foram obtidas trés
bibliotecas ndo normalizadas e enriquecidas com transcritos completos: micélio
saprotrofico crescido em glicose e em extrato de cacau e micélio biotréfico
induzido com extrato de cacau. Adicionalmente, aplicamos a estratégia de
hibridacdo subtrativa por supressdo para obter uma biblioteca subtrativa
enriquecida com genes induzidos pela presenga de extratos do hospedeiro no
micélio saprotrofico. 3650 reads de boa qualidade provenientes das quatro
bibliotecas foram clusterizados produzindo 1427 unigenes. 534 destes unigenes
(36%) mostraram similaridade significativa (E-value < 1E-05) com sequéncias de
proteinas nas bases de dados publicas. Os genes do micélio saprotréfico
induzidos pelo hospedeiro estavam principalmente envolvidos em processos como
a fosforilagao oxidativa e produgao/degradacao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), além de toxinas com propriedades antifungicas e enzimas envolvidas na
degradacédo de lignina. A analise dos genes expressos no micélio biotrofico
também revelou a presenga de varios relacionados a producdo de EROs, genes
indicativos de uma condicdo de baixa concentracdo de aminoacidos no meio de
cultura (numerosas tRNA lugases e sintetases) e genes com similaridade a
proteinas envolvidas na resposta hipersensitiva em plantas (RH), tais como
proibitinas e estomatinas. Adicionalmente, numerosas proteases e peptidases
foram expressas no micélio biotréfico, as quais poderiam estar envolvidas na
defesa do patdgeno contra o sistema de defesa da planta. A expressao diferencial
de genes selecionados foi confirmada por ensaios tipo northern blot e northern
reverso. Estes resultados contribuem para o entendimento dos mecanismos
moleculares que governam a interagao planta-patdégeno na VB e tém auxiliado na

identificacao de possiveis alvos para o desenho de drogas.
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5.1. INTRODUCAO

Crinipellis perniciosa (Agaricales, Tricholomataceae) é o agente etioldgico
da VB do cacaueiro (Theobroma cacao). Desde a primeira ocorréncia registrada
no Equador em 1894, a doenca tem se espalhado a todas as plantacbes de cacau
da América e das ilhas do Caribe causando severas perdas econbmicas
(PEREIRA et al., 1996; PURDY e SCHMIDT, 1996; GRIFFITH et al., 2003). Os
efeitos da doencga tém sido especialmente severos na regido produtora do sudeste
da Bahia, Brasil, onde as plantacbes foram abandonadas ou substituidas por
outras culturas, como pastagens e café. Esta substituicio trouxe como
consequéncia a destruicao dos resquicios de Mata Atlantica que conviviam com as
culturas de cacau, além de constituir o mais grave problema socioeconémico da
regido. A doencga VB foi detectada pela primeira vez no sudeste da Bahia em 1989
(PEREIRA et al., 1989). Em apenas uma década, o Brasil passou do segundo
maior produtor mundial de cacau para o quinto, sua produg¢ao anual caiu para a
metade e atualmente deve recorrer a importagdo de cacau para suprir sua
demanda interna (BRAZILIAN MINISTRY OF AGRICULTURE, 2002).

Diversas estratégias de controle para a doenga (quimicas, fitossanitarias e
biolégicas) tém sido aplicadas no Estado da Bahia, mas a maioria tém se
mostrado inviaveis nas atuais condi¢gdes de baixa produtividade e baixo valor do
produto (PEREIRA et al., 1996; PURDY e SCHMIDT, 1996). Atualmente, muitos
esforgcos estdo sendo dirigidos a programas de melhoramento genético do
cacaueiro, evidenciado pela existéncia de um programa de enriquecimento de
germoplasma de cacaueiro que agrupa diversos atores a nivel mundial (ESKES et
al., 2000). Na Bahia, diversos clones resistentes a VB tém sido selecionados por
inspecao visual em plantacdes infectadas e estdo sendo clonados e distribuidos
para os produtores locais (PIRES e LUZ, 1995). Desafortunadamente, a
resisténcia destes clones parece ser determinada por um numero limitado de
genes dominantes (SILVA et al., 2001). Esta situacado € bastante precaria tendo
em vista que a quebra de resisténcia pelo patéogeno ja foi demonstrada no
Equador, onde clones resistentes de cacau viraram susceptiveis apdés algumas

geracgdes do fungo (BARTLEY, 1986). Assim, desenvolvimento de estratégias de
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controle alternativas para esta doenca constitui uma prioridade para a

cacauicultura Bahiana.

A biologia da interacao Crinipellis-Cacao é extremamente complexa e tem
sido pouco estudada do ponto de vista molecular. O fungo C. perniciosa exibe um
ciclo de vida hemibiotrofico que acompanha os sintomas na planta: os esporos
germinam e formam um micélio monocariotico e biotréfico que infecta os tecidos
meristematicos do cacaueiro, como brotos, frutos em desenvolvimento e
almofadas florais, causando inchago e crescimento anormal do tecido afetado que
forma as vassouras verdes caracteristicas. Durante o segundo estagio, o fungo
apresenta um micélio dicaridtico e saprotréfico que causa a necrose do tecido
infectado, formando assim as vassouras secas. Sobre as vassouras secas s&o
formados os basidiomas que dispersam cada vez mais a doenca (EVANS, 1980).
Desconhece-se o evento molecular que causa a mudanca da fase biotrofica para a
necrotréfica e se a morte do tecido infectado € causa ou consequéncia desta

mudanga na fisiologia do micélio.

Um estudo a nivel bioquimico da interagcdo Cacau-C. perniciosa foi
recentemente publicado por nosso grupo e teve o intuito de realizar uma analise
sistematica das mudangas que ocorrem no cacaueiro ao nivel de diversos
parametros bioquimicos durante a progressdo da doenca. O objetivo final do
trabalho foi correlacionar estas mudangas com os sintomas da doenca e
possivelmente também com as mudancas fisioldgicas do fungo (SCARPARI et al.,
2005). Assim, os autores analisaram o conteudo de agucares soluveis,
aminoacidos, alcaloides, etileno, compostos fendlicos, taninos, flavonoides,
pigmentos, malondialdeido (MDA), glicerol e acidos graxos em brotos de cacau
durante o desenvolvimentos da doenca. Entre os numerosos resultados os autores
estabeleceram que o tecido infectado mostra alteragdes bioquimicas coordenadas
que indicam uma forte resposta a estresse que parece estar modulada pela
producao de etileno, indicando assim que os niveis de etileno podem ter um papel
essencial no desenvolvimento das vassouras. Adicionalmente, eles mostraram
que as vassouras verdes possuem quantidades significativamente maiores de
glicerol quando compradas aos tecidos sadios, indicando assim que este

composto pode ter um papel essencial na manutencdo da fase biotrofica do fungo.
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De fato, recentemente foi estabelecido por nosso grupo que o uso de glicerol
como unica fonte de carbono em meio definido é capaz de manter o crescimento
de um micélio com caracteristicas de biotrofico sob condigdes de laboratério; este
micélio muda rapidamente a fase saprotréfica quando qualquer outra fonte de
carbono é utilizada no meio de crescimento (MEINHARDT et al.,, 2006). Estes
estudos tém mostrado a grande complexidade das interagdes bioquimicas que
ocorrem entre a planta e o patégeno durante o desenvolvimento da VB, mas ainda
permanece sem resposta a pergunta sobre como o fungo causa o modula as

respostas observadas na planta.

Analises em larga escala da expressao génica durante a interagao planta-
fungo constitui a proxima etapa a ser abordada na obtengcdo de novos
conhecimentos sobre os eventos moleculares que governam o estabelecimento da
VB no cacaueiro. A hibridag&o subtrativa por supresséo (SSH) (DIATCHENKO et
al., 1996) constitui uma técnica poderosa que permite a construgéo de bibliotecas
de cDNA normalizadas e enriquecidas com genes que Sao expressos
preferencialmente durante a interagcdo planta-patogeno (BIRCH et al.,, 1999;
DELLAGI et al, 2000; BIRCH e KAMOUN, 2000; XIONG et al, 2001;
GUILLEROUX e OSBOURN, 2004). Uma limitacdo desta metodologia € que gera
fragmentos de cDNA pequenos que podem dificeis de analisar; assim, a analise
de clones de cDNA de transcritos completos gerados diretamente a partir do RNA
do tecido do fungo, sem normalizar, pode ser utilizado como uma estratégia
complementar (QUTOB et al., 2000; RAUYAREE et al., 2001; KIM et al., 2001a;
SUGUI e DEISING, 2002; KRUGER et al., 2002; KARLSSON et al., 2003;
GUILLEROUX e OSBOURN, 2004). No presente trabalho utilizamos uma
combinagdo destas duas estratégias para investigar a expressdo de genes do
fungo durante os dois estagios principais do seu ciclo de vida: os micélios
biotréfico e saprotrofico de C. perniciosa induzidos com extratos do hospedeiro,

Theobroma cacao.
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5.2. MATERIAIS E METODOS
5.2.1. Isolados do Fungo e Condicoes de Crescimento

Foram utilizadas duas linhagens diferentes. Para o estudo inicial sobre o
efeito do extrato de cacau sobre a expressao génica do micélio saprotréfico de C.
perniciosa e para manter consisténcia entre o projeto genoma e o estudo de ESTs,
foi utilizada a linhagem do fungo CP02. Esta linhagem é um isolado da regiao
cacaueira de Barro Preto — Bahia, originado a partir de uma cultura monospoarica.
A segunda linhagem, BP10, foi utilizada para o estudo da fase biotrofica de C.
perniciosa, ja que nao foi possivel encontrar esporos da linhagem CP02, os quais
resultam essenciais na obtengdo do micélio biotréfico. Ambos os isolados
apresentam patogenicidade a plantas suscetiveis de cacau, tendo sua
patogenicidade confirmada a cada seis meses de manutengdo em cultura sob
condi¢gdes de laboratério. Resultados de eletroforese em gel de campo pulsado
(RINCONES et al., 2003) revelaram que o tamanho do genoma do isolado CP02 é
de aproximadamente 30 Mb com oito cromossomos que variam de 2,9 a 5,2 Mb
em tamanho. O isolado BP10 é oriundo de Itapebi na regido cacaueira da Bahia e
apresenta um cariétipo com 8 bandas cromossémicas variando de 2,8 a 5,2 Mb
(RINCONES et al, 2006). Cultivos destes dois isolados sdo mantidos
constantemente no nosso laboratério em placas de meio Malte-Extrato de
Levedura a 27° C.

Para a extracdo do RNA do micélio saprotrofico foram iniciadas 10
culturas do isolado CP02 de C. perniciosa (micélio saprotréfico) em meio sintético
contendo 1% de glicose (0,6% KNO3, 0,052% KCI, 0,052% MgSO04, 0,152%

KH2PO4, tragos de FeSO4 e ZnSO4, 1% Dextrose e NaOH para ajustar o pH a
6,8) em incubadora a 27 °C e agitagado a 250 rpm durante um periodo inicial de
sete dias. Apds os sete dias de crescimento, o meio de cultura foi trocado em
cinco das culturas por mais meio sintético contendo 1% de glicose para gerar a
populacao de RNA driver e nas restantes cinco culturas foi substituido por meio
sintético contendo 1% extrato de cacau (fruto de cacau liofilizado e moido) em
lugar da glicose para gerar a populagdo de RNA tester. O extrato de cacau foi
mantido dentro de uma membrana de didlise para evitar extrair RNA de cacau

junto com o RNA do fungo. As culturas do fungo foram crescidas nos dois meios
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durante cinco periodos de crescimento: 24 h, 48 h, 72 h, 6 dias e 8 dias mantendo
as mesmas condi¢gdes de temperatura e agitacdo. A extracdo de RNA total apds
varios periodos de crescimento garante a obtengcdo da maioria dos transcritos de
curta duragdo (NEWMAN et al., 1994; RINCONES et al., 2006).

Para a construgcao da biblioteca de EST contendo transcritos de micélio
biotrofico foi utilizada a linhagem BP10. Para a obtengao do micélio biotrofico, os
esporos desta linhagem foram germinados sobre agar agua e as coldnias
resultantes foram transferidas individualmente para meio de cultura liquido como
descrito por MEINHARDT et al. (2006). As colbnias cresceram durante 14 dias
neste meio e foi verificada a auséncia de grampos de conexao (caracteristicos do
micélio dicariotico da fase saprotréfica) durante todo o periodo. Apds este periodo,
foi adicionado mais meio de cultura suplementado com extrato de cacau
proveniente de meristemas jovens (0s quais sao suscetiveis a infecgdo por C.
perniciosa). O fungo assim induzido foi crescido durante 14 dias adicionais. O
longo periodo de crescimento foi necessario para obter uma quantidade suficiente
de micélio para a extragdo de RNA total. Como um controle, o micélio saprotréfico
do isolado BP10 de C. perniciosa foi crescido nas mesmas condi¢gdes descritas
para o micélio biotrofico; o RNA total obtido a partir deste micélio saprotrofico foi

utilizado nas confirmagdes por northern blot e northern reverso.
5.2.2. Extracao de RNA e Construcao de Bibliotecas de cDNA

No caso do micélio saprotréfico do isolado CP02, apdés cada um dos
periodos de crescimento, uma amostra de cada tipo (Glicose e Extrato de Cacau
do micélio saprotroéfico) foi processada lado a lado para extragdo de RNA total
utiizando o kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) segundo as instru¢cdes do
fabricante. A quantidade e qualidade do RNA foi constatada por
espectrofotometria e em gel denaturante de 1,2% agarose na presenca de
formaldeido segundo protocolo padrao (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Apos,
foram misturadas em proporgdes equivalentes as amostras correspondentes aos
diferentes tempos de crescimento para obter assim uma unica amostra driver
(micélio crescido na presenca de glicose) e uma unica amostra tester (micélio

crescido na presenga de cacau).
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No caso dos micélios biotréfico e saprotréfico do isolado BP10, foi extraida
uma unica amostra de RNA total correspondente ao final do crescimento para
cada tipo de micélio. Esta extragdo também seguiu o protocolo do kit RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen).

Devido a que a extracao de RNA total a partir deste kit produz quantidades
limitadas de RNA, as populagdes correspondentes de cDNA foram sintetizadas
utilizando o sistema BD SMART™ cDNA Synthesis Kit (BD Biosciences-
Clontech™, USA, Palo Alto, CA). A técnica SMART é um sistema de amplificagédo
da segunda fita do cDNA por PCR que permite a sintese de cDNA a partir de
pequenas quantidades de RNA total utilizando PCR de Longa Distancia (LD-PCR),
evitando assim a extragdo prévia do mRNA. Para gerar as trés populagdes

diferentes de cDNA utilizamos apenas 1 ug de RNA total de cada populagéo.

Para a obtengcédo da biblioteca subtrativa geramos duas populagbes de
cDNA: micélio saprotréfico induzido com extrato de cacau (tester) e glicose (driver)
utilizando o kit Super SMART™ cDNA synthesis kit (BD Biosciences). Os primers
providos neste kit, os quais sao utilizados para gerar as populagdes de cDNA,
possuem o sitio de restricdo para a enzima Rsal que é utilizada para remover os
primers apds a sintese de cDNA e, por reconhecer um sitio com apenas quatro
pares de base, também pode cortar os transcritos maiores gerando assim
sequéncias menores com bordas abruptas que sao capazes de ligar aos dois
adaptadores diferentes utilizados nos passos subsequentes do processo de
hibridagdo subtrativa por supresséo, segundo as instru¢des do kit BD Clontech™
PCR-Select™ Subtraction kit (BD Biosciences). Uma vez finalizado o protocolo de
subtracdo, os produtos da PCR secundaria foram inseridos no vetor plasmidial
pGEM® TEasy (Promega Corporation, USA, Madison, WI), segundo instrugées do
fabricante, e transformados em bactérias competentes One-shot® E. coli DH10B™
(Invitrogen Corporation, USA, Carlsbad, CA) por eletroporagao. Esta biblioteca

subtrativa foi denominada SAP-SUB.

Para a construc&o das trés bibliotecas de transcritos completos: 1) micélio
saprotrofico (isolado CP02) induzido por extratos de cacau (SAP-CAC); micélio
saprotrofico (isolado CP02) crescido em glicose (SAP-GLI); e 3) micélio biotréfico

(isolado BP10) induzido com extratos de cacau (BIO), seguimos o protocolo do kit
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BD Creator™ SMART™ cDNA Library Construction Kit (BD Biosciences), no qual
os primers utilizados para gerar as moléculas de cDNA por LD-PCR contém sitios
de restricao especificos para a enzima Sfil, mas que sao diferentes para as bordas
3’ e 5" do cDNA, permitindo assim a clonagem direcionada dos transcritos no vetor
plasmidial pDNR-LIB provido no kit. Uma vez clonados, os plasmidios foram
transformados em bactérias competentes One-Shot® E. coli DH10B™ (Invitrogen)

por eletroporacio.

Colbnias brancas resultantes das quatro bibliotecas construidas foram
transferidas individualmente a microplacas de 96 pocos e crescidas em meio de
cultura permanente (Meio LB 0.5% NaCl contendo 10% Glicerol) e estocadas a -
80° C. Os clones foram denominados utilizando o sistema ideado para o Projeto

Genoma (http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/servies/protocolos), no qual séo

consideradas as seguintes informacgdes: isolado do fungo, estratégia de geragao

da biblioteca, numero da biblioteca e numero da placa.
5.2.3. Seqlienciamento e Analise das seqiiéncias

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada em placas de 96 pocos
seguindo a técnica de lise alcalina (ENGEBRECHT et al, 1998). O
sequenciamento dos insertos contidos nos plasmidios seguiu o protocolo do kit
DYEnamic ET Dye Terminator (Amersham Biosciences) baseado na técnica de
Sanger (SANGER et al., 1977). Foram utilizados 300 a 500 ng de DNA e 1
pmol/mL do primer universal M13 Forward para sequenciar as bibliotecas SAP-
CAC, SAP-GLI e BIO e o primer universal T7 para a biblioteca SAP-SUB. A
temperatura de anelamento foi de 50 °C e foram utilizados 40 ciclos de PCR para
completar a reacido. Os produtos da reacao de sequenciamento foram fracionados
e visualizados gerando cromatogramas em um sequenciador capilar MegaBACE
1000 (Amersham Biosciences). O sequenciamento foi feito em colaboragdo com o
Laboratério de Genbmica e Expressdo Génica (UESC-DCB) com a ajuda de
Robson Dias e sob a coordenagao do Prof. Dr. Julio Cascardo. O laboratério
responsavel pelo sequenciamento fez a submissao on-line dos cromatogramas
correspondentes as placas sequenciadas ao servidor do laboratério de
Bioinformatica do LGE (UNICAMP) através do link presente na pagina do projeto

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura).

67



Uma vez feita a submissao de uma placa qualquer, os programas PHRED
e PHRED2FASTA (EWING et al., 1998) foram utilizados para extrair as
sequéncias e sua qualidade em formato fasta a partir dos cromatogramas. O

programa CROSSMATCH (http://www.phrap.org) foi utilizado para mascarar as

sequéncias correspondentes a vetor, ribossomais e mitocondriais nos reads.
Todos os ESTs submetidos foram comparados contra diferentes bases de dados
utilizando a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). A ferramenta BLASTn foi
utilizada para procurar alinhamentos de nucleotideos entre os ESTs e a base de
dados do Projeto Genoma de Crinipellis perniciosa. Os resultados desta analise
foram utilizados para validar as bibliotecas de ESTs por identidade com os dados
do genoma de C. perniciosa. A ferramenta BLASTx foi utilizada para procurar
similaridade entre a tradugado a proteina (em seis possiveis quadros de leitura) dos
ESTs contra os dados armazenados nas bases de dados publicas (NR em NCBI:

http://www.ncbi.nlm.nih.qov) e contra uma base criada no Laboratério de

Bioinformatica do LGE (http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) contendo

exclusivamente sequéncias de fungos obtidas de diversas bases de dados,
incluindo a base de dados COGEME consistindo de ESTs de organismos

fitopatogénicos (http://cogeme.ex.ac.uk).

Trés critérios foram utilizados para selecionar os reads a ser considerados
para clusterizacdo e anotacdo: 1) mais de 200 bp com qualidade acima de 20
designada pelo programa PHRED; 2) Similaridade com proteinas de outros
organismos presentes nas bases de dados publicas utilizando a ferramenta
BLASTx com um E-value < 1E-05; e 3) Identidade na sequiéncia nucleotidica com
o banco de dados do Projeto Genoma de C. perniciosa utilizando a ferramenta
BLASTn com um E-value < 1E-10. A verificagdo de ao menos um critério significou

na aceitacao dos reads.

Uma vez selecionados os reads, foi realizada a trimagem e clusterizacgao,
a qual é importante para diminuir a quantidade de sequéncias que foram
analisadas e para organizar os reads num grupo menos redundante. Os reads
foram primeiramente trimados, mascarando as sequéncias de vetor com o
programa CROSSMATCH, e seguidamente foram removidas as sequéncias poli-

A, poli-T, de vetor e ribossomais. Esta trimagem também eliminou artefatos de
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montagem, sequéncias de baixa qualidade e sequéncias curtas (<100 bp)
(TELLES e SILVA, 2001). Os reads selecionados apds o processo de trimagem
foram clusterizados, o que consiste em agrupar reads similares e produzir
sequéncias de consenso utilizando o programa de montagem CAP3 (HUANG e
MADAN, 1999). Tanto os contigs (clusters com mais de um read) como os singlets
(clusters de um unico read) sao considerados como clusters ou unigenes. Uma
unica clusterizagéo foi feita considerando os reads das quatro bibliotecas. Todos
os clusters gerados desta forma foram novamente comparados contra as bases de
dados descritas anteriormente utilizando as ferramentas BLASTx e BLASTn.
Adicionalmente, a ferramenta BLASTx também foi utilizada para comparar os
clusters contra a base de dados do Gene Ontology Consortium

(http://www.geneontology.org) com o intuito de obter uma categorizagéo

automatica dos clusters. Os resultados da clusterizacdo e as diversas
comparagées foram  organizados numa tabela  disponivel  on-line

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/anotacdo) como sementes a ser anotadas

manualmente. Cada uma das sementes possui um link para a pagina de anotagao.

O Processo Biolégico foi selecionado de acordo com a categorizagao

proposta pelo Gene Ontology (http://www.geneontology.org). Para aqueles

unigenes nos quais nao foi colocada automaticamente uma categorizacédo pela
comparagao utilizando a ferramenta BLAST contra a base dados do Gene
Ontology, foi selecionado um Processo Bioldgico manualmente se o unigene
cumpria ao menos um dos seguintes critérios: 1) identidade de sequéncia
nucleotidica contra a base de dados do Projeto Genoma de C. perniciosa com E-
value < 1E-10; ou 2) similaridade na sequéncia de aminoacidos resultante da
tradugdo contra a base de dados de sequéncias de fungos com E-value < 1E-05.
Os clusters cumprindo ambos os critérios ou unicamente o critério 2 foram
categorizados de acordo com o resultado de BLASTx. Os clusters cumprindo
unicamente o critério 1 foram categorizados a partir da procura de ORFs (Open
Reading Frames) com o programa ORF Finder e posterior comparagao das ORFs

encontradas com a base de dados NR utilizando a ferramenta BLASTp para

identificacdo de dominios conservados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cqi).

Caso nao fosse encontrado nenhum dominio conservado, estes clusters foram
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categorizados como “Processo Bioldgico Desconhecido”. Os clusters que nao
cumpriram nenhum dos critérios foram anotados como “No Hits” e permanecerao
na base de dados de ESTs até que se comprove se pertencem a C. perniciosa

mediante sequenciamento ou sejam descartados como contaminantes.

Os resultados da clusterizagdo e anotagao foram organizados por
biblioteca através do programa “Northern Eletrénico” criado por Marcelo
Carazzolle do Laboratério de Bioinformatica do LGE

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/). Este programa €& um algoritmo que

permite obter um perfil de transcricao in silico que contabiliza o numero de ESTs
sequenciados de um mesmo unigene em relacado ao numero total de ESTs. Este
tipo de estratégia tem sido empregada para outros organismos (AUDIC e
CLAVERIC, 1997; OHLROGGE e BENNING, 2000; CLEGG et al, 2002;
RIBICHICH et al, 2005). Este programa foi utilizado para identificar genes
possivelmente induzidos pela presenca de extratos de cacau baseado na
frequéncia relativa com a que aparecem nas bibliotecas ndo normalizadas. Assim,
unigenes constituidos em sua maioria por reads provenientes da biblioteca SAP-
CAC e confirmados por sua presenga na biblioteca subtrativa Cacau menos
Glicose (SAP-SUB) foram selecionados como fortes candidatos a apresentar

expressao diferencial.
5.2.4. Validacao do Processo de Subtracao

Para a validacdo do processo de hibridacado subtrativa realizado, no qual
foi utilizado o RNA do micélio saprotrofico crescido em presenca de extratos de
cacau como tester e o0 RNA do mesmo micélio crescido em glicose como driver,
foram utilizados dois tipos de ensaio: o northern reverso e a PCR semiquantitativa.
O ensaio tipo northern reverso foi realizado como uma validagdo geral do
processo de subtracdo, utilizando os clones selecionados como candidatos a
apresentar expressao diferencial a partir da analise bioinformatica. A PCR
semiquantitativa foi utilizada para avaliar a diminuigdo de dois transcritos

expressos de maneira constitutiva apés a subtracao.

A PCR semiquantitativa permite comparar as quantidades iniciais de um

determinado gene em duas populagdes de cDNA: antes e depois da subtragao.
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Para isso, devem ser utilizados primers especificos para a amplificacdo de um
gene que nao mostre expressao diferencial (genes com expressao constitutiva), ja
que este deve ser subtraido durante o processo, e que ndo seja cortado pela
enzima Rsa |. Como molde devem ser utilizadas as populacbes de cDNA
subtrativa e controle (aquela populacdo de cDNA tester ligada a ambos os
adaptadores que nao foi submetida a hibridagdo subtrativa mas sim a PCR
supressiva) (GUILLEROUX e OSBOURN, 2004). Para este ensaio foram utilizados
primers especificos para amplificacdo de dois genes constitutivos, Actina (ACT) e
Fator de Necrose (NEP1). Os primers utilizados para a amplificacdo do gene ACT
foram Act-F (5'-CCACAATGGAGGACGAAGTCG-3) e Act-R (5-
CCCGACATAGGAGTCCTTCTG-3') e para NEP1 utilizamos NF-F (5-
CATATGATGGCGAGGCTCTC-3) e NF-R (5-GGATCCCCAAGTAATGCTATTATG-3).
Para as reagbes de PCR foram utilizados 50 ng de cada populacédo de cDNA
(subtrativa ou controle), 0.45 uM de cada primer (Forward e Reverse), 3 mM
Cloreto de Magnésio, 2mM dNTPs, 1X Tampao de Reagdo, e 2 unidades de

Platinum® Tagq polimerase (Invitrogen).

Para o ensaio tipo northern reverso (KANG et al., 2002; ROS et al., 2004;
ANDREWS et al., 2004; LU et al., 2004; CRAMER e LAWRENCE, 2004) foram
selecionados clones de interesse em virtude do resultado do sequenciamento
(Tabela 8.1, secdao 8. Anexos). Estes clones foram selecionados em base a
frequéncia que apareceram nas bibliotecas subtrativa e de transcritos completos e
foram classificados em quatro categorias diferentes: 1) clones que representam
genes constitutivos (aparecem em SAP-CAC e SAP-GLI, mas ndo em SAP-SUB);
2) clones diferencialmente expressos (aparecem em SAP-CAC e SAP-SUB e nao
em SAP-GLI); 3) possiveis falsos positivos (aparecem em SAP-SUB, SAP-CAC e
SAP-GLI); 4) clones que representam genes de interesse (aqueles com possivel
funcdo na patogenicidade e que queremos confirmar se possuem expressao
diferencial). Para a realizacdo deste ensaio, primeiramente foi feito um rearranjo
dos clones selecionados a uma placa de 96 pogos de acordo com as categorias
descritas na Tabela 8.1 (Fig. 8.1).

Uma vez crescidas as colénias na placa rearranjada e no antibiético

apropriado, os insertos destes clones foram amplificados por PCR de colbnia
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utilizando o par de primers adequado ao vetor de clonagem: no caso do plasmidio
pDNR-LIB (Clontech, bibliotecas SAP-CAC e SAP-GLI), os primers utilizados
foram o Clontech-Forward (5-GTAAAACGACGGCCAGT-3’) e o Clontech-Reverse
(5-AAACAGCTATGACCATGTTCA-3’); j& para o plasmidio pCR®4-TOPQO®
(Invitrogen, biblioteca SAP-SUB) os primers para amplificacdo do inserto foram o
M13 Forward (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3') e o M13 Reverse (5-
GTAAAACGACGGCCAG-3’). Os componentes da reagdo de PCR de colbnia sdo
descritos a seguir: 1X tampao para PCR (Invitrogen), 1,3 mM MgCl,, 0,13 mM
dNTPs, 0,13 uM primer Forward, 0,13 uM primer Reverse, 1 unidade de Platinum®
Taq (Invitrogen) e 2 uL da cultura de E. coli DH10B contendo o vetor num volume
final de 50 puL. As reagdes foram realizadas em placa de 96 pogos e transferidas
ao termociclador com o seguinte programa: desnaturacdo a 94° C do anticorpo
anti-Taq por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94° C, 45
segundos a 55° C e 45 segundos a 72° C; para finalizar, a reagéo foi incubada a

72° C por 7 minutos para polimerizacao final.

Os insertos amplificados por PCR foram quantificados em gel de 1%
agarose contendo 0,5 ug/ml de brometo de etidio, utilizando como padrdao de
concentragdo o DNA do fago lambda (A, Tamanho= 48 Kb) nas concentragdes de:
A) 55,2 ng/uL; B) 27,6 ng/uL; e C) 13,8 ng/uL e tomando em consideragao o
tamanho de cada inserto. Uma vez quantificados, os insertos amplificados foram
diluidos a uma contragao final de 10 ng/uL A partir desta diluicdo 200 ng de cada
inserto foram fixados em membrana de nylon (Hybond N*, Amersham
Biosciences) utilizando um manifold a vacuo de 96 pogos (Promega) e seguindo
um protocolo padrao de transferéncia em solugéo salina tipo dot blot (SAMBROOK
e RUSSELL, 2001). O DNA foi ligado covalentemente a membrana por calor a 80°

C por 2 horas. Foram realizadas trés réplicas desta membrana.

As membranas contendo os insertos amplificados foram hibridadas contra
trés sondas de cDNA diferentes: 1) cDNA sintetizado a partir do RNA de micélio
de C. perniciosa crescido em extratos de cacau segundo a metodologia SMART
(Clontech); 2) cDNA sintetizado a partir do RNA de micélio do fungo crescido em
glicose segundo a metodologia SMART (Clontech); e 3) cDNA da biblioteca

subtrativa (Cacau menos Glicose) obtido segundo a metodologia do kit PCR
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Select (Clontech) e digerido com Rsa | para remogao dos adaptadores. 400 ng de
cada sonda (quantificadas por espectrofotometria) foram marcadas isotopicamente
com a-ATP*? (> 3000 ci, Amersham Bioscience) a partir de hexaoligonucletideo
aleatdrio (Amersham Bioscience) e a enzima Klenow (Amersham Biosciences),
segundo a metodologia de FEINBERG e VOGELSTEIN (1983). As sondas
marcadas foram purificadas em coluna de sephacryl HR-300 (Amersham
Biosciences) para remogao de primers e nucleotideos néo incorporados. Para a
hibridagao foi utilizado um tampao contendo sulfato de dextran como intensificador
do sinal radioativo: 10% sulfato de dextran (Calbiochem), 2X SSPE, 1% SDS,
0,5% leite em pd desnatado e 0,1 mg/mL DNA de esperma de salmdo. As
membranas foram pré-hibridadas nesta solugcéo a 65° C por 6 horas. A hibridacao
foi conduzida a 65° C overnight, apds, as membranas foram lavadas segundo
instrugdes do fabricante e expostas a filme radiografico X-OMAT (Kodak) a —=70° C
durante 24 horas e 4 dias. A presenca ou auséncia de sinal, assim como sua
intensidade, foi registrados para cada spot com cada uma das sondas. Estes
resultados sdo resumidos na Tabela 8.2 (secao 8. Anexos) e foram interpretados

em base as categorias expostas na Tabela 8.1.
5.2.5. Validacao por Northern Blot de Clones Selecionados

Uma vez validado o processo de subtragdo a partir do qual foi possivel
selecionar clones de interesse, em vista de seu possivel envolvimento com a
patogenicidade de C. perniciosa, foi padronizado o ensaio tipo Northern blot para
confirmar assim a expressao diferencial destes clones na presenca de extratos de

cacau.

Para a realizagdo deste ensaio foi feita uma nova extracdo de RNA total
nas mesmas condi¢cdes de crescimento utilizadas anteriormente (meio minimo
contendo extratos de cacau ou glicose e cinco periodos de crescimento: 24h, 48h,
72h, 6 dias e 8 dias). Esta extracao fez-se necessaria devido a degradagao do
RNA extraido originalmente, mas também para verificar a repetibilidade do

experimento.

O RNA extraido nos cinco tempos de crescimento para cada tratamento

(cacau ou glicose) foi misturado de maneira equivalente para cada tempo de
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crescimento, estimado por espectrofotometria. As duas populacdes resultantes
foram entao fracionadas por tamanho em gel denaturante de agarose-formaldeido
(1,2% agarose, 7% formaldeido) até que o corante azul de bromofenol mostrasse
uma migragdo de aproximadamente 6 cm. Foram carregados 12 ug de cada
amostra de RNA por poco, quantificado por espectrofotometria. O gel contendo o
RNA fracionado foi fotografado e em seguida transferido a membrana de nylon
Hybond N* (Amersham Biosciences) segundo protocolo padrdo de northern blot
por transferéncia em solugcdo alcalina, apés a qual o RNA ja se encontra
covalentemente fixado na membrana (SAMBROOK e RUSSELL, 2001).

A normalizagdo da quantidade de RNA carregado por pogo foi realizada
por visualizagdo das bandas de RNA ribossomal no gel e por hibridagdo com o
gene de Actina de C. perniciosa. Este transcrito de Actina foi obtido a partir da
amplificacdo do cDNA do fungo na fase saprotroéfica utilizando um jogo de primers
desenhados a partir da analise do genoma: ACT-Forward e ACT-Reverse. A
reagcao de PCR continha os seguintes componentes: 800 ng de cDNA de micélio
saprotrofico, 1X tampao para PCR (Invitrogen), 3 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,2
uM primer ACT-Forward, 0,2 uM primer ACT-Reverse e 5 unidades de Platinum
Taq (Invitrogen) num volume final de 50 uL. O programa no termociclador consistiu
em um passo para desnaturagdo do anticorpo anti-Taq a 94° C por 5 minutos
seguido de 33 ciclos de 50 segundos a 94° C, 50 segundos a 58° C e 1 minuto e
20 segundos a 72° C; para finalizar foi adicionado um passo de polimerizagéo final
a 72° C por 5 minutos. A amplificagao por PCR utilizando estes primers a partir de
cDNA do fungo obtido tanto das fases saprotréfica como biotréfica resulta numa
unica banda de aproximadamente 200 bp e a analise da expresséo por dot blot
revelou a expressao constitutiva deste gene em ambas as fases (Odalys Garcia,
resultados ndo publicados). Esta banda foi purificada utilizando o kit Wizard® PCR

Clean-up (Promega) para ser marcada isotopicamente como sonda.

A marcagdo isotdpica da sonda com a-ATP*? (> 3000 ci, Amersham
Bioscience) foi realizada a partir de hexaoligonucletidio aleatério (Amersham
Bioscience) e a enzima Klenow (Amersham Biosciences); a sonda foi depois
purificada para remoc¢ao dos nucleotideos nio incorporados utilizando uma coluna

de microspin HR-300 (Amersham). A pré-hibridacao e hibridagdo foram realizada
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num tampao contendo 50% formamida, 10% PEG 8000 (Polietilenoglicol de 8000
KDa), 7% SDS, 120 mM Na;HPO, (pH 7,2), 250 mM NaCl, 1 mM EDTA e 0,1
mg/mL DNA de esperma de salmdo a temperatura de 42° C (6 horas de pré-
hibridagdo e hibridagdo overnight). As lavagens e exposi¢ao seguiram protocolo
padrdao (SAMBROOK e RUSSELL, 2001).

Apos a padronizagao do ensaio tipo northern blot utilizando a sonda de
actina, foram feitas outras hibridagdes utilizando clones contendo insertos de
interesse como sondas. Varios clones foram selecionados em vista de sua
possivel fungdo no processo de patogenicidade, a qual foi inferida a partir dos
alinhamentos utilizando a ferramenta BLASTX. Para ser utilizados como sondas,
estes clones tiveram seus insertos amplificados por PCR utilizando primers que
flanqueiam o inserto, como explicado no item 5.2.4. para o ensaio tipo northern
reverso. Apos a amplificagdo, os insertos foram purificados segundo o protocolo
do kit Wizard® PCR Clean up (Promega) para remog¢ao das enzimas, primers e
nucleotideos nao incorporados. Sua marcagao radioativa foi realizada utilizando
hexanucleotideo aleatério como explicado acima. Até o momento sé obtivemos
hibridac&o tipo northern blot de apenas dois dos insertos selecionados: o inserto
do clone CP02-EC-001-011-A04-UE.F mostrando similaridade significativa com
uma formato dessidrogenase dependente de NAD+ de Aspergillus nidulans (E-
value 3,0E-48) e o inserto do clone CP02-EC-001-005-C02-UE.F mostrando
similaridade significativa com uma NADPH oxidase de Emericella nidulans (E-
value 1,0E-15).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1. Seqiienciamento e Anadlise das Seqiiéncias

Foram sequenciadas um total de 82 placas de cDNA do micélio de C.
perniciosa sob diferentes condi¢cdes. Estas 82 placas produziram um total de 7406
reads (1605 de SAP-CAC, 1077 de SAP-GLI, 2608 de SAP-SUB e 2116 de BIO).
Porém, durante o processo de selegcédo e trimagem foram selecionados apenas
3650 reads, representando 0 49% do total de reads. A pesar de a porcentagem de

reads aceitos ser desanimadora, o processo de selegcdo e trimagem resulta
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essencial para a obtencao de clusters confiaveis. Estes 3650 reads formaram um

total de 1487 clusters ou unigenes.

O tamanho médio dos reads aceitos foi de 819,6 bp. A biblioteca que
produz reads maiores foi SAP-SUB, com uma média de 955,8 bp, seguida de
SAP-GLI (785,8 bp), SAP-CAC (770 bp), e finalmente BIO (703,9). Estas médias
de tamanho sdo aceitaveis ja que apds a tradugdo produzem sequéncias de
aproximadamente 250 aminoacidos a serem compradas com as bases de dados

publicas.

Todos os reads aceitos foram clusterizados gerando um total de 1487
clusters, dos quais 344 sao contigs formados por mais de um read (23%) e 1143
sdo singlets (77%) consistindo de um unico read. A distribuigdo dos reads por
cluster é apresentada na Tabela 4.1. Dos 1487 clusters, 998 (67%) mostraram
identidade de sequéncia nucleotidica com os dados do Projeto Genoma de C.
perniciosa (BLASTn, e-value de corte 1E-10). Os clusters que nao mostraram
similaridade com as sequéncias genOmicas de C. perniciosa incluiram 61 dos
contigs e 428 dos singlets (100 de SAP-CAC, 43 de SAP-GLI, 80 de SAP-SUB e
205 de BIO), totalizando o 33% dos clusters gerados. Estes dados validam as
bibliotecas de ESTs geradas neste projeto em relagdo a conter sequéncias

expressas de Crinipellis perniciosa.

Tabela 5.1. Distribuicao dos reads por clusters.
A maioria dos contigs possuem de 2 a 4 reads.

Singlets 1143
Contigs de 2-4 reads 258
Contigs de 5-10 reads 45
Contigs de 11-20 reads 23
Contigs de 21-40 reads 8

Contigs de 41-100 reads 8
Contigs > 100 reads 2
TOTAL 1427

Como em outros projetos de ESTs, a redundancia das bibliotecas foi
relativamente baixa com 23% dos reads formando clusters enquanto o restante
77% permaneceu como singlets. A maioria dos clusters estdo compostos por 2 a 4

reads (Tabela 5.1). Porém, encontramos que 10 contigs representam sequéncias
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altamente redundantes sendo formados por mais de 40 reads. Em vista deste
resultado devemos prestar atencdo na redundéncia durante a continuidade do
sequenciamento, ja que se este valor continua a aumentar constantemente
indicaria que ndo estdo sendo geradas novas informagdes e o sequenciamento

devera ser descontinuado.

Dentro dos contigs mais redundantes temos: 1) contig_202 com 492 reads
das quatro bibliotecas (SAP-CAC, SAP-GLI, SAP-SUB e BIO), mas com ampla
maioria de BIO; 2) contig_105 com 186 reads de SAP-CAC e SAP-GLI, com
maioria de SAP-GLI; 3) contig 278 com 87 reads de SAP-SUB unicamente; 4)
contig_215 com 57 reads de SAP-SUB unicamente; 5) contig 147 com 53 reads
de SAP-SUB e SAP-CAC, com maioria de SAP-SUB; 6) contig_114 com 51 reads
de SAP-CAC e BIO; 7) contig_216 com 49 reads de SAP-GLI, BIO e SAP-SUB,
com maioria de SAP-SUB; 8) contig_1 com 42 reads de SAP-CAC, BIO e SAP-
SUB, com maioria de SAP-SUB; 9) contig 98 com 47 reads de SAP-CAC e SAP-
GLI, em proporgcdes equivalentes; 10) contig 206 com 42 reads de SAP-SUB
unicamente. Nestes resultados € possivel observar que a biblioteca com maior
redundancia é SAP-SUB, mostrando o maior numero de contigs redundantes.
Ainda, é possivel que a redundancia dos ESTs esteja subestimada devido ao
sequenciamento num unico sentido, o qual permitiria a obtencdo de fragmentos
diferentes de um unico gene os quais nao apresentariam suficiente sequéncia
consenso para alinhar (FERNANDES et al., 2002; TRAIL et al., 2003). Este
poderia ser 0 caso da biblioteca SAP-SUB, na qual encontramos multiplos contigs
com similaridade significativa a Aminolevulinic Acid Synthase e a NAD-Dependent
Formate Dehydrogenase.

A partir do Northern Eletrénico (http://www.Ige.ibi.unicamp.br/vassoura) foi

avaliada a distribuicdo dos clusters entre as bibliotecas SAP-CAC, SAP-GLI e
SAP-SUB (Fig. 4.21.A) e entre as bibliotecas SAP-CAC, SAP-GLI e BIO (Fig.
4.21.B), as areas sombreadas representam clusters compostos por reads de mais
de uma biblioteca (Fig. 4.21.). Consideramos que as similaridades entre as
bibliotecas SAP-SUB e BIO nao sao relevantes do ponto de vista bioldgico, ja que
SAP-SUB ¢é wuma biblioteca subtrativa contendo transcritos expressos

preferencialmente na presenca de extratos de cacau, os quais também podem ser
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encontrados na biblioteca SAP-CAC. De fato, apenas 4 contigs foram formados
unicamente por reads das bibliotecas SAP-SUB e BIO: 1) Contig_177, com 8
reads sendo 7 de SAP-SUB e um de BIO, com similaridade a sequéncias
gendmicas de C. perniciosa, mas sem similaridade com proteinas nas bases de
dados publicas; 2) Contig_210, com 22 reads sendo 21 de SAP-SUB e um de BIO,
com similaridade a sequéncias genbmicas e com proteina hipotética de
Cryptoccocus neoformans, de fungcao desconhecida; 3) Contig_235 com 11 reads
sendo 10 de SAP-SUB e um de BIO, com similaridade significativa com dados
genbmicos, mas sem similaridade com proteinas nas bases de dados publicas; e
4) Contig 279 com 2 reads, um de SAP-SUB e um de BIO, mostrando
similaridade significativa com dados gendmicos, mas sem similaridade com
proteinas nas bases de dados publicas. O fato destes contigs ndo terem incluido
reads da biblioteca SAP-CAC e sim de SAP-SUB pode indicar que os transcritos
representados nestes contigs sdo expressos no micélio saprotrofico na presenca
de extratos de cacau, mas constituindo transcritos raros que s6 puderam ser
sequenciados apds o processo de subtragdo. Estes transcritos estariam mais
representados no micélio biotréfico, sendo entdo diferencialmente expressos nos
dois tipos de micélio. Os contigs formados por reads de SAP-SUB e BIO foram
contabilizados como unicamente de SAP-SUB ou unicamente de BIO na analise

respectiva.

Como pode ser observado na figura 5.1.A, a biblioteca SAP-SUB € a mais
redundante com 139 contigs conformados unicamente por reads desta biblioteca.
Este resultado reforca a alta redundancia desta biblioteca. As bibliotecas que
compartem o maior numero de contigs sdo SAP-CAC e SAP-GLI, compartindo um
total de 60 contigs (53 contigs formados por reads de SAP-CAC e SAP-GLI mais 7
contigs formados por reads de SAP-CAC, SAP-GLI e SAP-SUB na figura 4.6.A).
Este resultado indica que as bibliotecas SAP-CAC e SAP-GLI, ambas de micélio
saprotrofico, compartem muitos de seus ESTs. O fato destas duas bibliotecas
serem similares poderia afetar negativamente a eficiéncia do processo de
subtragcdo ap6s o qual foi gerada a biblioteca SAP-SUB. Porém, as bibliotecas
SAP-GLI e SAP-SUB compartem apenas 6 contigs mais 7 contigs que sao

compostos por reads das trés bibliotecas, totalizando 13 contigs. Destes contigs, 6
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foram testados no ensaio de northern reverso para confirmar se constituiam falsos
positivos, mas mostraram expressao diferencial, sendo preferencialmente
expressos na presenca de extratos de cacau. Assim, o processo de subtracdo foi
validado, e mesmo que alguns contigs sejam formados por reads de SAP-SUB e
SAP-GLI, aqueles em SAP-SUB representam, em sua maioria, transcritos

expressos preferencialmente na presenca de extratos de cacau.

Fig. 5.1. Distribuicdo dos clusters entre as bibliotecas de ESTs. Os numeros nas areas
sombreadas representam contigs compostos por reads de multiplas bibliotecas. Os
numeros entre paréntesis representam os singlets obtidos para cada biblioteca, enquanto
0s numeros em negrita indicam os contigs compostos por reads de uma unica biblioteca.
A. Distribuicdo dos clusters entre as bibliotecas SAP-CAC, SAP-GLI e SAP-SUB. B.
Distribuicao dos clusters entre as bibliotecas SAP-CAC, SAP-GLI e BIO.

A distribuicdo de clusters entre as bibliotecas SAP-CAC, SAP-GLI, e BIO
(Fig. 5.1.B) foi mais equitativa. SAP-CAC e SAP-GLI compartem o maior numero
de contigs com 60 (37 de SAP-CAC e SAP-GLI mais 23 de SAP-CAC, SAP-GLI e
BIO). As bibliotecas SAP-CAC e BIO compartem 54 contigs, enquanto que SAP-
GLI e BIO compartem um total de 47 clusters. Assim o micélio biotrofico apresenta
um padrao de transcricdo mais similar aquele apresentado pelo micélio
saprotrofico quando crescido na presenca de extratos de cacau. Em vista de que o
micélio biotrofico foi crescido em meio suplementado com extrato de meristema de
cacau, este resultado poderia indicar que a presenca do hospedeiro tem um efeito

similar em ambos os tipos de micélio.

O contig_105 representou a sequéncia mais redundante tanto para a

biblioteca SAP-CAC (68 reads que representam o 9% de todos os reads desta

79



biblioteca) como para a biblioteca SAP-GLI (118 reads representando o0 25.7% dos
reads desta biblioteca). Este contig ndo mostrou similaridade com proteinas nas
bases de dados publicas nem mostrou identidade nucleotidica significativa com os
dados do Projeto Genoma de C. perniciosa e poderia ser um artefato da técnica
ou, em vista de que a qualidade da sequéncia consenso € muito alta, também
poderia representar uma regido nao sequenciada do Genoma de C. perniciosa.
Outra sequéncia redundante para ambas as bibliotecas foi representada pelo
contig_98, contando com 28 reads da biblioteca SAP-CAC (3,71%) e 19 reads da
biblioteca SAP-GLI (4,14%); este contig apresentou similaridade com o genoma de
C. perniciosa (E-value 0.0) e com uma aglutinina de Streptococcus gordonii (E-
value 3E-10). Esta aglutinina € um tipo de lecitina toxica com ag¢&o antifungica
(DOES et al., 1999). O fungo pode sintetizar esse composto para eliminar outros
fungos presentes no tecido vegetal, que competiriam por espago e nutrientes com
o mesmo. Além disso, a aglutinina esta envolvida na adesao celular e pode
participar na anastomose entre hifas. O fato destas sequéncias redundantes nas
bibliotecas SAP-CAC e SAP-GLI estarem ausentes na biblioteca SAP-SUB indica

que foram subtraidas eficientemente.

Outra sequéncia redundante contig 114, composto por 51 reads, sendo
31 de SAP-CAC (4,11%) e 20 de BIO (1,91%), com alta similaridade com o
genoma de C. perniciosa (E-value 1E-169) e com a hidrofobina CoH1 de
Coprinopsis cinerea (E-value 2E-23). Outros nove clusters com similaridade a
hidrofobinas foram detectados, principalmente nas bibliotecas SAP-CAC e BIO
(totalizando 23 reads adicionais de SAP-CAC e nove de BIO, 6 reads de SAP-GLI
e 2 de SAP-SUB); as hidrofobinas estdo envolvidas na criagdo de uma interface
ar/agua para as hifas e sua expressao pode estar relacionada as condi¢gbes de
intensa agitacdo durante a cultura, porém sua expressao preferencial no meio
contendo extrato de cacau resulta interessante e deve ser investigado, em

especial dado que também s&o expressas no micélio biotrofico.

Em relacéo a biblioteca SAP-SUB, as sequéncias com maior redundancia
foram: contig_278 (87 reads, 6,24%) sem similaridade com o genoma de C.
perniciosa, mas com similaridade significativa a “NAD-dependent formate

dehydrogenase” de diversos fungos (E-value 7E-14); contig_215 (57 reads,
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4,08%) com similaridade com o genoma de C. perniciosa (E-value 1E-45), mas
sem similaridade as proteinas nas bases de dados publicas; o contig 216 (44
reads de SAP-SUB, 3,15%) que n&o mostrou similaridade com o genoma de C.
perniciosa nem com as bases de dados publicas; e o contig_206, com 42 reads de
SAP-SUB (3,01%), com similaridade com o genoma de C. perniciosa (E-value 1E-
14), mas sem similaridade as proteinas nas bases de dados publicas. Além do
“NAD-dependent formate dehydrogenase” (aparecendo em 9 clusters, totalizando
178 reads de SAP-SUB, 12,8%, 1 read de SAP-CAC e 1 read de SAP-GLI), outro
gene que apareceu repetidas vezes na biblioteca SAP-SUB foi o “Aminolevulinic
acid synthase”, mostrando similaridade com 8 clusters, totalizando 86 reads
(6,16%) de SAP-SUB unicamente, ndo apareceu nas outras bibliotecas. Tanto a
formato desidrogenase dependente de NAD" como a aminolevulinato sintetase
sdo enzimas envolvidas no transporte de elétrons: a formato desidrogenase reduz
o &cido formico a CO, com a formagdo concomitante de NADH e H* e dois
elétrons que entram na cadeia respiratoria ao serem transferidos a ubiquinona
pela NADH-ubiquinona oxidoreductase, enzima que também aparece em nossas
analises nas bibliotecas SAP-CAC e BIO; a aminolevulinato sintetase catalisa a
formagdo de acido aminolevulinico, o qual € um precursor das porfirinas que
constituem o nucleo heme dos citocromos. A presenca destas duas enzimas de
maneira redundante na biblioteca subtrativa poderia indicar a importancia da

respiragao celular durante a interagao da fase saprotréfica do fungo com o cacau.

A biblioteca BIO mostrou varias diferengas com as outras bibliotecas. O
contig mais redundante de BIO juntou 459 reads de BIO, mais 28 reads de SAP-
SUB, 3 reads de SAP-CAC e 2 de SAP-GLI. Este contig_202 n&o mostrou
similaridades significativas com os dados gendmicos nem com proteinas nas
bases de dados publicas, indicando que poderia ser um artefato da técnica.
Porém, o fato de que neste contig alinham reads das quatro bibliotecas, incluindo
SAP-SUB que foi gerada a partir de uma técnica diferente, sugere que o cluster
nao é artefato, mas representa uma area do genoma nao sequenciada ainda, em
vista de que apenas foram atingidas duas coberturas do genoma no
sequenciamento tipo shotgun. Assim, este contig deve ser investigado a fundo em

relagdo a sua expressdo com ensaios tipo northern e northern reverso, verificando
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assim se representa ou nao um transcrito de C. perniciosa. Com excegdo deste
contig altamente redundante e o contig 114 com similaridade a hidrofobina
mencionado anteriormente, ndo houve nenhum outro contig da biblioteca BIO

mostrando alta redundancia.

Dos 1487 clusters formados, 534 (36%) apresentaram similaridade
significativa com proteinas nas bases de dados publicas (NR em NCBI e Fungi
compilada no LGE, BLASTx com E-value < 1E-05), enquanto os restantes 953
clusters (64%) néo apresentaram similaridade com estas bases de dados (Fig. 5.
2.A). Porém, dos 953 clusters, 639 (67% dos reads sem similaridade nas bases de
dados publicas) mostraram identidade na seqiiéncia nucleotidica com a base de
dados do Projeto Genoma de Crinipellis perniciosa (BLASTn, E-value < 1E-10) e
poderiam constituir genes novos. Resulta necessario caracterizar estes transcritos
e para isso propomos uma analise bioinformatica mais profunda que busque
possiveis orfs e dominios conservados. Por outro lado, 314 do total de clusters
(33%) resultaram orfaos e poderiam ser artefatos da técnica ou contaminantes
(Fig. 5.2.B). Contudo, também é possivel que estes clusters representem areas
nao sequenciadas do genoma, em vista de que até o momento o sequenciamento
gendmico tem alcangado apenas duas coberturas do tamanho estimado do
mesmo. Adicionalmente, uma analise de interesse para todos os genes que nao
apresentaram similaridade com proteinas nas bases de dados publicas seria uma
busca por possiveis micro-RNAs. Os micro-RNAs sdo pequenos RNAs néo
codificantes que tém sido encontrados em todos os grupos de eucariontes e
recentemente foi demonstrado que possuem uma fungao importante na regulagao
da expressao génica (AGRAWAL et al., 2003). Assim, o estudo de micro-RNAs em
C. perniciosa é de grande relevancia e pretendemos aborda-lo primeiramente
mediante uma analise computacional, ja que recentemente foram disponibilizados
algorismos de busca deste tipo de transcritos em bibliotecas de ESTs (BROWN e
SANSEAU, 2005).

Dos 534 clusters que mostraram similaridade significativa (E-value < 1E-
05) com as bases de dados publicas, 507 (95%) resultaram mais similares com
proteinas de outros fungos. O fungo fitopatogénico que mostrou maior similaridade

aos ESTs de C. perniciosa foi o basidiomiceto Ustilago maydis mostrando
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similaridade com 169 dos clusters (33%), seguido por outro fungo basidiomiceto,
Cryptoccocus neoformans, mostrando similaridade com 109 dos clusters (21%).
Outros fungos que também mostraram um alto nivel de similaridade com os ESTs
de C. perniciosa foram os ascomicetos Aspergillus spp. (40 clusters, 7%),
Neurospora crassa (29 clusters, 5%), Magnaporthe grisea (22 clusters, 4%), e
Gibberella zeae (18 clusters, 3%), entre outros (Fig. 5.2.C).

64% I No Hits contra NR ou

Fungi

B Hits contra NR ou Fungi
(E-value <1E-05)

TN

67%
O Similaridade com base de W Ustilago maydis W Crytoccocus neoformans
dados do Projeto Genoma de O Magnaporthe grisea B Aspergillus spp.
C. perniciosa (E-value < 1E-10) W Gibberella zeae B Neurospora crassa
W No hits contra C. perniciosa O Agaricus bisporus B Coprinopsis cinerea
B Pleurotus ostreatus O Lentinula edodes
O Outros fungos B Outros organismos

Fig. 5.2. Distribuigcdo dos clusters por similaridade com as trés bases de dados utilizadas
para busca de homologos. A) 534 clusters (36%) mostraram similaridade (BLASTX, E-
value < 1E-05) com proteinas nas bases de dados NR (NCBI) e/ou com a base de dados
de proteinas de fungos (Fungi) compilada no LGE; os restantes 953 clusters (64%) nao
mostraram similaridade com estas bases de dados. B) Distribuicdo dos 953 clusters em
relagéo a similaridade ou ndo com a base de dados do Projeto Genoma de C. perniciosa
(BLASTn, E-value < 1E-10). C) Principais organismos que mostraram similaridade com os
534 clusters.

O 36% de clusters com similaridade significativa a proteinas nas bases de
dados publicas € relativamente baixo quando comparado a projetos de

sequenciamento de ESTs de ascomicetos como Gibberella zeae (TRAIL et al.,
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2003), Neurospora crassa (NELSON et al., 1997), Blumeria graminis (THOMAS et
al., 2001), Magnaporthe grisea (KIM et al., 2001b), Verticillium dahliae (NEUMANN
e DOBINSON, 2003), Gaeumannomyces graminis (GUILLEROUX e OSBOURN,
2004) e Scerotinia sclerotiorum (LI et al., 2004), nos quais a porcentagem de
genes com similaridade nas bases de dados publicas oscilou entre 55% e 71%.
Contudo, esta porcentagem é comparavel aquela encontrada em projetos de ESTs
de outros basidiomicetos como Schizophyllum commune (GUETTLER et al., 2003)
e Ustilago maydis (SACADURA e SAVILLE, 2003; NUGENT et al., 2004), nos
quais a porcentagem de genes que puderam ser identificados por comparagao as
bases de dados publicas oscilou entre 44% e 58%. Esta diferenga indica a grande
distancia genética que separa estas duas classes de fungos. De fato, os fungos
que mostraram maior similaridade com os ESTs de C. perniciosa foram Ustilago
maydis e Cryptoccocus neoformans (Fig. 5.2.C), os quais sdo o0s Unicos
basidiomicetos totalmente sequenciados cuja sequéncia encontra-se disponivel
nas bases de dados publicas. E importante destacar que 582 clusters (39% de
todos os clusters analisados) mostraram similaridade significativa unicamente com
os dados do Projeto Genoma de C. perniciosa. Este fato poderia indicar que uma
boa parte dos genes deste fitopatdgeno ndo possuem homodlogos em outros
fungos totalmente sequienciados, sugerindo que provavelmente os mecanismos
envolvidos na patogenicidade deste fungo n&o tém sido descritos até o momento e

devem ser dirigidos esforgos na caracterizagao destes genes.

Na figura 5.3 é mostrada a categorizagao dos 534 clusters (contigs e
singlets) que mostraram similaridade significativa com as bases de dados
publicas, alguns destes clusters sdo compostos por reads de multiplas bibliotecas
e cada um deles foi anotado para cada uma das bibliotecas que representa. Em
total, os 534 clusters representaram 187 da biblioteca SAP-CAC, 105 da biblioteca
SAP-GLI, 123 da biblioteca SAP-SUB, e 182 da biblioteca BIO.

Na figura 5.3 podemos observar que a categoria de maior peso nas quatro
bibliotecas é “Funcdo Desconhecida”, representando aproximadamente a terceira
parte das quatro bibliotecas. A categoria “Metabolismo” foi subdividida em
“‘Resposta a Estresse Oxidativo”, “Transporte de Elétrons”, “Metabolismo e

Modificagdo de Proteinas”, e simplesmente “Metabolismo”, englobando todos
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aqueles que nao se encaixam nas trés anteriores. Tomando em consideragao
estas quatro subdivisbes da categoria “Metabolismo”, vemos que esta
representaria o0 34% da biblioteca SAP-CAC, o 40% da biblioteca SAP-GLI, 0 39%
da biblioteca SAP-SUB e o0 36% da biblioteca BIO, também aproximadamente a
terceira parte das quatro bibliotecas. Como a categoria “Metabolismo” engloba
mecanismos tao dissimiles, foi necessaria esta subdivisdo para melhor
observarmos e entendermos as diferengas entre as bibliotecas. Assim, vemos que
a biblioteca SAP-SUB mostra uma grande quantidade de clusters classificados no
transporte de elétrons e resposta ao estresse oxidativo, enquanto SAP-CAC, SAP-
GLI e BIO mostram uma porcentagem importante de clusters na categoria de

metabolismo e modificagao de proteinas.

7%
49, 29%
2%
9%
3% 3%
7% 7%
7%
22%
Q
CAC 2%
11%
2%
?L—.EI.L
GLlI
B Biological process unknown O Cell communication
B Cell Growth and/or Maintenance - Cell Org. and Biogenesis B Cell Growth and/or Maintenance - Metabaolism
® Cell Growth and/or Maintenance - Metabolism - Oxidative stress m Cell Growth and/or Maintenance - Metabolism - Protein metabolism
O Cell Growth and/or Maintenance - Metabalism - Electron transport | Cell Growth and/or Maintenance - Transport
O Cell Growth and/ar Maintenance - Homeostasis B Cell Growth and/or Maintenance - Stress response
m Death @ Developmental Processes - Fruiting Body Formation
B Developmental Processes - Genetic Exchange (retrotransp) B Physiological Processes - Pathogenesis

O Ribosomal

Fig. 5.3. Distribui¢cdo dos clusters em categorias funcionais do Gene Ontology para cada
biblioteca (SAP-CAC, SAP-GLI, SAP-SUB e BIO). Foi realizada uma busca contra as
bases de dados publicas (NR e Fungi) utilizando a ferramenta BLASTx (E-value < 1E-05).
A categorizacao foi feita manualmente em base a funcao da proteina homéloga e
utilizando a ontologia proposta pelo Gene Ontology Consortium. O numero de clusters no
qual foi baseada a categorizagao foi de 187 para SAP-CAC, 105 para SAP-GLI, 123 para
SAP-SUB e 182 para BIO. Para visualizar e separar os clusters por biblioteca foi utilizada
a ferramenta Northern Eletrénico criada no LGE.
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Na figura 5.3 também resulta evidente que as bibliotecas BIO e SAP-CAC
mostram maior complexidade quando comparadas a SAP-GLI e SAP-SUB ao
apresentar clusters categorizados em trés categorias adicionais: “Resposta ao
Estresse”, “Homeostase” e “Morte”. A categoria “Intercambio Genético

(retrotransposon)” sé foi encontrada na biblioteca SAP-CAC.

Entre os genes que apareceram com maior frequiéncia nas bibliotecas de
micélio saprotrofico encontramos diversos genes envolvidos no reaproveitamento
de proteinas, os quais sao expressos unicamente na presenca de extratos de
cacau (SAP-CAC e SAP-SUB). Estes genes incluem: ubiquitina, poliubiquitina,
protease ubiquitina-especifica, proteina conjugada a ubiquitina, componentes do
proteosoma, dipeptidase, serina protease, quatro genes envolvido no catabolismo
de amino acidos especificos e quatro genes envolvidos no transporte de amino
acidos, peptideos e proteinas. A expressao destes genes na presencga de extratos
de cacau poderia indicar que o fungo apresenta uma alta taxa de

reaproveitamento de proteinas durante a interagcdo com o hospedeiro.

Igualmente parece relevante a presenga de um grande numero de genes
envolvidos na respiracao celular ou outras reagdes redox unicamente na presenca
de extratos de cacau; estes genes incluem: NADH-ubiquinona reductase, proteina
de biosintese de ubiquinona, peroxiredoxina similar a proteina Q, NADPH oxidase,
citocromo b5, citocromo c oxidase (quatro aparigdes, diversas subunidades),
formato desidrogenase dependente de NAD®, aminolevulinato sintetase,
tioredoxina e tetrapirrole metilase. A expressao destes genes preferencialmente na
presenga de extratos de cacau indica a importancia da respiragdo celular durante
a interagdo da fase saprofitica do fungo com o hospedeiro e poderia estar
correlacionada, em parte, com o crescimento mais acelerado do micélio no meio
contendo extrato de cacau. Por outro lado, na presenga de glicose como unica
fonte de carbono o metabolismo parece estar dirigido a fermentacdo e nao a
fosforilagdo oxidativa. Todavia, uma respiragéo celular intensa por parte do fungo
poderia trazer como consequéncia um acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), as quais sédo conhecidas por induzir uma resposta hipersensitiva nas
plantas que culmina com a morte celular programada da regiao infectada
(DELLEDONE et al., 2002; DE GARA et al., 2003). Este € um mecanismo de
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defesa das plantas que tem sido amplamente estudado e é eficiente no controle
da infecgcdo por patégenos biotréficos. Porém, C. perniciosa é hemibiotréfico e a
morte do tecido infectado da planta € um requisito para o fungo poder completar
seu ciclo de vida. Ja tem sido demonstrado que patdégenos necrotroficos (aqueles
que requerem a morte do tecido afetado para poder completar seu ciclo de vida),
como Botrytis elliptica e Sclerotinea sclerotiorum, se beneficiam da RH e causam
ativamente este tipo de morte celular programada no tecido vegetal infectado
mediante a secre¢cao de componentes protéicos que desencadeiam a RH em seus
hospedeiros (HEGEDUS e RIMMER, 2005). Adicionalmente, também foi
demonstrado que plantas genéticamente modificadas que sao incapazes de
desencadear a RH s&o mais resistentes a este tipo de patdégenos (GOVRIN e
LEVINE, 2000). Estes fatos levam a pergunta de se C. perniciosa poderia causar
diretamente uma resposta hipersensitiva na planta; a resposta a esta pergunta
poderia ser afirmativa em vista da existéncia de um gene que codifica para uma
proteina elicitora de necrose no genoma de C. perniciosa (Odalys Garcia, dados
nao publicados) e, adicionalmente a este gene, o fungo também poderia beneficiar
a resposta hipersensitiva ao acumular EROS no tecido afetado. Tal producéo de
EROs poderia ser causada por diversos genes encontrados neste estudo, como a
NADPH oxidase, glioxal oxidase e Glicose oxidase, todas as quais catalisam a
formacédo de H,0O,. Porém, é claro que altas concentracbes de EROs também
podem trazer prejuizos ao patégeno, mas também encontramos na biblioteca de
micélio biotréfico de C. perniciosa uma peroxidase TAP e diversas Manganés
super oxido dismutases, com fungao da degradacdo de EROs, indicando assim
que este fungo pode mostrar grande resisténcia a este tipo de compostos toxicos,
pelo menos durante sua fase infectiva. Adicionalmente, a presenga de EROs no
fungo Crinipellis perniciosa também pode estar relacionada a cascatas de
sinalizagao intracelular do proprio fungo, funcdo que vem sendo estudada
recentemente em fungos como Neurospora crassa, no qual foi demonstrado que
certas EROs estdo relacionadas a cascatas de sinalizagcdo que regulam o
crescimento celular (HANSBERG et al.,, 1993; LARA-ORTIZ et al., 2003). No
ascomiceto Aspergillus nidulans, também homotalico, a delecdo da NADPH
oxidase resulta numa incapacidade do fungo de formar corpos de frutificagéo,

indicando que a producado de EROs é necessaria para completar seu ciclo sexual
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(LARA-ORTIZ et al., 2003). Assim, € de grande interesse investigar o papel de
enzimas produtoras de EROs em C. perniciosa, as quais sao expressas

preferencialmente na presenca do hospedeiro.

No caso do micélio biotrofico, o qual constitui a fase infecciosa do fungo,
encontramos mecanismos diferentes aqueles do micélio saprotréfico que poderiam
estar relacionados com o processo de fitopatogenicidade de C. perniciosa. Na
biblioteca BIO (micélio biotrofico), o processo bioldégico anotado com maior
frequéncia foi o metabolismo e modificacdo de proteinas. A diferenca das
bibliotecas de micélio saprotréfico, nesta categoria ndo encontramos unicamente
ubiquitinas, mas também uma grande quantidade de proteases e peptidases
diferentes. Nesta mesma categoria resultou interessante a grande quantidade de
proteinas ribossomais e enzimas envolvidas na sintese dos diversos tRNAs, as

quais nao tinham sido observadas nas bibliotecas de micélio saprotrofico.

A superexpressao de tRNAs ligases e sintetases, assim como de
proteinas ribossomais, resulta de grande interesse, j@ que o acumulo destas
proteinas dentro das células indica uma condicéo de falta de aminoacidos no meio
(amino acid starvation) e esta falta é um sinalizador importante para o
metabolismo de nitrogénio, desencadeando diversos processos metabdlicos como
a biosintese de amino acidos e a transcrigao de proteinas (HINNEBUSCH, 1997).
O metabolismo de nitrogénio em fungos é um processo cuidadosamente regulado
ao nivel de expressdo génica e depende ndo sé da presenga ou auséncia de
nitrogénio como também do tipo de fonte de nitrogénio disponivel, sendo que os
fungos filamentosos utilizam preferencialmente aménia e amino acidos como
fontes principais de nitrogénio (MARZLUF, 1997). Porém, na auséncia deste tipo
de fontes de nitrogénio, os fungos sé&o capazes de utilizar outras fontes, mas tem
sido relatado que a sinalizagdo de falta das fontes principais de nitrogénio
(nitrogen starvation) parece estar relacionada ao desencadeamento do processo
de patogenicidade em fungos (LAU e HAMER, 1996; MARZLUF, 1997). O meio de
cultura utilizado para a manutencao da fase biotréfica, a partir da qual foi extraido
o RNA para a confecgao da biblioteca, € de fato um meio que carece quase
totalmente de fontes de nitrogénio (com a possivel excegcao das pequenas

quantidades de cafeina e auxina, caso estas forem aproveitadas pelo fungo)
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(MEINHARDT et al., 2006). Porém, este meio procurava imitar as condigbes do
fluido apoplastico, aonde se limita o crescimento do fungo durante a fase biotrofica
e o qual € um meio muito pobre em nutrientes. De fato, foi verificado que a adi¢cao
de outros nutrientes, como extrato de levedura ou fontes de carbono diferentes do
glicerol, causavam a rapida mudanca do fungo para a fase saprotrofica
(MEINHARDT et al., 2006), mas a adi¢cao de fontes alternativas de nitrogénio nao
foi testada. Em vista destes fatos, seria interessante verificar quais as possiveis
fontes de nitrogénio que poderiam ser aproveitadas pelo fungo no fluido
apoplastico, ja que é possivel que o metabolismo de nitrogénio utilizado durante a
fase biotrofica seja diferente daquele utilizado durante a fase saprotrdéfica, na qual
o fungo invade os espacos intracelulares que sdo mais ricos em fontes de

nitrogénio, particularmente em amino acidos.

Uma possivel fonte de nitrogénio para a fase biotrofica do fungo poderia
ser o acido y-aminobutirico (GABA), ja que na biblioteca BIO encontramos um
transcrito com similaridade significativa a um transportador de GABA de
Saccharomyces cerevisiae (E-value 4E-28) e outro com similaridade a uma
semialdeido succinico desidrogenase de Legionella pneumophila (E-vaule 2E-32),
que é uma das trés enzimas do processo conhecido como GABA shunt que
catalisa a formacgéo de succinato a partir de GABA; o succinato entra no ciclo de
Krebs e assim o GABA pode ser aproveitado como fonte de carbono (NELSON e
COX, 2000). Durante a transformagdo de GABA a succinato, o GABA perde o
grupo amino, o qual é transferido a a-cetoglutarato ou piruvato para formar
glutamato ou alanina, respectivamente; assim, o GABA também pode ser
aproveitado como fonte de nitrogénio (BOUCHE e FROMM, 2004). O metabolismo
de GABA como fonte de carbono e de nitrogénio ja foi verificado para diversos
fungos (KUMAR e PUNEKAR, 1997). Durante a infecgdo do tomate pelo fungo
Cladosporium fulvum, o qual é um patégeno biotréfico com crescimento limitado
ao espaco apoplastico, foi verificado que o GABA é acumulado no espaco
intercelular em altas concentragdes (2.5 mM) e este composto seria aproveitado
pelo fungo como fonte de nitrogénio (SOLOMON e OLIVER, 2002). Em vista
destas evidéncias, pretendemos verificar a presenca de GABA no fluido

apoplastico de vassouras verdes e tecidos de cacau sadios, assim como o efeito
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da adicado de diferentes fontes de nitrogénio durante o crescimento in vitro do

micélio biotrofico de C. perniciosa.

Na biblioteca BIO também foram anotados transcritos com similaridade a
quinases, fosfatases e glucosilases. Estes resultados indicam uma intensa sintese
e reaproveitamento de proteinas e glucoproteinas, assim como a possivel ativagao
de cascatas de sinalizagdo nesta fase do desenvolvimento do fungo. A presenca
das peptidases também poderia indicar grandes esforgos dirigidos a defesa do

fungo contra possiveis peptideos téxicos produzidos pela planta.

Esta intensa atividade metabdlica resulta interessante em vista de que o
crescimento do micélio biotréfico dentro da planta durante a instalagado da doenca
€ quase imperceptivel, sendo muito dificil de observar hifas do micélio biotréfico no
cacaueiro infectado, mesmo quando este apresenta sinais evidentes da doenca.
As hifas do micélio biotréfico concentram-se na base do ramo infectado e seu
crescimento é quase desprezivel, indicando que a alta atividade metabdlica nao
estda sendo utilizada para o crescimento do fungo nesta fase. O crescimento
acelerado do fungo da-se na fase saprotréfica, apés a morte do ramo (EVANS,
1980; GRIFFITH e HEDGER, 1994c; SILVA e MATSUOKA, 1999). Assim, a
intensa sintese de proteinas poderia estar relacionada a aceleragao da resposta
hipersensitiva da planta, ao produzir peptideos como o fator de necrose e outros
desconhecidos que causariam um desbalanco hormonal na planta, produzindo os

conhecidos sintomas da VB (hipertrofia e hiperplasia dos tecidos afetados).

Outros alinhamentos significativos que resultam de interesse para o
processo de doenga seria a presenga de estomatina e proibitina na biblioteca de
micélio biotrofico. As proibitinas constituem um grupo de proteinas altamente
conservadas com funcdes no controle do ciclo celular, senescéncia e morte. As
estomatinas séo proteinas integrais de membrana que regulam o transporte de
cations univalentes. Estas duas familias de proteinas estdo relacionadas
estruturalmente entre elas e com proteinas indutoras da resposta hipersensitiva
em plantas (similares a NG1 de tabaco), levando a que os trés grupos sejam
considerados uma unica superfamilia, tendo mecanismos moleculares
equivalentes. Em milho, transcritos mostrando similaridade a estes trés grupos

estariam envolvidos na resposta hipersensitiva e morte celular através da
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regulacdo da atividade de canais de ions (NADIMPALLI et al., 2000). A presenca
de clusters com similaridade a proibitina e estomatina de outros fungos expressos
no micélio biotréfico de C. perniciosa se encaixa na hipotese discutida
anteriormente que sugere que o fungo causa e/ou acelera a resposta
hipersensitiva do ramo de cacaueiro infectado para poder completar assim seu
ciclo de vida. Esta hipétese também é reforgada por outros trabalhos desenvolvido
no LGE, como o da doutoranda Leandra Scarpari, quem encontrou que a morte da
planta poderia ser uma consequéncia direta do metabolismo do fungo durante a
fase biotréfica (SCARPARI et al., 2005).

Na Tabela 5.2 encontram-se resumidos todos os genes encontrados nas
quatro bibliotecas cuja analise indica uma possivel fungdo na patogenicidade em
base a funcdo destes genes em outros organismos fitopatogénicos. E importante
destacar que a fungdo na patogenicidade de um determinado gene deve ser
comprovada experimentalmente por inativacdo do gene e comprovacdo da
atenuacdo da viruléncia ou patogenicidade do fungo contra seu hospedeiro,
sempre que 0 gene ndo seja essencial para completar o ciclo de vida do patdégeno
(IDNURM e HOWLETT, 2001). Adicionalmente, devemos destacar que em vista
do ciclo de vida hemibiotréfico de C. perniciosa e do fato de ser um basidiomiceto
(os quais tém sido pouco sequenciados), € muito provavel que muitos dos genes
importantes na patogenicidade deste fungo sejam inéditos e ndo possam ser
identificados a partir da comparagédo com genes de patogenicidade descritos em
outros fungos. Também é provavel que existam micro-RNAs em nossas bases de
dados, os quais ainda ndo podem ser identificados por comparagéo com as bases
de dados publica. Assim, esforgos devem ser dirigidos a caracterizagdo daqueles
genes de funcdo desconhecida que mostram uma alta similaridade com o genoma
de C. perniciosa e que sao expressos preferencialmente na presencga de extratos
de cacau ou no micélio biotrofico, o qual constitui a fase parasitica deste fungo.
Contudo, a analise destes genes de patogenicidade descritos anteriormente pode
apontar para alguns mecanismos comuns que podem ser de utilidade na

elucidagdo dos mecanismos de patogenicidade de C. perniciosa.

A relacao de todos os unigenes que mostraram similaridade com as bases

de dados é mostrada no Anexo B, Tabela 8.3.
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Tabela 5.2. Clusters com similaridade a genes de patogenicidade de outros patdgenos.

BIBLIOTECA ORGANISMO E-VALUE
ESTRESSE OXIDATIVO
1 CAC NADPH oxidase Emericella nidulans 2,00E-15
2 | CAC Manganese-superoxide dismutase Ganoderma microsporum 9,00E-72
3 BIO, CAC Manganese-superoxide dismutase Paxillus involutus 4,00E-80
4 | BIO Peroxidase TAP Termitomyces albuminosus | 2,00E-44
5 | BIO, GLI Putative copper amine oxidase Ustilago maydis 2,00E-28
6 BIO, SUB phenylalanine ammonium lyase Amanita muscaria 1,00E-21
7 | BIO Glyoxal oxidase 1 Ustilago maydis 7,00E-16
METABOLISMO DE LIGNINA
8 Phanerochaete

CAC 1,4-benzoquinone reductase chrysosporium 6,00E-33
9 | CAC Laccase Rigidoporus microporus 4,00E-13
10 | SUB Laccase Pycnoporus sanguineus 2,00E-18
11 | GLI Aryl-alcohol oxidase precursor Pleurotus eryngii 1,00E-11
METABOLISMO DE TOXINAS
12 | CAC Cytochrome P450 Agaricus bisporus 4,00E-33
13 | CAC Cytochrome P450 Lentinula edodes 5,00E-16
14 | CAC, SUB | Cytochrome P450 Agaricus bisporus 2,00E-24
15 | SUB Related to cytochrome p450 Neurospora crassa 2,00E-07
16 | SUB OMST oxidoreductase (cyt. p450) Aspergillus flavus 2,00E-06
17 | CAC Glutathione-s-transferase Arabidopsis thaliana 1,00E-13
18 | GLI Glutathione s transferase Gibberella zeae 2,00E-13
19 | CAC 30 KD Heat Shock Protein Emericella nidulans 3,00E-07
20 | SUB Heat Shock Protein 70 KD Pneumocystis carinii 1,00E-34
21 | CAC similarity to Mmf1p Neurospora crassa 6,00E-16
22 | CAC, GLI Kp4 Toxin; Chain: A, B; Ustilago maydis 1,00E-10
23 | CAC Thaumatin-like protein Zea mays 7,00E-11
PATOGENICIDADE OUTROS ORGANISMOS
24 | GLI Malate synthase protein Laccaria bicolor 6,00E-41
25 | CAC Malate synthase protein Laccaria bicolor 4,00E-29
26 | CAC Neutral Trehalase (alfa,alfa-trahalase) Aspergillus nidulans 5,00E-26
27 | GLI Pathogenesis-related protein Arabidopsis thaliana 4,00E-09
28 | GLI CFEM conserved domain Aspergillus nidulans 8,00E-06
29 | GLI CFEM conserved domain Gibberella zeae 5,00E-09
30 | BIO Glucuronyl hydrolase Agaricus bisporus 2,00E-30
31 | GLI, BIO Potential cell surface antigen Candida albicans 8,00E-08
32 | BIO GABA transporter Saccharomyces cerevisiae | 4,00E-28
33 | BIO Succinic semialdehyde dehydrogenase | Legionella pneumophila 2,00E-32
RESPOSTA HIPERSENSITIVA EM PLANTAS
34 | BIO, GLI Copper transporter Pleurotus ostreatus 4,00E-19
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35 | BIO Prohibitin PHB1, putative Cryptococcus neoformans 1,00E-32
36 | BIO Stomatin-like protein, putative Cryptococcus neoformans 1,00E-23
37 | BIO Pathogenicity protein Magnaporthe grisea 3,00E-12
PROTEASES E PEPTIDASES

38 | BIO Leucyl aminopeptidase, putative Cryptococcus neoformans 6,00E-22
39 | BIO Proteasome subunit, beta type 1 Cryptococcus neoformans 8,00E-44
40 | BIO Zinc carboxypeptidase Aspergillus nidulans 4,00E-15
41 | BIO Putative aspartyl-proteinase Pleurotus sp. 2,00E-21
OUTROS

42 | CAC WW domain-containing oxidoreductase | Gibberella zeae 4,00E-16
43 | CAC Gag polyprotein (retrotransposon) Takifugu rubripes 3,00E-07

Genes cuja sequéncia mostra similaridade significativa com proteinas

envolvidas na geragao e ou protegao do estresse oxidativo:

1) “NADPH oxidase”. As enzimas NADPH oxidases (Nox) estdo envolvidas na
geracgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e sao conservadas em todos os
eucariontes. No caso de animais e plantas, a producdo de EROs pelas Nox esta
associada a infeccdo por patdgenos e desatam cascatas de sinalizagao dirigidas a
causar a morte do patégeno ou, no caso da resposta hipersensitiva em plantas, a
morte celular programada do tecido afetado. No caso de fungos, a produgao de
EROs pelas Nox tem sido pouco estudada, mas em Neurospora crassa e
Aspergillus nidulans estas EROs desatam cascatas de sinalizagdo essenciais no
controle do ciclo de vida e diferenciagdo celular durante a reprodugédo sexual
(LARA-ORTIZ et al., 2003). No caso de C. perniciosa, a produgao de EROs
também poderia estar associada a indugdo de uma resposta hipersensitiva no
tecido infectado do cacaueiro, sendo que a morte deste tecido é necessaria para o

patdgeno poder completar seu ciclo de vida.

2, 3) “Manganese superoxide dismutase”: Esta enzima tem um papel fundamental
na mutacdo de radicais livres (0 a H,0,), os quais podem ser produto da defesa

da planta ou gerados pelo proprio fungo.

4) “Peroxidase TAP”: Em vista da formacédo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) durante a resposta hipersensitiva da planta em reagado a infecgao por C.
perniciosa, a atividade de peroxidase no fungo resultaria importante na defesa das

hifas contra a atividade dos radicais livres.
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5) “Putative copper amine oxidase”: Estas enzimas catalisam a deaminagao
oxidativa de aminas primarias aos aldeidos correspondentes com a redugao
concomitante de oxigénio molecular a peréxido de hidrogénio. Este radical livre
poderia atuar na resposta hipersensitiva da planta ou ser degradado por algumas

das enzimas com atividade peroxidase.

6) “Phenylalanine ammonium lyase”: Esta enzima é a primeira na via do
fenilpropanoide, um precursor dos flavondides, os quais podem funcionar como
fitoalexinas e/ou antioxidantes (SOLORZANO et al., 1996; TROGNITZ et al., 2002;
SCARPARI et al., 2005). Como fitoalexinas, estes flavondides participariam na
explosdo oxidativa que acontece nos primeiros estagios de defesa da planta
contra patogenos, reforcando a hipdtese levantada em relatérios anteriores,
sugerindo que o fungo contribui para a formagao de radicais livres que acelerem a

resposta hipersensitiva na planta.

7) “Glyoxal oxidase 1”: Esta enzima oxida aldeidos de cadeia curta (<C4) e produz
peroxido de hidrogénio. Em Ustilago maydis foi demonstrado que este gene é
essencial para o crescimento filamentoso e a patogenicidade (LEUTHNER et al.,

2005), reforgcando mais ainda a hipétese anterior.

Genes cuja sequéncia mostra similaridade significativa com proteinas

envolvidas no metabolismo de lignina:

8) “1,4-benzoquinone reductase”: Esta enzima esta envolvida na degradagéao de
lignina presente na parede celular da planta. Esta enzima tem sido encontrada em
numerosos fungos degradadores de madeira (AKILESWARAN et al., 1999).

9, 10) “Laccase”: também envolvida na degradacao da lignina presente na parede
celular da planta e tem sido descrita em numerosos fungos degradadores de
madeira; poderia ter um papel adicional na producédo dos basidiomas (LIU et al.,
2003). Adicionalmente, ja foi relatado que a lacase de C. perniciosa é capaz de
degradar o acido 3-indole acético (auxina) in vitro, podendo causar assim um
desbalango citokinina/auxina que tem sido sugerido como responsavel pelos
sintomas caracteristicos da doenca VB (KRUPASAGAR e SEQUEIRA, 1969).
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11) “Aryl-alcohol oxidase precursor”. outra enzima envolvida na degradagéao da
lignina presente na parede celular da planta, tem sido descrita em numerosos
fungos degradadores de madeira (GUILLEN et al., 1992).

Genes cuja sequéncia mostra similaridade significativa com proteinas

envolvidas com o metabolismo de toxinas:

12, 13, 14 e 15) “Cytochrome P450”: importante na detoxificacdo de toxinas
liposoluveis produzidas pela planta (PANWAR et al.,, 2001; LEROUX et al., 2002;
KHAN et al., 2003).

16)“O-methylsterigmatocystin oxidoreductase”. Esta enzima ¢é importante na
formagdo de aflatoxinas e também ¢é parte da familia do citocromo P450
importante na detoxificacdo de toxinas produzidos pela planta, tais como as
fitoalexinas (PANWAR et al., 2001; LEROUX et al., 2002; KHAN et al., 2003).

17, 18) “Glutathione-s-transferase”: as glutationa-transferases sdo proteinas que
auxiliam no metabolismo de toxinas ao catalisar a transferéncia destas toxinas a
uma molécula de glutationa. A molécula de glutationa possui uma asa pela qual a
célula pode exportar a toxina conjugada. A presenca destes genes ja tem sido
reportada em outros fungos fitopatogénicos como Botrytis cinerea e tem sido
considerado um possivel fator de viruléncia que permite que o fungo tolere
compostos potencialmente fungitoxicos produzidos pela planta (PRINS et al.,
2000). A expressao desta proteina por C. perniciosa pode auxiliar na detoxificagao

de compostos produzidos pelo cacaueiro.

19, 20 e 21) “Heat Shock Protein”: As Heat shock proteins estdo envolvidas na
protecdo contra diversas condi¢cdes de estresse, incluindo a resisténcia a drogas
(KARABABA et al., 2004).

22) “Kp4 Toxin”: A toxina KP4 de Ustilago maydis € codificada por um micovirus
cujo material genético € RNA dupla-fita. Esta toxina inibe o crescimento de outros
fungos ou de outras cepas de U. maydis que nao estejam infectadas com o virus
(PARK et al., 1994; GAGE et al., 2002). A presenga de uma toxina similar em C.
perniciosa poderia ter implicagbes na colonizagdo do hospedeiro ao impedir o

crescimento de outros fungos competidores, incluindo os da propria espécie. Esta
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estratégia pode ser bem sucedida em C. perniciosa ja que este patdégeno possui

uma estratégia reprodutiva homotalica (autofértil).

23) “Thaumatin-like protein”: As taumatinas s&o proteinas da familia das
osmotinas secretadas por plantas; estas enzimas inibem o crescimento de fungos
fitopatogénicos e possuem um sabor intensamente doce o qual é conferido aos
tecidos que a produzem (FRENDO et al., 1992). A expressao desta proteina por
C. perniciosa poderia estar relacionada a inibigdo do crescimento de outros fungos
competidores. O estudo deste gene desde o ponto de vista da transferéncia

horizontal seria de interesse.

Genes cuja sequéncia mostra similaridade significativa com proteinas

envolvidas em mecanismos de patpgenicidade de outros organismos:

24, 25) “Malate synthase” Esta enzima € uma das duas enzimas principais do
ciclo do glioxilato, o qual repde intermediarios ao ciclo de Krebs, e seu papel na
patogenicidade tem sido comprovado na bactéria Rhodococcus fascians e nos
fungos fitopatogénicos Leptosphaeria maculans e Cryptococcus neoformans
(LORENZ e FINK, 2001; VEREECKE et al., 2002; IDNURM e HOWLETT, 2002;
RUDE et al., 2004).

26) “Neutral Trehalase (alfa,alfa-trahalase)”: tem sido demonstrado que as
trehalases neutras possuem um papel fundamental na esporulacdo de fungos
fitopatogénicos protegendo os esporos de situagdes de estresse. Seu papel na
patogenicidade tem sido demonstrado em Magnaporthe grisea sendo que a
inativagdo deste gene causa falhas na colonizagao de tecidos e uma consequente
diminuicédo na fitopatogenicidade deste fungo (D'ENFERT et al., 1999; FOSTER et
al., 2003).

27) “Pathogenesis-related protein”: similar a “Human glioma pathogenesis protein”
indicando similaridade entre o sistema de defesa das plantas e o sistema imune
humano, a funcdo desta proteina é desconhecida (referéncia nao publicada).
Também apresentou similaridade com “pathogen related protein” de
Saccharomyces cerevisiae (E-value 1E-08) e a proteinas hipotéticas de fungos

patogénicos como Candida albicans e Ustilago maydis.
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28, 29) Homologia com dominio conservado CFEM contendo oito cisteinas, este
dominio esta presente em proteinas extracelulares de membrana em fungos e
possui fungdo na patogenicidade (Dos 65 residuos deste dominio o 95% alinhou
com o read, E-value 1E-05) (KULKARNI et al, 2003). Este read apresentou
similaridade com diversas proteinas hipotéticas de varios fungos fitopatogénicos

como Gibberella zeae e Ustilago maydis (E-value 1E-09).

30) “Glucuronyl hydrolase”. Esta enzima participa na degradagdo completa de
glucoaminoglicanos e resulta essencial para a viruléncia de organismos
patogénicos, podendo ser essencial na penetracdo da parede celular da planta
(EASTWOOD et al., 2001).

31) “Potential cell surface antigen”. Contendo o dominio conservado CFEM que
possui oito cisteinas, este dominio esta presente em proteinas extracelulares de
membrana em fungos e possui fungdo na patogenicidade (Dos 65 residuos deste
dominio 0 95% alinhou com o read, E-value 1E-05) (KULKARNI et al., 2003).

32, 33) "GABA transporter" e "succinic semialdehyde dehydrogenase": Enzimas
que participam do metabolismo de GABA que estdo presentes apenas na fase
biotréfica de C. perniciosa. Sua expressdao pode estar relacionada ao
aproveitamento do GABA como fonte de nitrogénio no fluido apoplastico durante a

fase biotrdfica.

Genes cuja sequéncia mostra similaridade significativa com proteinas

envolvidas na resposta hipersensitiva (RH) em plantas:

34) “Copper transporter”. O metal cobre possui atividade redox e constitui um
cofator essencial em processos biologico criticos como a respiragao celular e o
transporte de ferro. Esta familia altamente conservada de transportadores com
alta afinidade pelo cobre atua na toma de cobre na membrana plasmatica. No
caso particular de C. perniciosa, um transportador de cobre poderia ser de grande
importancia no processo de fitopatogenicidade ja que a ligacdo do etileno no
receptor de membrana requer cobre como cofator (CHANG e SHOCKEY, 1999), e
tem sido estabelecido que durante o processo de instalacdo da VB ha um
aumento significativo na produgdo de etileno na vassoura verde (WOJTASZEK,
2005; SCARPARI et al., 2005).
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35) “Prohibitin PHB1, putative”: Como mencionado anteriormente, as proibitinas
constituem um grupo de proteinas altamente conservadas com fungcdes no
controle do ciclo celular, senescéncia e morte. Junto com as estomatinas e
algumas proteinas indutoras da resposta hipersensitiva em plantas (similares a
NG1 de tabaco) constituem uma unica superfamilia que poderiam atuar na

resposta hipersensitiva em plantas (NADIMPALLI et al., 2000).

36) “Stomatin-like protein, putative”: As estomatinas sdo proteinas integrais de
membrana que regulam o transporte de cation univalentes e estao relacionadas
estruturalmente as proibitinas e a algumas proteinas indutoras de resposta
hipersensitiva em plantas (NADIMPALLI et al., 2000).

37) “Pathogenicity protein™: Pertencente a familia HVA22. Esta familia é
encontrada em membros de uma grande variedade de eucariontes, incluindo a
proteina de planta HVA22 abscisic acid-induced protein, a qual é considerada uma
proteina regulatéria. Em Magnaporthe grisea, esta proteina teve sua participagcao

no processo de patogenicidade confirmado (FUJIMOTO et al., 2002).

Genes cuja sequéncia mostra similaridade significativa com proteases e

psptidases:

38, 39, 40 e 41) Proteases e peptidases diversas encontradas na biblioteca de
micélio biotréfico. A intensa producdo deste tipo de enzimas poderia indicar sua
participacdo na defesa do fungo contra os mecanismos de defesa da planta para

poder estabelecer a doencga.

Genes cuja sequéncia mostra similaridade significativa com proteinas

envolvidas em outros processos de interesse:

42) “WW domain-containing oxidoreductase”: este tipo de oxidoreductases tem
sido descritas principalmente em células antitumorais de vertebrados e induz a
morte celular programada destas células (YENDAMURI et al., 2003).

43) “Gag polyprotein (retrotransposon)”: A presencga de retrotransposons ao longo
do genoma de C. perniciosa tem sido verificada e correlacionada com a geragao
de variabilidade genética neste fitopatégeno homotalico, permitindo sua adaptagéo
ao hospedeiro a talvez sendo responsavel pela quebra de resisténcia do cacaueiro
(RINCONES et al., 2006).
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Em vista destes resultados, existem fortes indicios de que a participagao
de enzimas produtoras de EROs, as quais foram identificadas no micélio
saprotrofico induzido com extratos de cacau e no micélio biotrofico, resulta de
grande importancia para o estabelecimento da doenga. Igualmente resulta
interessante que muitos dos genes produzidos pelo fungo durante a interagdo com
o hospedeiro apresentam similaridade significativa com proteinas que participam
na resposta hipersensitiva em plantas, sugerindo assim que o fungo n&o
unicamente aguarda a ser reconhecido como um patéogeno pela planta, mas
também participa ativamente mimetizando as respostas de uma planta infectada,

com o aparente objetivo de acelerar a morte do ramo infectado.

No primeiro momento da doenga, o ramo infectado cresce aceleradamente
com caracteristicas hipertréficas e hiperplasicas, sugando assim uma grande
quantidade de nutrientes; nesta fase a presenca do fungo na planta é quase
imperceptivel. Apés aproximadamente 60 dias de infeccdo, o ramo morre e o
fungo muda de fase, colonizando rapidamente o tecido morto. Se a morte do ramo
for acelerada o suficiente, € provavel que a planta ndo tenha tempo de recuperar
os nutrientes que foram deslocados para o ramo em crescimento. Desta maneira,
a fase saprotréfica do fungo pode colonizar um tecido morto, mas muito rico em
nutrientes, permitindo seu desenvolvimento acelerado e a produgcido de
basidiomas. Até o momento, temos identificado genes do fungo envolvidos em
causar uma resposta hipersensitiva na planta que culminaria na morte do tecido
infectado e também genes que podem interferir no balango hormonal da planta, o
qual pode ser responsavel pelo crescimento hipertréfico e hiperplasico durante o
primeiro estagio da doencga. Entre estes genes se encontram a lacase que € capaz
de degradar a auxina in vitro, podendo causar assim um desbalango
citokinina/auxina; o transportador de cobre, ja que o cobre é um cofator essencial
na ligagao do horménio etileno aos respectivos receptores; e a proteina da familia
HVA22 que é induzida por acido absicico, outro hormbnio de plantas. Estes trés
genes podem constituir um indicio da participacdo do fungo no desbalango
hormonal da planta, mas ainda nao apresentam evidéncias contundentes.
Também desconhecemos se existe um sinal especifico que induz a mudanca de

fase para o micélio saprotrofico. Talvez o estudo sistematizado da expressédo do
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micélio do fungo desde a esporulagdo, micélio biotrofico, micélio saprotrofico e

basidioma seja capaz de apresentar maiores evidéncias.
5.3.2. Validacao da Subtracao Cacau menos Glicose
5.3.2.1. Validacao por PCR semi-quantitativo

cDNA subtraido  Cont. Nao-subtraido

Act M 18 23 28 33 M 18 23 28 33

Primers Actina

FN M 18 23 28 33 M 18 23 28 33

p—
-

Primers FN |
-2 § -

Fig. 5.4. Validacao da eficiéncia da hibridagao subtrativa Cacau-Glicose por PCR
semiquantitativo. Cada jogo de primers especificos (Actina ou Fator de Necrose-FN) foi
utilizado para amplificar cada gene a partir de duas populagées de cDNA a comparar:
cDNA subtraido, produto da PCR secundaria do processo de hibridacédo subtrativa Cacau-
Glicose; e Controle nao-subtraido, o qual € um controle gerado a partir da ligacado do
cDNA tester (Cacau) a ambos os adaptadores e submetido as PCRs de supressao
primaria e secundaria. M) Marcador de peso molecular 1 kb ladder (Promega); Act)
Controle positivo da amplificacdo do gene de Actina utilizando primers especificos a partir
de cDNA do micélio biotrofico obtido por amplificagdo SMART (Clontech); FN) Controle
positivo da amplificagdo do gene do Fator de Necrose utilizando primers especificos a
partir de cDNA do micélio biotrofico obtido por amplificacao SMART (Clontech); 18, 23,
28, 33) Numero de ciclos apds os quais foram detidos os produtos da amplificagcédo para
poder observar sua acumulac¢ao gradual, permitindo assim inferir qual populagéo possui
uma maior concentracgao inicial do gene. Gel de agarose 1% contendo 0,5 pg/mL brometo
de etidio.

Com este ensaio também pretendemos validar o processo de subtragao,
verificando que sequéncias presentes nas populacbes tester e driver de cDNA
foram eficientemente subtraidas no processo de hibridacdo subtrativa por
supressado (SSH). Para este ensaio comparamos a abundancia relativa de dois
genes de expressao constitutiva (Fator de Necrose e Actina) em duas populagdes
de cDNA: Subtraida Cacau-Glicose e Controle Ndo Subtraido, mediante uma
reacdo de PCR semiquantitativo. Os produtos da reagcao foram coletados apods 18,

23, 28 e 33 ciclos para poder observar o acumulo gradativo do produto da reagéo
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e nao simplesmente o produto acumulado no final da reacdo, o que dificultaria a

interpretacao dos resultados. Os resultados sao apresentados na Fig. 5.4.

Na Fig. 5.4. é possivel observar que ambos os genes selecionados
encontram-se num numero inferior de copias na populacdo subtraida quando
comparada a populacado nao subtraida. Isto resulta evidente quando vemos que o
gene de Actina s6 pdde ser amplificado a partir da populagédo controle, a partir da
qual tornou-se visivel apos os 33 ciclos da reagdo. Para o gene do fator de
necrose vemos que houve uma diminuicdo no numero de copias deste transcrito
na populagdo subtraida, ja que na populagdao controle foi possivel observar o
produto da reagao apos 28 ciclos, enquanto que a partir da populagao controle um
produto indefinido (sem bandas definidas) aparece sé apds os 33 ciclos. Estes
resultados também corroboram os resultados obtidos para o northern reverso,

indicando que a subtracdo Cacau-Glicose por SSH foi bem sucedida.

Os ensaios de PCR semiquantitativa e Northern Reverso permitiram a
validagdo do processo de subtragdo Cacau-Glicose de duas maneiras
independentes. Assim, € possivel confiar nos resultados do sequenciamento da
biblioteca subtrativa SAP-SUB, precisando validar por ensaio tipo northern sé
aqueles transcritos chaves na interpretacdo dos possiveis mecanismos de

fitopatogenicidade de C. perniciosa.
5.3.2.2. Validacao por Northern Reverso

A Fig. 5.5. mostra os resultados da hibridagao tipo dot-blot dos 96 clones
selecionados contra trés sondas diferentes: A) cDNA do fungo crescido em
Glicose; B) cDNA do fungo crescido em Cacau; e C) cDNA subtraido Cacau-
Glicose. A presenga ou auséncia de sinal, assim como a intensidade do mesmo,
foi registrado para cada spot e estes resultados foram interpretados segundo a
categoria pela qual foram selecionados os clones. De acordo com a analise
realizada, os 22 clones na Categoria 1 (Constitutivos) tiveram sua expressao
constitutiva confirmada, tendo apresentado sinal quando hibridados contra as
sondas Cacau e Glicose, mas n&do contra a sonda subtrativa Cacau-Glicose,
indicando ainda que foram eficientemente subtraidos no processo de hibridagao

subtrativa por supressdao. Dos 11 clones classificados na categoria 2
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(diferencialmente expressos na presenga de Cacau), apenas seis tiveram sua
expressao diferencial confirmada, enquanto os cinco restantes apresentaram sinal
de hibridagdo equivalente quando comparadas as sondas Cacau e Glicose,
indicando assim que sua expressdo € constitutiva e seu aparecimento na
biblioteca subtrativa Cacau-Glicose constitui falsos positivos. Contrariamente, dos
17 clones selecionados na categoria 3 (possiveis falsos positivos) apenas um foi
confirmado como falso positivo enquanto os restantes 16 apresentaram expressao
diferencial na presenca de Cacau. Estes clones tinham sido selecionados por
terem aparecido nas trés bibliotecas, porém, seu sinal de hibridacdo contra a
sonda de Glicose foi muito fraco em comparagao as sondas Cacau e Subtrativa,
indicando que sao expressos na presenca de Glicose, mas em baixo numero de
copias; assim, sua expressdo € mais intensa na presencga de extratos de cacau.
Adicionalmente, foram selecionados 46 clones de interesse (Categoria 4: com
possivel papel no processo de fitopatogenicidade e/ou alta redundancia nas
bibliotecas SAP-CAC ou SAP-SUB) com o intuito de verificar se apresentam
expressao diferencial na presenga de Cacau. Destes clones, 37 apresentaram
expressao diferencial enquanto os nove restantes demonstraram ter expressao

constitutiva.

Todos os 28 clones selecionados da biblioteca subtrativa (Cacau-Glicose)
mostraram uma maior intensidade de hibridagdo contra a sonda Subtrativa, em
comparagao com as outras sondas, mas apenas dois desses clones mostraram
hibridagao significativa contra a sonda Cacau e nenhum hibridou contra a sonda
Glicose. Este resultado pode ser explicado por estes clones representarem
transcritos raros expressos unicamente na presenca de Cacau, 0s quais sao
preferencialmente enriquecidos pelo processo de SSH, e cujo nivel de expresséo
nao permitiria sua observagao na hibridagéo contra a sonda Cacau através deste
ensaio. Adicionalmente, é possivel que tenha ocorrido uma digestdo incompleta
dos adaptadores, os quais podem causar um sinal mais intenso quando os clones
foram hibridados contra a sonda subtrativa. Independentemente, o fato de nenhum
deste clones ter hibridado contra a sonda Glicose indica que sao fortes candidatos

a ter uma expressao diferencial.
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Fig. 5.5. Resultados da validagdo tipo Northern Reverso a partir da hibridagao tipo dot blot
dos produtos de PCR apresentados na fig. 3.1, numa concentragdo de 200 ng por spot,
contra trés sondas diferentes: A) Sonda cDNA do micélio de C. perniciosa crescido em
Glicose; B) Sonda cDNA do micélio crescido em Cacau; C) Produto da PCR secundaria
do processo de hibridagéo subtrativa por supressdo Cacau-Glicose digerido com Rsa |

para remocgao dos adaptadores. Foram utilizados 400 ng de cada sonda marcada

isotépicamente. O tempo de exposicao foi de 72 horas. As letras e nimeros se referem a

posicao dos clones na placa de 96 pocos.

Em concluséo, este ensaio permitiu validar o processo de subtracao, ja
que apenas seis clones (cinco da categoria 2 e um da categoria 3) puderam ser
identificados como falsos positivos. Os clones da categoria 4 foram selecionados
em base a sua participagdo em processos celulares que pareciam ser induzidos
pela presengca de extratos de cacau (apresentando alta redundancia nas
bibliotecas SAP-CAC e SAP-SUB) e também por sua possivel participagdo em
processos de fitopatogenicidade. Dentre destes processos destacam-se a
respiragdo celular (citocromos, formato dessidrogenase dependente de NAD+,

etc.), a degradacao de proteinas (Ubiquitinas), a secregdo de toxinas antibidticas
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(Thaumatin e KP4) e alguns transcritos que ndo puderam ser identificados por néo
apresentarem similaridade com as bases de dados publicas, mas que mostraram
alta redundancia na biblioteca subtrativa (No Hits). A maioria destes clones de
interesse (37, representando o 80% dos clones nesta categoria), representando os
seguintes 25 contigs, demonstraram ter expressdo diferencial na presenga de
extratos de cacau: aminolevulinate synthetase (8E-46), CFEM conserved domain
(8E-6), Cytochrome b5 (2E-21), cytochrome c oxidase (2E-48), cytochrome P450
(4E-33), glutathione-s-transferase (1E-13), heat shock protein 70 (1E-34), Kp4
Toxin (1E-10), Laccase (2E-18), Malate synthetase (4E-29), NAD-dep. formate
dehydrogenase (4E-11), Neutral trehalase (5E-36), No hits (contig 27), No hits
(contig 139), No hits (contig 150), No hits (contig 153), No hits (contig (172), No
hits (contig 188), OMST oxidoreductase (2E-6), p14.5 protein (6E-16),
Pathogenesis-related protein (4E-9), Polyubiquitin (4E-64), potential glutaredoxin
(9E-21), subtilisin-like serine protease (9E-8), Thaumatin-like protein (7E-11),
ubiquinone oxidoreductase (2E-24), ubiquitin-specific protease (1E-26), Unknown
(4E-13), Unknown (4E-6), Unknown (5E-26). Apenas 9 (20%), agrupados em 8
contigs, mostraram expressao constitutiva: benzoquinone reductase (6E-33), gag
polyprotein (retrotransposon, 3E-7), glycerol efflux/uptake protein (5E-9),
Mitochondrial membrane protein (8E-47), NADPH oxidase (2E-15), Ubiquitin-
conjugating enzyme (2E-54), Unknown (4E-6), WW oxidoreductase (4E-16).
Assim, foi possivel confirmar, mediante um ensaio independente, a interpretacao
feita com base na frequéncia de sequenciamento dos clones para cada biblioteca.

Os resultados desta analise sao apresentados na Tabela 8.2 na secao 8. Anexos.

O ensaio aqui apresentado confirma apenas os resultados obtidos para a
analise da expressao génica do micélio saprotrofico do isolado CP02 crescido em
extrato de cacau e glicose. Porém, pretendemos também utilizar este tipo de
ensaio para validar, de maneira global, os resultados obtidos a partir da analise da
biblioteca de micélio biotrofico do isolado BP10. Neste ensaio tipo dot blot serao
fixados na membrana genes que apresentaram expressao diferencial no micélio
biotrofico, e estes genes serdo hibridados contra sondas de cDNA total obtido a
partir do micélio biotréfico e a partir do micélio saprotréfico do isolado BP10

crescido nas exatas condi¢cdes nas quais foi crescido o micélio biotréfico. Assim,
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pretendemos confirmar se os genes encontrados na biblioteca de micélio biotréfico
respondem apenas ao estado fisioldégico ou se sdo uma resposta as condi¢gdes do
meio de cultura, independentemente do estagio de desenvolvimento. Para este
ensaio, ja foram confeccionadas as membranas contendo os genes de interesse
discutidos acima, faltando apenas sua hibridacdo contra as duas sondas

representando os dois estagios de desenvolvimento.

5.3.3. Validacao da Expressao Diferencial de Clones de Interesse por Ensaios
Tipo Northern Blot

Até o momento so foi possivel realizar o ensaio tipo northern utilizando as
sondas Actina, NADPH oxidase e formato desidrogenase dependente de NAD+. E
possivel observar na Fig. 5.6 que as amostras de RNA provenientes do micélio do
fungo crescido nos meios Glicose ou Cacau foram carregadas equivalentemente,
ja que tanto as bandas de RNA ribossomal como a hibridagdo com a sonda
preparada a partir da amplificagcdo do gene da Actina mostram intensidades
similares em ambas as amostras. Também pode ser verificado na Fig. 5.6 que a
hibridagdo com a sonda correspondente a NADPH oxidase mostra intensidade
similar para ambas as populagdes de RNA, indicando que este gene apresenta
expressao constitutiva para as duas condigbes testadas e coincidindo assim com
os resultados do northern reverso (pogo D06, Fig. 5.5). Para a sonda
correspondente a formato desidrogenase dependente de NAD+ sim foi possivel
verificar a expressado diferencial, sendo que esta sonda hibridou com maior
intensidade contra amostra de RNA extraido apds crescimento em extrato de
cacau (Fig. 5.6). Este resultado também coincide com os resultados do northern
reverso (pogo G10, Fig. 5.5) e com a alta redundancia observada para este
transcrito nas bibliotecas de SAP-CAC e SAP-SUB.

Adicionalmente a estes dois genes, pretendemos completar as analises
tipo northern blot para validar os resultados da analise de ESTs de micélio
saprotréfico crescido em cacau ou glicose utilizando como sondas genes
relacionados com: detoxificagdo de toxinas da planta (Cytochome p450),
reaproveitamento de proteinas (ubiquitina), algumas toxinas (Thaumatin e KP4),
uma enzima que atua na formagao dos grupos heme das porfirinas e que é

encontrada de maneira redundante na biblioteca SAP-SUB (Aminolevulinic acid
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synthase), e alguns clones sem similaridade com as bases de dados publicas (No
hits) que parecem ser preferencialmente expressos na presenca de extratos de
cacau, podendo estar envolvidos no processo de patogenicidade. Todos estes
clones ja tinham sido selecionados para a andlise da expressao por northern
reverso, tendo na maioria dos casos sua expressao diferencial confirmada. Porém,
ensaios tipo northern reverso ndo possuem a sensibilidade que s6 pode ser obtida
por ensaios tipo northern blot ou Real Time-PCR. Em consequéncia, clones
mostrando similaridade significativa (BLASTx com E-value < 10E-10) com estes

genes serao utilizados como sonda para completar os ensaios tipo northern blot.

Gli Cac

-'r' ’ RNA Total (12 ng)
-4 !'

e | Sonda Actina

- e— Sonda NADPH Oxidase

Sonda Formato
Desidrogenase NAD+

Fig. 5.6. Northern blot do RNA de C. perniciosa extraido do micélio saprotréfico do isolado
CPO02 crescido em glicose ou extrato de cacau contra trés sondas: Actina, NADPH
oxidase e formato desidrogenase dependente de NAD+. O RNA extraido aos diferentes
tempos de crescimento (24 h, 48, h, 72 h, 6 dias e 8 dias) foi combinados e concentrados
numa unica amostra para cada tipo de médio (Cacau ou Glicose). Foram carregados 12
ug de RNA total por pogo e foram realizadas duas réplicas da membrana.

Adicionalmente, pretendemos realizar ensaios tipo northern blot para
confirmar a expressao diferencial dos genes encontrados na biblioteca de micélio
biotrofico do isolado BP10. Para estes ensaios serdo confeccionadas membranas
contendo o RNA total extraido dos micélios biotréfico e saprotrofico do isolado
BP10 crescidos sob as mesmas condi¢gdes de cultura, além das amostras de RNA
total do micélio saprotrofico do isolado CP02 crescido em glicose ou extrato de
cacau. Assim, utilizando uma unica membrana sera possivel verificar a expressao
de genes selecionados nas quatro condi¢gdes, o que permitird comprovar se a

expressao dos genes encontrados na biblioteca de micélio biotréfico responde
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apenas ao estado fisiolégico ou também as condi¢des de cultura. Membranas
contendo o RNA obtido nas quatro condi¢cbes ja foram preparadas e aguardam

hibridacao.

Estas confirmacgdes sao necessarias para poder submeter uma publicagao
dos resultados aqui apresentados. Adicionalmente a estas confirmacdes, também
realizaremos uma anotagao detalhada dos genes aqui descritos para que estes

possam ser submetidos ao GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez), o que

também é um requisito para a submissao do manuscrito a uma revista arbitrada.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

O presente trabalho abordou alguns aspectos referentes a genética
molecular do fungo fitopatogénico Crinipellis perniciosa e sua interagdo com o

cacaueiro no estabelecimento da doencga VB.

Este trabalho apresentou, pela primeira vez, o cariétipo molecular de C.
Perniciosa e mostrou a existéncia de polimorfismos cromossémicos para esta
espécie. Além disso, a partir da analise de 38 isolados diferentes provenientes de
trés bidtipos deste fitopatdgeno mostramos que a variabilidade genética dentro de
um mesmo bidtipo e entre bibdtipos diferentes pode ser determinada a partir de
uma analise do cariétipo combinada com uma analise tipo microsatélites. Este
estudo permitiu verificar que o caridtipo do biétipo-C de C. perniciosa € muito
estavel ao longo do tempo e que a variabilidade do fungo € muito baixa na regido
da Bahia, mostrando apenas dois cariétipos principais, muito provavelmente
provenientes de duas introducdes independentes da Amazbnia. Assim, estes
resultados indicam a fragilidade do programa de melhoramento genético do
cacaueiro que esta sendo empregado na Bahia, ja que os clones resistentes
selecionados no campo foram desafiados contra apenas dois gendtipos do
patdgeno. Proximos estudos utilizando uma amostra mais ampla de isolados,
considerando a regido amazénica em sua totalidade e um maior numero de
bidtipos, permitiiam uma avaliagdo mais completa da variabilidade genética do
fungo. Adicionalmente, os resultados encontrados sugerem que 0s rearranjos
cromossémicos observados em C. perniciosa sao gerados a partir de processos
meidticos que poderiam envolver a presenga de multiplas copias de
retrotransposons. Uma investigacdo aprofundada das fontes de geragcdo de
variabilidade genética neste fungo também teria grande impacto sobre o

desenvolvimento de uma estratégia de controle para a VB.

Com relagao a analise da expressao do fungo em presenca de extratos do
hospedeiro, foram obtidas quatro bibliotecas de cDNA de C. perniciosa sob

diferentes condi¢cées de cultivo e em diferentes estagios do desenvolvimento.
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Destas quatro bibliotecas foram obtidos 7406 reads, dos quais 3650 apresentaram
qualidade suficiente para passar a etapa de clusterizagdo, a qual gerou 1427

clusters ou unigenes.

A partir do alinhamento destes clusters com as bases de dados publicas
foi possivel identificar 36% dos unigenes, cuja analise revelou a presenga de
transcritos possivelmente envolvidos com a patogenicidade do fungo e permitindo
o levantamento de hipdteses com relagdo aos genes e vias metabdlicas que
podem ser importantes na instalacdo da doenca ao exibirem um nivel de
expressao maior na presenga de extratos do hospedeiro. No caso do micélio
saprotrofico, entre os genes induzidos pela presengca de extratos do hospedeiro
destacam-se: enzimas do ciclo do glioxilato; citocromos P450, glutationa s-
transferase e Heat Shock Proteins, todos envolvidos na defesa contra compostos
téxicos; NADPH oxidase e Manganés SOD que produzem Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) possivelmente envolvidas na resposta hipersensitiva em plantas
que culmina na morte celular programada do tecido afetado; Trehalase neutra
essencial na esporulacdo e colonizagao de tecidos; Taumatina e toxina KP4 sao
antifungicos que podem impedir a competicdo com outros fungos; a lacase € uma
enzima utilizada na degradagao de lignina, mas foi comprovado que também é
capaz de degradar auxina in vitro, podendo assim estar envolvida no desbalango
citokinina/auxina que pode ser o responsavel pelos sintomas da VB, entre outros.
As vias metabdlicas que sdo aparentemente reguladas pela presencga de extratos
de cacau sao a degradacao de proteinas pela via das ubiquitinas e a respiragao
celular. No caso das ubiquitinas ndo temos uma hipétese que explique uma
aparente maior taxa de reaproveitamento de proteinas salvo a observacdo de um
crescimento mais acelerado na presenca de extrato de cacau. O fato de a
respiragcao celular ser ativada pela presencga de extrato de cacau acreditamos que
seja de grande interesse para o estudo da interacdo planta-patégeno ja que
poderia estar envolvida na geracdo de EROs que podem desencadear uma
resposta hipersensitiva no tecido afetado da planta, permitindo assim que o fungo

complete seu ciclo de vida hemibiotrofico.

A analise dos reads da biblioteca EP que representa a fase biotréfica do

fungo, durante a qual é estabelecido o processo de doenga, reforgou mais ainda a
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hipétese sugerindo que o fungo mimetiza os mecanismos de defesa da planta
para acelerar a resposta hipersensitiva que leva a morte do tecido afetado; esta
morte € um requisito para que o fungo continue seu desenvolvimento e
reprodugdo. Além da producdo de EROs, que ja tinha sido detectada em
transcritos da fase saprotrofica induzidos com extratos de cacau, encontramos que
durante a fase biotrofica sdo expressos transcritos com similaridade a genes que
poderiam participar diretamente na resposta hipersensitiva em plantas, como as
proibitinas e estomatinas, além de uma peroxidase que poderia proteger esta fase
do fungo do efeito toxico das EROs. Adicionalmente, encontramos evidéncias de
uma condicdo de falta de amino acidos que poderia simplesmente refletir as
condicbes do meio de cultura utilizado, mas que também poderia indicar a
utiizacdo de uma via alternativa de metabolismo de nitrogénio durante a fase
biotréfica do fungo, ja que neste mesmo tipo de micélio detectamos a presenca de
genes envolvidos com o metabolismo do GABA, um amino acido nao protéico que
pode ser utilizado como fonte de nitrogénio por fungos biotroficos patogenos de
plantas. Também foi encontrado um transportador de cobre, o qual também
poderia ter um papel na fitopatogenicidade, ja que o cobre é um cofator essencial
para a ligacdo do etileno ao receptor de membrana, e o etileno é produzido pela
planta em maiores concentragcbes no comego da doenga. Porém, € importante
lembrar que a maioria dos unigenes n&o pbde ser identificada em base a
similaridade com proteinas nas bases de dados publicas, indicando assim que
ainda desconhecemos muitas das vias metabdlicas e mecanismos moleculares

utilizados pelo fungo durante a interagdo com o cacaueiro.

Desta maneira, a analise destas bibliotecas permitiu o levantamento de
hipoteses com relagdo aos diversos mecanismos pelos quais o fungo poderia
estar manipulando o metabolismo da planta para seu beneficio e em detrimento da
producao de cacau. Alguns destes genes poderiam ser utilizados como alvos para
o desenho de drogas para o combate a doenga. Porém, para poder determinar se
estes genes podem ser encaixados na categoria de genes de fitopatogenicidade, é
necessario comprovar que sao necessarios para o estabelecimento da doenca,
mas nao essenciais para a sobrevivéncia do fungo. Adicionalmente, devemos

destacar que as condi¢des de cultura utilizadas para a confecgdo das bibliotecas
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nao sao in planta e, consequentemente, a interpretacdo dos resultados s6 sera
valida apos estudos posteriores de patogenicidade de mutantes. Em
consequéncia, propomos como proxima etapa deste trabalho a disrupg¢ao destes
genes (knockout) para assim poder comprovar sua fungdo no processo de
patogenicidade. Os genes essenciais para a sobrevivéncia do fungo que néo
possuam homologos na planta também constituiriam alvos interessantes para o
desenho de drogas. Em vista de que nao € possivel verificar a fungdo de um gene
essencial a partir da geracado de knockouts, uma alternativa seria o silenciamento
pos-transcricional por RNA de interferéncia (RNAi), a qual € uma técnica de
silenciamento reversivel. A geracao destes dois tipos de mutantes para este
importante fitopatégeno constituiria um passo importante na busca por alternativas

de controle para a VB.

Com relacdo aos objetivos principais do trabalho, consideramos que a
partir das metodologias empregadas foi possivel obter uma maior compreenséao
dos mecanismos utilizados por C. perniciosa no desenvolvimento da VB em
cacaueiro e estudos mais aprofundados, baseados nos resultados aqui obtidos,
deverdo auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle para esta

importante doenca.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO A. Resultados do Ensaio Tipo Northern Reverso Para Validacao do
Processo de Subtracao Cacau menos Glicose

Tabela 8.1. Clones selecionados para validagao por northern reverso. Categorias: 1) clones que
representam genes constitutivos; 2) clones diferencialmente expressos; 3) possiveis falsos
positivos; e 4) genes de interesse (aqueles com possivel fungdo na patogenicidade). Pos.:

Posicao; Cat.: Categoria.

Pos. | Cat. | Contig Read BLASTx NR BLASTn Cp
1 1 57 CP02-EG-001-010-HO7-EU.F | No hits No hits
2 1 57 CP02-EC-001-015-C05-EU.F | No hits No hits
3 1 102 | CP02-EG-001-006-HO3-EU.F | Agglutinin, 3E-10 0,0
4 1 102 | CP02-EC-001-003-G05-EU.F | Agglutinin, 3E-10 0,0
5 1 21 CP02-EC-001-003-H04-EU.F | Unknown, 1E-20 1E-77
6 1 21 CP02-EG-001-007-F10-EU.F | Unknown, 1E-20 1E-77
7 1 30 CP02-EC-001-011-B08-EU.F | Unknown, 2E-06 2E-70
8 1 30 CP02-EG-001-001-F02-EU.F | Unknown, 2E-06 2E-70
9 1 108 | CP02-EG-001-009-E08-UE.F | Zn-dependent hydrolases, 2E-29 9E-91
10 1 108 | CP02-EC-001-006-E03-UE.F | Zn-dependent hydrolases, 2E-29 9E-91
11 1 22 CP02-EG-001-006-FO1-UE.F | Hydrophobin, 6E-31 1E-114
12 1 22 CP02-EC-001-008-G02-UE.F | Hydrophobin, 6E-31 1E-114
13 1 36 CP02-EC-001-005-B01-UE.F | No hits 5E-86
14 1 36 CP02-EG-001-006-H08-UE.F | No hits 5E-86
15 1 39 CP02-EG-001-010-A06-UE.F | No hits 0,0
16 1 39 CP02-EC-001-005-C07-UE.F | No hits 0,0
17 1 44 CP02-EC-001-005-G08-UE.F | Unknown, 5E-26 1E-152
18 1 44 CP02-EG-001-009-B04-UE.F | Unknown, 5E-26 1E-152
19 1 90 CP02-EC-001-005-C11-UE.F | Tetrapyrrole methylase, 2E-23 1E-136
20 1 90 CP02-EG-001-006-F06-UE.F | Tetrapyrrole methylase, 2E-23 1E-136
21 1 67 CP02-EC-001-012-C08-UE.F | glucose oxidase, 3E-14 0,0
22 1 67 CP02-EG-001-009-A02-UE.F | glucose oxidase, 3E-14 0,0
23 2 7 CP02-ES-001-001-G09-EU.F | Hydrophobin, 1E-21 1E-103
24 2 7 CP02-EC-001-001-F05-EU.F | Hydrophobin, 1E-21 1E-103
25 2 12 CP02-EC-001-008-C09-EU.F | peroxiredoxin Q-like prot., 6E-21 8E-76
26 2 14 CP02-EC-001-002-C06-EU.F | manganese-SOD, 9E-72 1E-123
27 2 20 CP02-ES-001-011-D09-EU.F | No hits 0,0
28 2 20 CP02-EC-001-003-A01-EU.F | No hits 0,0
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29 2 83 CP02-ES-001-001-G11-EU.F | Cytochrome P450, 2E-24 2E-70
30 2 83 CP02-EC-001-011-D12-EU.F | Cytochrome P450, 2E-24 2E-70
31 2 86 CP02-EC-001-005-H10-EU.F | Hydrophobin, 2E-23 1E-169
32 2 94 CP02-ES-001-010-G09-EU.F | Choline dehydrogenase, 4E-17 8E-66
33 2 94 CP02-EC-001-012-H09-EU.F | Choline dehydrogenase, 4E-17 8E-66
34 3 70 CP02-ES-001-001-A10-EU.F | Ubiquitin, 1E-167 0,0
35 3 70 CP02-EC-001-004-G11-EU.F | Ubiquitin, 1E-167 0,0
36 3 70 CP02-EG-001-010-E01-EU.F | Ubiquitin, 1E-167 0,0
37 3 88 CP02-ES-001-008-F11-EU.F | chitin deacetylase, 4E-53 1E-127
38 3 88 CP02-EG-001-009-E06-EU.F | chitin deacetylase, 4E-53 1E-127
39 3 88 CP02-EC-001-015-B08-EU.F | chitin deacetylase, 4E-53 1E-127
40 3 132 CP02-ES-001-004-D02-EU.F | No hits 0,0
41 3 132 | CP02-EC-001-008-G12-EU.F | No hits 0,0
42 3 132 | CP02-EG-001-002-E07-EU.F | No hits 0,0
43 3 144 CP02-ES-001-008-E05-EU.F | No hits No hits
44 3 144 CP02-EG-001-002-C10-EU.F | No hits No hits
45 3 144 | CP02-EC-001-001-B06-EU.F | No hits No hits
46 3 149 | CP02-ES-001-006-A12-EU.F | NAD-dep. formate dehydro., 1E-8 0,0
47 3 149 | CP02-EG-001-009-H09-EU.F | NAD-dep. formate dehydro., 1E-8 0,0
48 3 169 | CP02-ES-001-011-HO7-EU.F | metal-dependent RNase, 2E-16 0,0
49 3 169 | CP02-EC-001-003-H09-EU.F | metal-dependent RNase, 2E-16 0,0
50 3 169 | CP02-EG-001-009-F04-EU.F | metal-dependent RNase, 2E-16 0,0
51 4 188 CP02-ES-001-015-G09-EU.F | No hits 0,0
52 4 27 CP02-ES-001-008-C11-EU.F | No hits 5E-67
53 4 27 CP02-EC-001-003-E03-EU.F | No hits 5E-67
54 4 42 CP02-ES-001-010-H09-EU.F | Unknown, 4E-6 1E-117
55 4 42 CP02-EC-001-005-D08-EU.F | Unknown, 4E-6 1E-117
56 4 186 | CP02-ES-001-016-FO8-EU.F | cytochrome c oxidase, 2E-48 1E-168
57 4 139 CP02-ES-001-012-D05-EU.F | No hits 8E-90
58 4 143 | CP02-ES-001-007-C10-EU.F | aminolevulinate synthetase, 8E-46 No hits
59 4 147 CP02-ES-001-016-B04-EU.F | Unknown, 5E-26 1E-114
60 4 150 CP02-ES-001-015-C07-EU.F | No hits 1E-147
61 4 161 CP02-ES-001-009-A05-EU.F | NAD-dep. formate dehydro., 4E-11 1E-11
62 4 172 | CP02-ES-001-015-E09-EU.F | No hits 8E-30
63 4 - CP02-EC-001-006-F08-UE.F | Malate synthetase, 4E-29 1E-110
64 4 38 CP02-EC-001-005-C02-UE.F | NADPH oxidase, 2E-15 No hits
65 4 1 CP02-EC-001-001-B12-UEF | cytochrome P450, 4E-33 1E-79
66 4 - CP02-ES-001-008-C12-UC.F | cytochrome P450, 2E-7 3E-68

128




67 4 162 | CPO2-ES-001-007-E11-UE.F | OMST oxidoreductase, 2E-6 2E-71

68 4 59 CP02-EC-001-007-E10-UE.F | Kp4 Toxin, 1E-10 0,0

69 4 - CP02-EC-001-009-G11-UE.F | glutathione-s-transferase, 1E-13 1E-49
70 4 - CP02-EG-001-002-C06-UE.F | glutathione-s-transferase, 2E-13 1E-160
71 4 - CP02-EC-001-005-A09-UE.F | benzoquinone reductase, 6E-33 3E-96
72 4 - CP02-EC-001-006-D07-UE.F | Laccase, 4E-13 1E-23
73 4 - CP02-ES-001-009-H10-UE.F | Laccase, 2E-18 1E-51

74 4 - CP02-EC-001-003-F12-UE.F | Neutral trehalase, 5E-36 4E-51

75 4 - CP02-EG-001-001-E11-UE.F | Thaumatin-like protein, 7E-11 1E-128
76 4 - CP02-EG-001-002-D05-UE.F | Pathogenesis-related protein, 4E-9 2E-93
77 4 130 | CP02-EG-001-005-F10-UE.F | CFEM conserved domain, 8E-6 1E-99
78 4 - CP02-EC-001-003-A06-UE.F | WW oxidoreductase, 4E-16 3E-84
79 4 23 CP02-EC-001-003-B04-UE.F | gag polyprotein, 3E-7 1E-175
80 4 - CP02-ES-001-004-H04-UC.F | heat shock protein 70, 1E-34 1E-94
81 4 - CP02-EC-001-005-B08-UE.F | p14.5 protein, 6E-16 8E-53
82 4 - CP02-EC-001-012-C06-UE.F | Mitochondrial memb. prot., 8E-47 2E-48
83 4 122 | CP02-EG-001-005-B08-UE.F | potential glutaredoxin, 9E-21 3E-49
84 4 - CP02-EC-001-002-C05-UE.F | ubiquinone oxidoreductase, 2E-24 No hits
85 4 - CP02-EC-001-009-F08-UE.F | ubiquinone oxidoreductase, 2E-17 2E-60
86 4 - CP02-EC-001-002-E04-UE.F | Cytochrome b5, 2E-21 3E-75
87 4 - CP02-EG-001-009-H06-UE.F | cytochrome ¢ oxidase, 2E-22 3E-65
88 4 - CP02-EC-001-001-B05-UE.F | glycerol efflux/uptake protein, 5E-9 5E-73
89 4 18 CP02-EC-001-002-G11-UE.F | subtilisin-like serine protease, 9E-8 5E-89
90 4 45 | CP02-EC-001-006-A12-UE.F | Ubiquitin-conjug. enzyme, 2E-54 4E-77
91 4 45 | CP02-EG-001-001-F07-UE.F | Ubiquitin-conjug. enzyme, 2E-54 4E-77
92 4 28 CP02-ES-001-013-A06-UE.F | Polyubiquitin, 4E-64 2E-57
93 4 28 CP02-EC-001-003-F04-UE.F | Polyubiquitin, 4E-64 2E-57
94 4 - CP02-ES-001-015-C12-UE.F | ubiquitin-specific protease 6, 1E-26 5E-36
95 4 153 CP02-ES-001-009-F04-UE.F | No Hits 1E-68
96 4 166 CP02-ES-001-009-HO06-UE.F | Unknown, 4E-13 2E-96
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Fig. 8.1. Rearranjo dos clones selecionados em placa de 96 pocos para a validagdo por
northern reverso. Os niumeros representam a posigéo na Tabela 1 (primeira coluna). Os
clones EQ9 a H12 (separados por linha grossa) sao clones da biblioteca ES e portanto
possuem selegdo em ampicilina, enquanto que os clones restantes (AO1 a E08) provém
das bibliotecas SAP-CAC e EG e possuem sele¢ao em cloranfenicol. As cores
representam as categorias pelas quais foram selecionados os diferentes clones. Amarelo:

Categoria 1 (constitutivos); Azul: Categoria 2 (diferencialmente expressos);
Categoria 3 (possiveis falsos positivos); Verde: Categoria 4 (genes de interesse com
possivel expressao diferencial).

Tabela 8.2. Resultados da validagdo por northern reverso da subtragdo Cacau menos
Glicose

Poco| Sonda Cacau | Sonda glicose | Sonda subtract | Cat | Contig Confirma
A01 ++ + - 1 57  Isim (constitutivo)
A02 ++ + - 1 108 sim (constitutivo)
A03 ++ - - 1 44 Isim (constitutivo)
A04 + - - 2 14 mais em cacau
A05 + + 3 88 Isim
A06 + - 4 27  |mais em cacau
AQ7 + + - 4 - constitutivo
A08 + - - 4 - mais em cacau
A09 + - - 4 18  |mais em cacau
A10 + - ++ 3 70  |ndo
A11 - - ++ 4 42  Isim
A12 - - ++ 4 - mais em cacau
BO1 ++ + - 1 57  Isim (constitutivo)
B02 ++ + - 1 108  sim (constitutivo)
B03 ++ - - 1 44 Isim (constitutivo)
B04 + + + 2 20  |n&o, falso positivo
B05 + - + 3 132  |hao
B06 + + + 4 42  |n&o, falso positivo
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BO7

mais em cacau

4
B08 - 4 - constitutivo
B09 ++ - 4 45  |constitutivo
B10 - - ++ 3 88 |ndo
B11 - - ++ 4 186 |mais em cacau
B12 - - ++ 4 162 |mais em cacau
CO01 ++ + - 1 102 |sim (constitutivo)
C02 ++ + - 1 22  |sim (constitutivo)
Co03 ++ + - 1 90  sim (constitutivo)
C04 + + 2 83  |ndo, falso positivo
C05 - + 3 132  |ao
C06 - + 4 - mais em cacau
C07 - - 4 - mais em cacau
C08 ++ + 4 122  |mais em cacau
C09 ++ - 4 45  |constitutivo
C10 - - ++ 3 132  |nado
C11 - - ++ 4 139  |mais em cacau
C12 - - ++ 4 - mais em cacau
DO1 ++ + - 1 102  |sim (constitutivo)
D02 ++ + - 1 22 Isim (constitutivo)
D03 ++ + - 1 90 Isim (constitutivo)
D04 + + + 2 86  |ndo, falso positivo
D05 + - ++ 3 144 |ndo
D06 + + + 4 38  |constitutivo
D07 + - - 4 - mais em cacau
D08 + - - 4 - mais em cacau
D09 ++ - + 4 28  |mais em cacau
D10 + - ++ 3 144 |ndo
D11 - - ++ 4 143  |mais em cacau
D12 - - ++ 4 - mais em cacau
EO1 ++ - 1 21 Isim (constitutivo)
E02 ++ - 1 36  |sim (constitutivo)
E03 ++ ++ - 1 67  |sim (constitutivo)
E04 + + 2 94  |n&o, falso positivo
E05 - ++ 3 144 hao
E06 - - + 4 1 mais em cacau
EQ7 - - 4 - mais em cacau
EO08 - - 4 - mais em cacau
E09 - - ++ 2 7 sim
E10 + - ++ 3 149  |nao
E11 - - ++ 4 147  |mais em cacau
E12 - - ++ 4 28  |mais em cacau
FO1 ++ - 1 21 Isim (constitutivo)
F02 + - 1 36 Isim (constitutivo)
FO3 ++ ++ - 1 67 |sim (constitutivo)
FO4 ++ + ++ 3 70  |ndo
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FO5 _ 3 149 nao

FO6 - 4 59  |mais em cacau
FO7 - - 4 130 |mais em cacau
FO8 ++ - - 4 - mais em cacau
FO9 - - ++ 2 20 sim

F10 - ++ 3 169 |hao

F11 + - ++ 4 150 |mais em cacau
F12 - - ++ 4 - mais em cacau
G01 + + - 1 30  Isim (constitutivo)
G02 + + - 1 39  Isim (constitutivo)
GO03 + + - 2 7 nao, constitutivo
G04 ++ + ++ 3 70 |ndo

G05 ++ + 3 169 nao

G06 + - 4 - mais em cacau
GO07 ++ + - 4 - nao, falso positivo
G08 + - - 4 - mais em cacau
G09 - - ++ 2 83  Isim

G10 ++ - ++ 4 188 |mais em cacau
G11 - - ++ 4 161 |mais em cacau
G12 - - ++ 4 153 mais em cacau
HO1 ++ + - 1 30  |sim (constitutivo)
HO2 + + - 1 39  sim (constitutivo)
HO3 -+ + + 2 12 |sim

HO4 ++ + + 3 88 3o

HO5 - + 3 169 |nhao

HO6 + 4 - constitutivo

HO7 - 4 23  |constitutivo

HO8 ++ - 4 - constitutivo

HO9 - - ++ 2 94 sim

H10 - - ++ 4 27  |mais em cacau
H11 - - ++ 4 172  |mais em cacau
H12 - - ++ 4 166 mais em cacau
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8.2. ANEXO B. Unigenes com Similaridade nas Bases de Dados Publicas

Tabela 8.3. Unigenes com similaridade nas bases de dados publicas. E mostrado o primeiro resultado de BLAST,

utilizando a ferramenta tBLASTx (ALTSCHULTZ et al., 1997)

Bibliotecas Read/Contig Homdlogo Organismo
Cell Communication
CAC GLI contig102 A-agglutinin Streptococcus gordonii
CAC CP02-EC-001-005-D12-UE.F small monomeric GTPase Ustilago maydis
CAC CP02-EC-001-011-B03-UE.F small GTP-binding protein Aspergillus oryzae
SUB CP02-ES-001-009-G05-UE.F serine/threonine-protein kinase mhk1 Schizosaccharomyces pombe
CAC CP02-EC-001-006-B05-UE.F UDP-glucose:sterol glucosyltransferase Gibberella zeae
GLI CP02-EG-001-003-E12-UE.F Signal recognition particle 9 kDa protein Zea mays
GLI CP02-EG-001-006-A11-UE.F hypothetical protein similar to Rab-protein 11 Ustilago maydis
GLI CP02-EG-001-009-C07-UE.F ARF_CRYNE ADP-RIBOSYLATION FACTOR Ustilago maydis
GLlI CP02-EG-001-010-A04-UE.F rho GTPase; RhoA Emericella nidulans
SUB CP02-ES-001-011-C03-UE.F member of GTP1/OBG family PF|01018 Arabidopsis thaliana
GLI CP02-EG-001-010-B05-UE.F Glycolipid anchored surface protein (GAS1) Schizosaccharomyces pombe
BIO CP04-EP-001-002-G08-UE.F ER to Golgi transport-related protein, putative Cryptococcus neoformans
BIO CP04-EP-001-016-F05-UE.F guanine nucleotide binding protein gamma subunit Lentinula edodes
GLI BIO contig300 RAB11B, member RAS oncogene family Paxillus involutus
CAC BIO contig76 SAR small monomeric GTPase, putative Cryptococcus neoformans
Cell Organization and Biogenesis
BIO CP02-EC-002-001-D03-UC.R cyclin-dependent kinases regulatory subunit Schizosaccharomyces pombe
BIO CP04-EP-001-005-B09-UE.F histone H4.2 Phanerochaete chrysosporium
GLI BIO contig311 Acidic profilin IA Acanthamoeba sp.
BIO CP04-EP-001-008-E07-UE.F beta-1,6-glucanase Verticillium fungicola
BIO CP04-EP-001-013-B02-UE.F glucosidase, putative Cryptococcus neoformans
SuUB contig211 SKN1, Beta-glucan synthesis-associated protein Candida albicans
SUB contig219 SKN1, Beta-glucan synthesis-associated protein Cryptococcus neoformans
BIO contig305 putative histone Agaricus bisporus

outer mitochondrial membrane protein required to

CAC BIO contig89 localize Dnm1p and Mdv1p during mitochondrial division Cryptococcus neoformans
SuUB contig164 actin-like protein 3 Schizosaccharomyces pombe
CAC CP02-EC-001-001-E12-UE.F actin Ustilago maydis
CAC CP02-EC-001-007-D11-UE.F actin 1 Schizophyllum commune
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E-value

3,00E-10
5,00E-56
5,00E-66
2,00E-23
5,00E-36
3,00E-11
3,00E-08
9,00E-36
2,00E-57
8,00E-08
1,00E-21
1,00E-11
9,00E-22
4,00E-54
3,00E-78

1,00E-09
5,00E-39
3,00E-23
9,00E-18
1,00E-21
7,00E-23
1,00E-30
2,00E-28

3,00E-39
1,00E-20
7,00E-25
8,00E-79



CAC

GLI

CAC
CAC

GLI

CAC GLI SuB
CAC

GLI

CAC
CAC GLI
GLI

SuB

CAC
CAC
CAC
CAC BIO
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC GLI
CAC GLI
CAC SUB
CAC BIO SUB
CAC BIO

CP02-EC-001-012-G11-UE.F cytoskeletal beta actin

contig121

actin

CP02-EC-001-001-G04-UE.F septin-1
CP02-EC-001-010-HO04-UE.F cellulose-growth-specific protein

CP02-EG-001-002-F02-UE.F glucan 1,3 beta-glucosidase-like protein

contig88
CP02-EC-001-015-A10-UE.F
contig109
CP02-EC-001-014-E06-UE.F
contig74

contig131
CP02-ES-001-008-F07-UC.F

chitin deacetylase
chitin deacetylase

MANNOSYLTRANSFERASE OF THE KTR FAMILY

histone H2B

histone H3

postsynaptic protein CRIPT, putative
alpha2 tubulin

outer mitochondrial membrane protein required to

Sus scrofa

Paxillus involutus
Coccidioides immitis
Agaricus bisporus
Ophiostoma novo-ulmi
Cryptococcus neoformans
Schizophyllum commune
Yarrowia lipolytica
Agaricus bisporus
Lentinula edodes
Arabidopsis thaliana
Coprinopsis cinerea

CP02-EC-001-012-C06-UE.F localize Dnm1p and Mdv1p during mitochondrial division Ustilago maydis

CP02-EC-001-009-E03-UE.F Nucleoside-diphosphate-sugar epimerases

CP02-EC-001-002-B08-UE.F
contig325

contigb

contig17

contig73

contig86
CP02-EC-001-015-E07-UE.F
contig22

contig48

contig7

contig7

contigb

Developmental Processes

CAC
CAC

BIO

BIO

CAC
CAC BIO

CP02-EC-001-003-A06-UE.F
contig23
contig303

contig12
contig13

Amino Acid Metabolism
CP02-EC-001-008-G09-UE.F fumarylacetoacetate hydrolase
CP02-EC-001-005-H02-UE.F Choline dehydrogenase

CAC
CAC

Vacuolar ATP synthase subunit F
septin-1
hydrophobin CoH1
hydrophobin
hydrophobin 2
hydrophobin CoH1
hydrophobin CoH1
hydrophobin
hydrophobin
hydrophobin
hydrophobin
hydrophobin CoH1

WW domain-containing oxidoreductase
gag polyprotein
prohibitin PHB1, putative

peroxiredoxin Q-like protein
peroxiredoxin Q-like protein
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Cryptococcus neoformans
Gibberella zeae
Coccidioides immitis
Coprinopsis cinerea
Pholiota nameko
Lentinula edodes
Coprinopsis cinerea
Coprinopsis cinerea
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Coprinopsis cinerea

Gibberella zeae
Takifugu rubripes
Cryptococcus neoformans

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Candida albicans
Ustilago maydis

2,00E-16
4,00E-08
5,00E-37
3,00E-16
1,00E-07
4,00E-53
6,00E-18
6,00E-11
1,00E-37
6,00E-55
2,00E-20
5,00E-07

8,00E-47
7,00E-63
3,00E-39
4,00E-68
9,00E-24
4,00E-07
4,00E-29
2,00E-23
2,00E-09
6,00E-31
1,00E-28
1,00E-21
1,00E-21
1,00E-23

4,00E-16
3,00E-07
1,00E-32

6,00E-21
4,00E-21

7,00E-19
2,00E-07



CAC
CAC
SuB
CAC GLI
SUB

GLI
CAC
BIO
BIO
BIO
BIO
CAC
BIO

CP02-EC-001-005-F10-UE.F hydroxymethylglutaryl-CoA lyase
CP02-EC-001-005-B09-UE.F putative arginase
CP02-ES-001-014-D06-UE.F Acetolactate synthase, mitochondrial precursor
contig61 acetolactate synthase
CP02-ES-001-004-B09-UC.F glutamine synthetase

Saccharopine dehydrogenase [NADP+, L-glutamate
CP02-EG-001-010-F09-UE.F forming] (Saccharopine reductase)
CP02-EC-001-012-E07-UE.F Mo-molybdopterin cofactor biosynthesis
CP02-ES-002-024-H09-FC.F acetolactate synthase, putative
CP04-EP-001-007-D09-UE.F aspartate transaminase
CP04-EP-001-010-C09-UE.F Selenocysteine lyase
CP04-EP-001-019-G12-UE.F cystathionine gamma-lyase-like protein
contig2 Prephenate dehydrogenase (NADP+)

CP04-EP-001-010-F02-UE.F NADP-dependent isocitrate dehydrogenase precursor

Carbohydrate Metabolism

CAC
CAC
CAC
CAC GLI
CAC
SuUB
CAC
SuB
BIO
CAC
CAC
GLI
BIO
CAC
BIO
BIO
BIO

BIO

CAC

CAC GLI
CAC SuB

CP02-EC-001-005-H03-UE.F Transketolase 1

CP02-EC-001-012-D11-UE.F cellulose-binding beta-glucosidase
CP02-EC-001-013-G02-UE.F beta-glucosidase

contig108 Zn-dependent hydrolases, including glyoxylases
CP02-EC-001-008-D11-UE.F Malate dehydrogenase, mitochondrial precursor
contig177 malate dehydrogenase
CP02-EC-001-012-H11-UE.F aconitase

CP02-ES-001-012-D09-UE.F Aconitate hydratase, mitochondrial precursor
CP04-EP-001-013-F10-UE.F succinate semialdehyde dehydrogenase
contig16 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
contig105 pyruvate kinase

CP02-EG-001-002-E09-UE.F L-lactate 2-monooxygenase
CP04-EP-001-005-H06-UE.F mitochondrial citrate synthase
CP02-EC-001-013-A05-UE.F enolase

CP04-EP-001-006-F09-UE.F acetate--CoA ligase
CP04-EP-001-004-E09-UE.F Dehydrogenases with different specificities

CP04-EP-001-008-C02-UE.F aldehyde reductase i, putative
Uncharacterized protein involved in propionate
CP02-ES-002-024-HO5-FC.F catabolism

contig10 alcohol dehydrogenase
contig80 putative zinc-containing alcohol dehydrogenase
contig140 Alcohol dehydrogenase lll, mitochondrial precursor
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Neurospora crassa
Pleurotus ostreatus
Neurospora crassa
Cryptococcus neoformans
Hebeloma cylindrosporum

Magnaporthe grisea

Ustilago maydis
Cryptococcus neoformans
Schizosaccharomyces pombe
Nostoc punctiforme
Xanthomonas oryzae
Schizosaccharomyces pombe
Aspergillus niger

Aspergillus fumigatus
Phanerochaete chrysosporium
Volvariella volvacea
Aspergillus nidulans
Paracoccidioides brasiliensis
Talaromyces emersonii
Aspergillus terreus
Piromyces sp.

Legionella pneumophila
Armillariella tabescens
Agaricus bisporus
Streptomyces avermitilis
Podospora anserina
Haematoloechus sp.
Coprinopsis cinerea
Ralstonia metallidurans
Cryptococcus neoformans

Pseudomonas fluorescens
Puccinia triticina
Streptococcus pyogenes
Cryptococcus neoformans

1,00E-23
8,00E-60
1,00E-39
9,00E-21
2,00E-55

3,00E-17
2,00E-10
7,00E-07
2,00E-41
1,00E-19
2,00E-19
1,00E-19
4,00E-30

6,00E-40
2,00E-13
8,00E-51
2,00E-29
1,00E-33
6,00E-31
3,00E-15
9,00E-50
2,00E-32
8,00E-58
4,00E-46
2,00E-11
5,00E-43
2,00E-06
2,00E-71
4,00E-18
6,00E-06

7,00E-12
1,00E-15
1,00E-47
2,00E-31



BIO
BIO
CAC
GLI
CAC
CAC
CAC

contig332 probable transaldolase
CP04-EP-001-016-A05-UE.F ribulose-phosphate 3-epimerase, putative
CP02-EC-001-005-B05-UE.F trehalose synthase

contig114 malate synthase protein
CP02-EC-001-006-F08-UE.F malate synthase protein

Schizosaccharomyces pombe
Cryptococcus neoformans
Grifola frondosa

Laccaria bicolor

Laccaria bicolor

CP02-EC-001-003-F12-UE.F NEUTRAL TREHALASE (ALPHA,ALPHA-TREHALASE) Aspergillus nidulans

contig10 L-arabinitol 4-dehydrogenase

Electron Transport and Oxidative Phosphorilation

SuUB
CAC
CAC
CAC
CAC

CAC
CAC

GLI

CAC

GLI

GLI SUB
SuUB
SuB
CAC BIO GLI
CAC GLI
SUB

GLI

CAC
CAC

GLI

GLI BIO
CAC BIO
BIO
CAC BIO
SuUB

BIO

BIO

BIO

contig186 cytochrome c oxidase subunit 3
CP02-EC-001-002-C05-UE.F nadh-ubiquinone oxidoreductase
CP02-EC-001-002-E04-UE.F Cytochrome b5
CP02-EC-001-009-F08-UE.F NADH-ubiquinone oxidoreductase 30.4 kDa subunit
CP02-EC-001-009-H06-UE.F cytochrome c oxidase polypeptide

Cytochrome c oxidase polypeptide 1V, mitochondrial
CP02-EC-001-013-D01-UE.F precursor
CP02-EC-001-005-B02-UE.F Ubiquinone biosynthesis protein COQ4 homolog
CP02-EG-001-008-G08-UE.F cytochrome c oxidase subunit 2
CP02-EC-001-011-A04-UE.F NAD-dependent formate dehydrogenase
CP02-EG-001-002-C04-UE.F NAD-dependent formate dehydrogenase

contig149 NAD-dependent formate dehydrogenase
contig161 NAD-dependent formate dehydrogenase
CP02-ES-001-008-E11-UC.F NAD-dependent formate dehydrogenase
contig88 methylase

contig90 Tetrapyrrole (Corrin/Porphyrin) methylase
contig143 aminolevulinic acid synthetase

contig122 potential glutaredoxin

CP02-EC-001-014-D10-UE.F Thioredoxin m4
CP02-EC-001-002-D04-UE.F ATP synthase j chain, mitochondrial
CP02-EG-001-009-D11-UE.F ATP synthase D chain, mitochondrial (EC 3.6.3.14)

contig138 ATP synthase D chain, mitochondrial
contig 17 Cytochrome b5
CP04-EP-001-012-F02-UE.F Cytochrome c oxidase polypeptide
contig333 cytochrome-c oxidase

contig201 hypothetical protein 23 (mitochondria)

CP04-EP-001-006-F02-UE.F NADH-ubiquinone oxidoreductase, putative
CP04-EP-001-013-A02-UE.F NADH-ubiquinone oxidoreductase, putative
CP04-EP-001-022-A05-UE.G Glyoxaloxidase 1oxidoreductase, GMC family
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Cryptococcus neoformans

Crinipellis perniciosa
Neurospora crassa
Mortierella alpina

Armillariella tabescens
Schizosaccharomyces pombe

Schizosaccharomyces pombe
Magnaporthe grisea
Crinipellis perniciosa
Aspergillus nidulans

Ustilago maydis

Candida methylica
Mycosphaerella graminicola
Pichia angusta

Gloeobacter violaceus
Legionella pneumophila
Agaricus bisporus

Candida albicans

Ustilago maydis
Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces cerevisiae
Neurospora crassa
Mortierella alpina
Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces cerevisiae
Crinipellis perniciosa
Aspergillus fumigatus
Cryptococcus neoformans
Silicibacter pomeroyi

2,00E-37
2,00E-38
4,00E-44
6,00E-41
4,00E-29
5,00E-26
1,00E-19

2,00E-48
2,00E-24
2,00E-21
2,00E-17
2,00E-22

9,00E-07
8,00E-21
2,00E-10
3,00E-48
5,00E-06
1,00E-08
4,00E-11
1,00E-38
6,00E-31
2,00E-23
8,00E-46
9,00E-21
8,00E-21
4,00E-06
2,00E-26
5,00E-26
2,00E-21
9,00E-11
4,00E-24
5,00E-08
2,00E-41
5,00E-32
3,00E-11



BIO CP04-EP-001-007-D03-UE.F putative chloroperoxidase

BIO CP04-EP-001-016-HO3-UE.F ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex

Lipid Metabolism

GLI CP02-EG-001-002-A10-UE.F Mevalonate pyrophosphate decarboxylase

GLI CP02-EG-001-003-D11-UE.F Delta(14)-sterol reductase (EC 1.3.1.70)

GLI CP02-EG-001-010-A05-UE.F C-4 methyl sterol oxidase

GLI CP02-EG-001-010-C08-UE.F acetyl-CoA acetyl transferase

CAC CP02-EC-001-014-F06-UE.F PUTATIVE LIPASE/ESTERASE PROTEIN

SUB contig238 C-4 methyl sterol oxidase, putative

BIO contig331 Ergosterol biosynthetic protein 28

BIO CP04-EP-001-010-A10-UE.F isopentenyl-diphosphate delta-isomerase, putative

BIO CP04-EP-001-022-G05-UE.G delta 12-fatty acid desaturase

BIO CP04-EP-001-015-HO3-UE.F carotenoid ester lipase precursor

BIO CP04-EP-001-021-H02-UE.G oxysterol-binding protein

Peptide and Protein Metabolism or Modification

SuUB CP02-ES-001-014-E12-UE.F 1,2-alpha-mannosidase
dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

CAC contig8 glycotransferase

SUB CP02-ES-001-015-G02-UE.F peptide synthetase

CAC CP02-EC-001-015-G08-UE.F Phospholipase-like protein

CAC GLI contig137 ARF6_CHICK ADP-RIBOSYLATION FACTOR 6

GLI CP02-EG-001-003-E10-UE.F ADP-ribosylation factor-like protein

GLI CP02-EG-001-001-C09-UE.F Protein phosphotase 2a 65kd regulatory subunit

CAC CP02-EC-001-009-B11-UE.F Proto-oncogene tyrosine-protein kinase

CAC CP02-EC-001-002-C11-UE.F putative ribosomal protein L26

CAC CP02-EC-001-001-E07-UE.F probable 40S RIBOSOMAL PROTEIN S24

CAC CP02-EC-001-002-H01-UE.F 40S RIBOSOMAL PROTEIN S13

CAC CP02-EC-001-004-G10-UE.F 60s ribosomal protein 12

CAC CP02-EC-001-006-F12-UE.F 60s ribosomal protein L30/L30A

CAC CP02-EC-001-008-D05-UE.F 40s ribosomal protein s10

CAC CP02-EC-001-008-F02-UE.F 60S ribosomal protein L6, mitochondrial precursor

CAC CP02-EC-001-014-F02-UE.F ribosomal protein L10

CAC CP02-EC-001-015-E05-UE.F mitochondrial ribosomal Mrp10 protein

CAC GLI contig104 probable ribosomal protein S28

GLI contig123 predicted protein

GLI CP02-EG-001-001-C02-UE.F 60S ribosomal protein

GLI CP02-EG-001-002-B07-UE.F ribosomal protein L17
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Agaricus bisporus
Cryptococcus neoformans

Ustilago maydis

Ustilago maydis
Schizosaccharomyces pombe
Laccatria bicolor
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Schizosaccharomyces pombe
Cryptococcus neoformans
Lentinula edodes

Pleurotus sapidus
Neurospora crassa

Aspergillus nidulans

Ustilago maydis

Nostoc sp

Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis

Coprinopsis cinerea

Lentinula edodes

Gallus gallus

Oryza sativa

Neurospora crassa

Agaricus bisporus
Schizosaccharomyces pombe
Schizosaccharomyces pombe
Schizosaccharomyces pombe
Ustilago maydis
Cryptococcus neoformans
Schizosaccharomyces pombe
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Cryptococcus neoformans
Geobacter sulfurreducens

1,00E-37
3,00E-09

2,00E-30
3,00E-25
4,00E-37
1,00E-46
1,00E-05
2,00E-33
1,00E-17
7,00E-33
1,00E-33
3,00E-37
2,00E-14

3,00E-08

1,00E-13
5,00E-18
1,00E-12
9,00E-23
2,00E-73
7,00E-65
7,00E-07
4,00E-42
6,00E-40
3,00E-37
2,00E-32
2,00E-22
1,00E-36
1,00E-06
2,00E-68
1,00E-10
7,00E-37
1,00E-10
9,00E-40
1,00E-22



GLI
GLI
SuB
CAC
GLI
GLI
SuUB
CAC
GLI
CAC
CAC
GLI

CAC
CAC
CAC
CAC
CAC GLI
CAC GLI SuB
CAC suB
GLI

SuUB

BIO

BIO

BIO

BIO

BIO

BIO
GLIBIO

CAC
SuB
CAC BIO
BIO
BIO
BIO
BIO

CP02-EG-001-002-H11-UE.F 50s ribosomal protein 114
CP02-EG-001-006-F08-UE.F 40s ribosomal protein S2

contig165 60s ribosomal protein 118

contig77 prolyl isomerase Ess1
CP02-EG-001-003-B11-UE.F Peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like
CP02-EG-001-009-A04-UE.F cyclophilin

CP02-ES-001-011-G04-UE.F Endoplasmic Reticulum Oxidoreductin 1
CP02-EC-001-012-H07-UE.F translation elongation factor 2
CP02-EG-001-001-B05-UE.F putative alpha NAC protein
CP02-EC-001-002-H09-UE.F protein translation factor sui1
CP02-EC-001-012-A10-UE.F Eukaryotic translation initiation factor 5A-2

CP02-EG-001-003-A09-UE.F eukaryotic translation initiation factor 2 alpha subunit
SIGNAL RECOGNITION PARTICLE 54 KD PROTEIN

CP02-EC-001-005-A08-UE.F HOMOLOG

contig18 subtilisin-like serine protease
CP02-EC-001-007-D03-UE.F Microsomal dipeptidase precursor
CP02-EC-001-006-G12-UE.F Cell division control protein 53 (Cullin A)

contig45 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-16 kDa
contig70 ubiquitin
contig28 polyubiquitin

CP02-EG-001-006-E03-UE.F Proteasome component C7-alpha
CP02-ES-001-015-C12-UE.F ubiquitin-specific protease 6 (UBP6)
CP04-EP-001-004-E04-UE.F zinc carboxypeptidase
CP04-EP-001-008-C0O7-UE.F Urease accessory protein ureG, putative
CP04-EP-001-021-E06-UE.G putative proteasome maturation factor
CP04-EP-001-005-C06-UE.F probable phosphoprotein phosphatase
CP04-EP-001-012-E08-UE.F protein phosphatase 4 catalytic subunit
CP04-EP-001-019-A09-UE.F potential mitochondrial chaperonin

contig308 putative cyclophilin
dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

contig8 glycosyltransferase 48

contig240 mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase

contig87 Hypusine containing protein HP2

CP04-EP-001-003-B03-UE.F casein kinase ii beta chain
CP04-EP-001-003-B03-UE.F casein kinase ii beta chain (ck ii), putative
CP04-EP-001-008-A02-UE.F guanine nucleotide binding protein beta subunit
CP04-EP-001-025-C09-UE.F elongation initiation factor 5C |
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Schizosaccharomyces pombe
Schizosaccharomyces pombe
Schizosaccharomyces pombe
Cryptococcus neoformans
Danio rerio

Pleurotus ostreatus
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Arabidopsis thaliana
Schizosaccharomyces pombe
Schizosaccharomyces pombe
Plasmodium yoelii yoelii

Aspergillus niger

Coprinopsis cinerea
Schizosaccharomyces pombe
Ustilago maydis

Ustilago maydis
Phanerochaete chrysosporium
Botryotinia fuckeliana
Cryptococcus neoformans
Arabidopsis thaliana
Aspergillus nidulans
Cryptococcus neoformans
Phanerochaete chrysosporium
Schizosaccharomyces pombe
Dictyostelium discoideum
Cryptococcus neoformans
Pleurotus sp

Cryptococcus neoformans
Aspergillus nidulans
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Lentinula edodes
Drosophila melanogaster

3,00E-26
4,00E-28
6,00E-40
4,00E-25
1,00E-08
4,00E-56
3,00E-27
1,00E-19
3,00E-27
3,00E-23
1,00E-48
4,00E-17

5,00E-24
9,00E-08
4,00E-11
9,00E-42
2,00E-54
1,00E+167
4,00E-64
1,00E-33
1,00E-26
4,00E-15
4,00E-34
7,00E-12
1,00E-08
2,00E-59
1,00E-12
3,00E-58

3,00E-11
1,00E-12
5,00E-44
1,00E-37
1,00E-37
5,00E-80
2,00E-13



BIO CP04-EP-001-016-F09-UE.F Dipeptidyl aminopeptidases/acylaminoacyl-peptidases
SUB contig284 leucyl aminopeptidase, putative

BIO CP04-EP-001-010-D0O3-UE.F Proteasome subunit, beta type 1

BIO CP04-EP-001-005-D07-UE.F putative aspartyl-proteinase

BIO contig304 RPN12 PROTEIN.

GLI BIO contig328 ThiJ/Pfpl family protein

BIO CP04-EP-001-007-HO04-UE.F ubiquitin-specific protease, putative

CAC CP02-EC-001-015-A11-UE.F poly(A) binding protein

Nucleic Acid Metabolism

GLI CP02-EG-001-002-D07-UE.F dna polymerase delta small subunit

CAC GLI SUB contig169

GLI
CAC
GLI
CAC
GLI
BIO
BIO
BIO
BIO
BIO
BIO
BIO
BIO
BIO

Predicted metal-dependent RNase, consists of a

metallo-beta-lactamase domain and an RNA-binding KH

domain

contig134 RNA helicase-1

CP02-EC-001-015-E10-UE.F ARGININE/SERINE-RICH PROTEIN
contig136 small nuclear ribonucleoprotein, F-like
CP02-EC-001-013-F10-UE.F glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A
CP02-EG-001-009-C03-UE.F 2'-O-ribosyl phosphate transferase RIT1
CP04-EP-001-022-C04-UE.G DNA repair helicase, putative
CP04-EP-001-023-G02-UE.F ribonucleotide reductase small subunit
CP04-EP-001-012-G02-UE.F decapping protein 2-like
CP04-EP-001-006-C10-UE.F exosome complex exonuclease rrp45, putative
CP04-EP-001-010-B04-UE.F probable RRM-type RNA binding protein
CP04-EP-001-009-D05-UE.F asparagine-tRNA ligase, putative
CP04-EP-001-002-E06-UE.F Mitochondrial tyrosyl-tRNA synthetase
CP04-EP-001-002-E06-UE.F Mitochondrial tyrosyl-tRNA synthetase
CP04-EP-001-009-G07-UE.F tRNA-intron endonuclease, putative

Transcription Regulation

SuB
BIO
BIO
GLI BIO
BIO

GLI
CAC
CAC

contig198 CCR4 transcriptional complex component
CP04-EP-001-013-D11-UE.F probable transcription factor BTF3a
CP04-EP-001-010-G09-UE.F ThiJ/Pfpl family protein

contig295 yIMBF 1- putative multi-protein binding factor 1
CP04-EP-001-010-DO1-UE.F translation elongation factor-1 gamma

Transcriptional regulator containing an amidase domain

CP02-EG-001-002-C11-UE.F and an AraC-type DNA-binding HTH domain
CP02-EC-001-006-E02-UE.F transcription factor SCGATA-6
CP02-EC-001-012-B07-UE.F Histone acetyltransferase HPA2
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Trichodesmium erythraeum
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Pleurotus sp.

Apis mellifera

Leptospira interrogans
Cryptococcus neoformans
Emericella nidulans

Schizosaccharomyces pombe

Pediococcus pentosaceus
Plasmodium falciparum
Cryptococcus neoformans
Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces cerevisiae
Neurospora crassa
Aspergillus fumigatus
Lentinula edodes

Oryza sativa

Cryptococcus neoformans
Neurospora crassa
Cryptococcus neoformans
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans
Neurospora crassa
Xanthomonas campestris
Yarrowia lipolytica
Locusta migratoria

Aspergillus nidulans
Schizophyllum commune
Kineococcus radiotolerans

8,00E-19
6,00E-22
8,00E-44
2,00E-21
8,00E-22
9,00E-09
3,00E-17
3,00E-28

3,00E-20

2,00E-16
9,00E-47
5,00E-22
6,00E-20
6,00E-08
2,00E-24
2,00E-17
1,00E-56
1,00E-20
4,00E-40
2,00E-28
2,00E-08
9,00E-25
9,00E-25
5,00E-11

6,00E-46
5,00E-41
6,00E-16
3,00E-32
5,00E-09

4,00E-27
4,00E-09
5,00E-10



CAC
GLI
GLI
GLI

CP02-EC-001-014-F05-UE.F ELONGIN-C PROTEIN
CP02-EG-001-004-D04-UE.F Putative zinc finger protein
CP02-EG-001-006-HO1-UE.F nonhistone chromosomal protein
CP02-EG-001-003-HQ7-UE.F putative multi-protein binding factor 1

Oxidative Stress Response/Peroxide Formation

CAC
CAC GLI
SuB
CAC
CAC
GLIBIO
CAC BIO
BIO

CAC
CAC BIO SuB
CAC SuB
CAC

contig11 NADPH oxidase

contig67 glucose oxidase

contig249 Putative copper amine oxidase

contig38 NADPH oxidase
CP02-EC-001-001-G07-UE.F NADPH oxidase

contig128 copper transporter

contig15 manganese-superoxide dismutase precursor

CP04-EP-001-010-F09-UE.F peroxidase TAP

contig14 manganese-superoxide dismutase
contig1 cytochrome P450

contig2 cytochrome P450

contig111 glucose oxidase

Toxin Metabolism

CAC

CAC GLI
CAC

CAC

CAC SuB
SUB

SuUB

CAC

GLI

CP02-EC-001-001-E11-UE.F thaumatin-like protein

contig59 Kp4 Toxin; Chain: A, B;

contig1 cytochrome P450
CP02-EC-001-007-C04-UE.F cytochrome P450

contig83 cytochrome P450
CP02-ES-001-008-C12-UC.F related to cytochrome p450

contig162 OMST oxidoreductase (cytochrome p450)
CP02-EC-001-009-G11-UE.F glutathione-s-transferase
CP02-EG-001-002-C06-UE.F glutathione s transferase

N-Glycan/Aminosugar Metabolism

BIO
BIO
BIO
GLI
CAC
SuUB
CAC
BIO

CP04-EP-001-015-HO4-UE.F chitin deacetylase
CP02-ES-002-018-F10-FC.F phenylalanine ammonium lyase
CP04-EP-001-022-B05-UE.G Glyoxal oxidase 1
CP02-EG-001-008-F05-UE.F aryl-alcohol oxidase precursor
CP02-EC-001-006-D07-UE.F Laccase
CP02-ES-001-009-H10-UE.F laccase
CP02-EC-001-005-A09-UE.F 1,4-benzoquinone reductase
contig319 glucuronyl hydrolase
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Drosophila yakuba
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Yarrowia lipolytica

Emericella nidulans
Talaromyces flavus
Ustilago maydis
Emericella nidulans
Emericella nidulans
Pleurotus ostreatus
Paxillus involutus
Termitomyces albuminosus
Ganoderma microsporum
Lentinula edodes
Agaricus bisporus
Botryotinia fuckeliana

Zea mays

Ustilago Maydis
Agaricus bisporus
Lentinula edodes
Agaricus bisporus
Neurospora crassa
Aspergillus flavus
Arabidopsis thaliana
Gibberella zeae

Cryptococcus neoformans
Amanita muscaria

Neurospora crassa

Pleurotus eryngii

Rigidoporus microporus
Pycnoporus sanguineus
Phanerochaete chrysosporium
Agaricus bisporus

1,00E-09
7,00E-11
2,00E-18
9,00E-27

5,00E-20
3,00E-14
2,00E-28
2,00E-15
2,00E-15
4,00E-19
4,00E-80
2,00E-44
9,00E-72
2,00E-26
8,00E-34
1,00E-19

7,00E-11
1,00E-10
4,00E-33
5,00E-16
2,00E-24
2,00E-07
2,00E-06
1,00E-13
2,00E-13

5,00E-28
1,00E-21
7,00E-16
1,00E-11
4,00E-13
2,00E-18
6,00E-33
2,00E-30



Pathogenesis Related

GLI

GLI

GLI
GLIBIO
BIO

BIO
CAC

CAC

SUB

SUB

BIO
Transport
BIO

CAC suUB
GLI

SuUB
CAC

CAC
CAC
CAC GLI
GLI

CAC

GLI

CAC
CAC

GLI

CAC GLI
BIO

BIO

BIO

BIO

CP02-EG-001-002-D05-UE.F pathogenesis-related protein

CFEM, eight cysteine-containing domain present in
contig130 fungal extracellular membrane proteins
CP02-EG-001-002-B03-UE.F CFEM conserved domain
contig294 potential cell surface antigen
CP04-EP-001-015-A10-UE.F pathogenicity protein

CP02-EC-001-004-C12-UE.F 30 KD HEAT SHOCK PROTEIN

Member of the p14.5 protein family with similarity to
CP02-EC-001-005-B08-UE.F Mmf1p
CP02-ES-001-004-H04-UC.F heat shock protein 70
contig264 Heat shock cognate 70 kDa protein 3
CP04-EP-001-008-H10-UE.F small heat shock protein

contig322 stomatin-like protein, putative
contig94 Choline dehydrogenase
CP02-EG-001-009-A10-UE.F 4 aminobutyrate aminotransferase

Excitatory amino acid transporter 2 (Sodium-dependent

CP02-ES-001-009-D08-UE.F glutamate/aspartate transporter 2)
CP02-EC-001-007-C12-UE.F Plasma membrane proteolipid 3

nuclear pore complex subunit, protein involved in
CP02-EC-001-005-B07-UE.F release of transport vesicles from the ER

CP02-EC-001-001-B05-UE.F glycerol efflux/uptake facilitator protein
contig25 putative emp24/gp25L/p24

contig117 copper transporter
CP02-EC-001-014-F12-UE.F metallothionein
CP02-EG-001-001-B11-UE.F peptide transporter MTD1

Succinate/fumarate mitochondrial transporter (Regulator

CP02-EC-001-011-H12-UE.F of acetyl-CoA synthetase activity).

CP02-EC-001-003-E02-UE.F adaptor-related protein complex AP-3, sigma 2 subunit

CP02-EG-001-003-B08-UE.F Synaptobrevin-like protein

contig60 surfeit locus protein 4 homologue, putative
CP04-EP-001-005-B05-UE.F adenine nucleotide translocator
CPO04-EP-001-004-E11-UE.F ER to Golgi transport-related protein, putative
CP04-EP-001-004-G10-UE.F ER to Golgi transport-related protein, putative
CP04-EP-001-013-F12-UE.F mitochondrial phosphate carrier protein, putative

141

Arabidopsis thaliana

Aspergillus nidulans
Gibberella zeae
Candida albicans
Magnaporthe grisea

Emericella nidulans

Neurospora crassa
Pneumocystis carinii
Neurospora crassa
Laccaria bicolor

Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis
Streptomyces coelicolor

Ambystoma tigrinum
Neurospora crassa

Ustilago maydis
Leishmania major
Cryptococcus neoformans
Pleurotus sp.

Agaricus bisporus
Schizophyllum commune

Neurospora crassa
Schizosaccharomyces pombe
Dictyostelium discoideum
Aspergillus fumigatus

Zea mays

Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Theileria annulata

4,00E-09

8,00E-06
5,00E-09
8,00E-08
3,00E-12

3,00E-07

6,00E-16
1,00E-34
7,00E-63
8,00E-45

1,00E-23
4,00E-17
2,00E-22

2,00E-09
3,00E-21

3,00E-17
5,00E-09
2,00E-07
1,00E-17
8,00E-05
1,00E-27

9,00E-20
1,00E-30
2,00E-21
3,00E-25
3,00E-26
4,00E-45
5,00E-19
1,00E-13



BIO

BIO

BIO

BIO

EC GLIBIO
BIO

CAC BIO
CAC EP

CP04-EP-001-004-H03-UE.F
CP04-EP-001-023-C09-UE.F

monosaccharide transporter
GABA transporter

CP04-EP-001-021-D05-UE.G putative lysine-specific permease
CP04-EP-001-021-D09-UE.G putative vacuolar ATP synthase subunit H

contig140
CP04-EP-001-005-E04-UE.F
contigs8

contig 29

Unknown Function

BIO

CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC

CP04-EP-001-005-C09-UE.F

ARF3

probable ras related GTP-binding protein
cation transport-related protein, putative

Golgi to vacuole transport-related protein, putat

iron-sulfur cluster Isu1-like protein

contig29 hypothetical protein CNBC0450
contig32 hypothetical protein CNBK3120
contig71 hypothetical protein UM01150.1
contig75 hypothetical protein CNBG1530
contig79 hypothetical protein MG04910.4
contig87 hypothetical protein CNBD2380
contig96 hypothetical protein UM04957.1

CP02-EC-001-001-F10-UE.F putative ankyrin-like protein
CP02-EC-001-001-G11-UE.F hypothetical protein
CP02-EC-001-002-A05-UE.F putative chloroperoxidase
CP02-EC-001-002-C09-UE.F hypothetical protein UM00108.1
CP02-EC-001-002-D06-UE.F hypothetical protein UM01632.1
CP02-EC-001-002-D12-UE.F conserved hypothetical protein
CP02-EC-001-002-F05-UE.F hypothetical protein UM06218.1
CP02-EC-001-002-F12-UE.F hypothetical protein AN7949.2
CP02-EC-001-002-H02-UE.F hypothetical protein UM01219.1
CP02-EC-001-003-E05-UE.F hypothetical protein MG06556.4
CP02-EC-001-003-E07-UE.F hypothetical protein UM00292.1
CP02-EC-001-003-F07-UE.F related to PEP5 protein
CP02-EC-001-003-G06-UE.F predicted protein
CP02-EC-001-003-H08-UE.F hypothetical protein UM01686.1
CP02-EC-001-005-B03-UE.F hypothetical protein UM04749.1
CP02-EC-001-005-H06-UE.F hypothetical protein UM01283.1
CP02-EC-001-006-C03-UE.F hypothetical protein FG01175.1
CP02-EC-001-006-F06-UE.F hypothetical protein AN7710.2
CP02-EC-001-006-H06-UE.F DUF636
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Aspergillus niger
Saccharomyces cerevisiae
Aspergillus fumigatus

Oryza sativa

Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Ustilago Maydis
Cryptococcus neoformans
Magnaporthe grisea
Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis
Streptomyces coelicolor
Yarrowia lipolytica
Agaricus bisporus
Ustilago maydis

Ustilago maydis
Aspergillus nidulans
Ustilago maydis
Aspergillus nidulans
Ustilago maydis
Magnaporthe grisea
Ustilago maydis
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Ustilago maydis

Ustilago maydis

Ustilago maydis
Gibberella zeae
Aspergillus nidulans
Rhodopseudomonas palustris

5,00E-14
4,00E-28
1,00E-26
2,00E-10
1,00E-28
1,00E-08
4,00E-22
9,00E-48

3,00E-41
2,00E-16
3,00E-37
5,00E-06
7,00E-08
1,00E-08
2,00E-10
6,00E-11
4,00E-11
8,00E-07
9,00E-10
2,00E-07
6,00E-06
1,00E-26
2,00E-15
2,00E-18
8,00E-19
5,00E-05
4,00E-32
4,00E-28
1,00E-27
7,00E-51
4,00E-27
2,00E-21
6,00E-07
3,00E-22
1,00E-07



CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC GLI
CAC SuB
CAC SuB
GLI

GLI

GLI

GLI

GLI

GLI

GLI

GLI

GLI

GLI

CP02-EC-001-008-E05-UE.F hypothetical protein UM04030.1
CP02-EC-001-009-E07-UE.F hypothetical protein FG11255.1

CP02-EC-001-009-H11-UE.F hypothetical protein CNBB3590
CP02-EC-001-011-HO1-UE.F hypothetical protein AN7652.2

CP02-EC-001-012-B08-UE.F hypothetical protein UM03539.1
CP02-EC-001-014-E03-UE.F hypothetical protein Avar025200
CP02-EC-001-014-F01-UE.F hypothetical protein CNBC3230
CP02-EC-001-015-H04-UE.F hypothetical protein UM04793.1

contig106 putative bifunctional protein
contig9 hypothetical protein CNBJ1380
contig21 AARO075Cp (hypotetical protein)
contig30 hypothetical protein UM00262.1
contig31 hypothetical protein CNBB4210
contig33 hypothetical protein MG08765.4
contig44 hypothetical protein MG05344.4
contigb0 predicted protein

contig58 hypothetical protein UM00309.1
contig63 hypothetical protein UM05176.1
contig91 hypothetical protein CNBI2770
contig97 hypothetical protein UM02261.1
contig100 allergen

contig110 hypothetical protein

contig111 Aycl012

contig135 hypothetical protein UM05875.1
contig15 hypothetical protein CNBD4370
contig42 hypothetical protein MG08593.4
contig112 hypothetical protein UM02862.1
contig129 hypothetical protein MG05855.4

CP02-EG-001-001-E05-UE.F hypothetical protein FG04390.1
CP02-EG-001-001-E11-UE.F hypothetical protein AN0052.2
CP02-EG-001-002-D02-UE.F hypothetical protein AN2727.2
CP02-EG-001-002-F11-UE.F putative GAMM1 protein
CP02-EG-001-002-G07-UE.F hypothetical protein
CP02-EG-001-002-HO8-UE.F hypothetical protein FG02341.1
CP02-EG-001-003-A10-UE.F hypothetical protein UM01632.1
CP02-EG-001-003-F10-UE.F hypothetical protein AN8309.2
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Ustilago maydis
Gibberella zeae
Cryptococcus neoformans
Aspergillus nidulans
Ustilago maydis
Anabaena variabilis
Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis
Streptomyces coelicolor
Cryptococcus neoformans
Eremothecium gossypii
Ustilago maydis
Cryptococcus neoformans
Magnaporthe grisea
Magnaporthe grisea
Neurospora crassa
Ustilago maydis

Ustilago Maydis
Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis
Malassezia sympodialis
Neurospora crassa
Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis
Cryptococcus neoformans
Magnaporthe grisea
Ustilago maydis
Magnaporthe grisea
Gibberella zeae
Aspergillus nidulans
Aspergillus nidulans
Oryza sativa

Ustilago maydis
Gibberella zeae

Ustilago maydis
Aspergillus nidulans

4,00E-10
3,00E-07
7,00E-09
5,00E-07
2,00E-15
4,00E-10
3,00E-14
1,00E-24
1,00E-06
5,00E-11
1,00E-20
2,00E-06
3,00E-10
4,00E-08
5,00E-26
3,00E-27
5,00E-47
3,00E-20
1,00E-07
1,00E-29
5,00E-08
4,00E-06
6,00E-07
3,00E-35
1,00E-33
4,00E-06
1,00E-08
7,00E-16
1,00E-13
7,00E-14
1,00E-07
2,00E-38
3,00E-13
4,00E-06
2,00E-05
1,00E-13



GLI
GLI
GLI
GLI
GLI
GLI
GLI
GLI
GLI

GLI

SuUB
SUB
SUB
SuUB
SuB
SuUB
SuB
SuUB

SuUB
SuUB
SuUB

CP02-EG-001-004-B12-UE.F hypothetical protein CNBN1440
CP02-EG-001-006-A10-UE.F hypothetical protein UM01193.1
CP02-EG-001-008-A10-UE.F hypothetical protein UM00961.1
CP02-EG-001-008-D08-UE.F hypothetical protein UM00615.1
CP02-EG-001-008-F08-UE.F hypothetical protein CNBA0800
CP02-EG-001-009-C12-UE.F hypothetical protein UM01709.1
CP02-EG-001-009-F10-UE.F hypothetical protein MG06653.4
CP02-EG-001-010-C10-UE.F hypothetical protein CNBE4120
CP02-EG-001-010-E06-UE.F hypothetical protein UM03733.1

Dehydrogenases with different specificities (related to
CP02-EG-001-010-HO09-UE.F short-chain alcohol dehydrogenases)
ALU4 HUMAN Alu subfamily SB2 sequence

contig141 contamination warning entry
contig147 hypothetical protein CNBJ1790
contig166 hypothetical protein AN8185.2
contig167 hypothetical protein CNBE0330

CP02-ES-001-004-H11-UC.F hypothetical protein UM00988.1
CP02-ES-001-005-FO7-UC.F hypothetical protein UM01432.1
CP02-ES-001-006-D05-UC.F hypothetical protein CNBB4100
CP02-ES-001-009-G08-UE.F hypothetical protein

HUMAN Alu subfamily SP sequence contamination

CP02-ES-001-012-D06-UE.F warning entry
CP02-ES-001-014-E09-UE.F hypothetical protein FG05434.1
contig245 mala s 12 allergen precursor
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Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis

Ustilago maydis

Ustilago maydis
Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis
Magnaporthe grisea
Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis

Streptococcus suis

Homo sapiens (bate com CP
gendémico)

Cryptococcus neoformans
Aspergillus nidulans
Cryptococcus neoformans
Ustilago maydis

Ustilago maydis
Cryptococcus neoformans
Neurospora crassa

Homo sapiens (bate com CP
gendémico)

Gibberella zeae

Malassezia sympodialis

4,00E-10
1,00E-06
1,00E-07
2,00E-52
6,00E-37
1,00E-16
2,00E-10
2,00E-22
9,00E-07

1,00E-09

2,00E-10
5,00E-26
4,00E-13
3,00E-21
8,00E-25
2,00E-08
1,00E-12
6,00E-09

5,00E-23
2,00E-20
5,00E-14
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In Vitro Production of Biotrophic-Like Cultures of Crinipellis perniciosa,
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Abstract. 'Witches” broom diszase (WEBD) of cacan, caused by the hemibiotrophic fungus, Cringpe Tis
perniciesa, exhibits a succession of symptoms that are caused by the bictrophic phase of the fungus.
However, the study of this biotrophic phase is limied by it exclusive growih inside the plant or in the
presence of callus. Hene we repont for the first time a method for the growth and mainenance of the
hiptrophic-like phase of C. perniciosa on a defined medium with metabolites found in the diseased
tissues, Our resuls suggest that glycerol is a key carbon sounce for this intersction. This is a cracial
achievement toward understanding the bicksgy of this fungus during the infectious phase of WEBD.

Theobroma cacae & the spuree of coopa beans, the raw
maierial for the production of chocolate, I worldwide
production is hindered by several major fungal patho-
gens. Crindpellls peraiciosa (Stahel) Singer | Basidi-
ammyeata,  Agaricales,  Tricholomataceas) @5 a
hemibiotrophic fungal pathopen that csuses witches
broom disease (WBD) of cacan, which has drastically
decreased cacan production in most of the westemn
H hemisphese [11]. This fungal pathogen appears to have
originated in the Amazon basin, where it infects and
causes disease on plant species from the families Her-
eropierys, Serciliaceas, Solanaceae, and Bignoniaceas
[T, 13, 14, 23, 24]. Because of the importance of
this disease, a genome project is cumendy sequencing
. pernicloga.

WBD  beging when  wind-bome  monokaryotic
spores infect young mensematic tissues through so-
matal openings [£]. The unimeleaie biotrophic mycelia
lack clamp connections and grow intercellularly within

Corre gperdere et LW . Menbhards, el bl @b ars k. gov

the living host tissues without causing the desth of the
tissue [2]. An important sspect of this disease is that the
infectious process, diseaze development, and uhimate
death of the tis=we all happen at or distal to the original
infection point, thus limiting the spread and scope of this
disease 1o new growth. Forthermaose, all of the elicited
plant responses of the living tissue resul from a limited
amouni of fungal biomass [22). The characteristic
sympioms of WBD, caused only by the bistrophic phase
of the fungus, are hyperplasic and hypenrophic growth
of infected merisematic tiaues, which ae associated
with the loss of apical dominanoe, resulting in baooming
of the affected branches and the occurrence of panhe-
nacarpic fruits, which cocur when flower cushions are
infected [11]. After 2 to 3 months, the fungus undergoes
dikaryotization, produces clamp connections, and
transforms to the saprotrophic phase [2]. The mechs-
nisms involved in the change of the fungal phases (from
hiotrophic o saprotrophic) are not presendy known, but
it coincides with the cessation of green broom devel-
opment and the subsequent senescence of the broom,
which is rapidly colonized by the saprotrophic fungal
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mycelia. After multiple cycles of wetting and drying, the
fungal matrix inside the dry broom produces small
pinkish basidiocarps on the surface of the broom and
copious amounts of basidiospores. The process of bas
idiocarp formation from a single broom can be repeated
for several years.

A number of different plant metabolites have been
suggested in the past to have a role in maintaining or
shifting the biotrophic phase of C. permiciosa. In the
work of Brownlee et al. [3-5], cacao metabolites such as
tannins and procyaniding were shown to have the ability
to alter the growth of C. permiciosa. Furthermaore, Evans
[7] postulated that decreasing sugars prevented the
dikaryotization of the biotrophic phase. Unfortunately,
none of these compounds have led to a method by which
the biotrophic phase can be maintained for extended
periods in culture. Therefore, to date, very little is
known about the biotrophic phase of C. perniciosa be
cause it has only been observed in vivo or maintained in
vitro in the presence of cacao or potato callus [7, 14].
Germinating spores in typical culture media rapidly
undergo dikaryotization, resulting in the saprotrophic
phase [7. 14, 16]. Consequently, almost all current
knowledge of this fungus is hased on the saprotrophic
phase despite the ohvious biochemical, metabolic, and
physiologic differences between the two phases. These
differences are consistent with findings from our own
recent work [26]. Therefore, one of the main objectives
of our research is to develop methodologies to examine
C. permicipsa at all stages of the disease process, with
particular emphasis on the biotrophic phase, which
could ultimately lead to a control for WBD.

In this article. we report for the first time the con
ditions preventing the rapid in vitro shift of C. perniciosa
cultures from the monokaryotic mycelin which germi
nate from spores. to the saprotrophic/necrotrophic hy
phae. A defined medium containing host metabaolite s was
developed o support the stable growth of hyphae that
were morphologically identical to the biotrophic hyphae
found in infected cacao tissues. This achievement opens
the possibility of studying in vitro the most important
phase of C. perniciosa biology and could potentially be
applied to other hemibiotrophic or biotrophic fungi.

Materials and Methods

Basidiospores. Basidiospores were prepared by the bran-vermiculite
medium as described by Griffith and Hedger [12] from singlespore
isolates and were collected and stored at = 70°C in a buftered 16% (viv)
glycerol solution [9]. Spore preparations were provided by Dr. Alan
Pomella { Almirante Cacau Agricola, fajuipe, Bahia, Brazil) and were
maintained at = 70PC before use. Betore plating, spores were thawed at
room temperature, and a volume representing approximately 250,000
spoares was diluted in 2 volumes of sterile water containing kanamycin
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(50 pg ml~") and streptomycin (50 pg ml~Y), and the mixture was
spread over a 15-cm diameter plate containing the spore germination
medium.

Spore germination medium, Spore germination was camriod out on a
water-agar {3 g 1 '+ based medium containing glyoerol (20 mi "y as
=ole carbon source with no nitogen source. A final concentration of
S mg 17" caffeine was added before autoclaving, and 10 mg 17 auxin
{indole-3-acetic acid) was added as a sterile solution {25 mg ml ! stock
solution made up in (.1 N KOH and filter sterilized) after autoclaving.
Thiz solid medium was designated LMCpS+. After adding and
spreading  the  spore—water dilution {mentioned  previously  with
antibiotics) over the surface, the plates were immediately wrapped
with plastic film =0 that the surface of the plate was covered with a
layer of water and spores. This was done to ensure a layer of free
water, which is reguired for spore germination [8]. This method was
used with spores that were relatively free of contaminating hacteria,
yeast, or other fungal species. With contaminated spore preparations,
the method was modified by wsing an additional step, which was to
apply a 15-g 1 ! top agar after the addition of the spore solution. The
top agar contained the same concentrations of antibiotics, muxin,
caffeine, and glycerol—as mentioned previously—as in the support
layer. This additional step helped by confining the contaminating
hacteria and yeast within the top agar. Plates were incubated at ZHC in
the dark.

Microscopic evaluations, A stercomicroscope (Feiss Stemd  T000;
Feiss International) was used to monitor the germination and growth of
the . perniciosa spores on a daily basis. Minicolonies derived from
single spores were observed after 7 to 10 days. Colonies that showed
rapid germination or growth, especially within the first 5 days, wemr
not Crinipeallis sp. (most were either Penicillim or Trichoderma spp.)
and were removed aseptically. Agar blocks containing O perniciosa
mycelia were removed, placed onto a slide, sguashed under a cover
slip, and ohserved with a light microscope (using oil-ememsion) to
verity the presence of dolipore zepta and the lack of clamp
connections. Mycelia were stained with SYBR Green [ {Invitrogen—
Muolecular Probes, Eugene, OR) as described by Meinhardt et al. [19]
to wverify muclei number per cell with epiflorescence microscopy
{Olympus B X4 microscope with a BX-HLA fluorescence attachment;
Olympus, Melville, NY) and excitation filters {Olympus filter cube
WB excitation 450 to 480 and emission 515).

Liquid growth medium. Biotrophic-like mycelia of €0 pemiciosa
were aseptically cut from the LMOpS< medium. The agar blocks
{approximately 1 1 2 cm’ agar and mycelia) were cut into numerous
amaller blocks and added to S0-mL fasks containing a semidelined
liguid growth medium comprising 5§ g | : yeast extract {Difco),
S0ml 1 "_quccml, 25gl ! K;HPO and | ml1 * MFR trace clements
[ 18] and designated LMCpl+. The inoculated medium was placed at
277 at 120 rpm in the dark. The mycelia were microscopically
monitored with a Nikon Elipse ERX) microscope (Nikon, Melville,
NY) equipped with the Media Cybemetics Digital Imaging System
[Image Pro Plus version .01 every 48 bours to ensure that no alteration
had occurred in the growth phase and to check for contamination,

DNA extraction. To verify the identity of the fungal mycelia, DNA
analysis of the hiotrophic-like phase of €. perniciosa was conducted.
DNA was extracted from mycelia grown in LMCpl+ medium that had
been verified by microscopy © have the characteristics of the
biotrophic phase. DNA extraction was done according to Meinhardt
et al. [20] (hitpdiwww.sciclobr). Microsatellite polymerase chain
reaction (PCR) primers [20, 21 | were tested with DNA extracted from
the biotrophic-like and saprotrophic phases of the same isolates. The
primers used were capable of distinguishing genetic variability among
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2% Glucose Medium

Water-agar Medium +
2% Glycerol

PDA Medium

Fig. 1. Representative growth patterns of the different phases of € perniciosa on agar media. {A) Typical slow-growing biotrophic phase.

B = colony: § = fast-growing
glucose without glycerol. Sectoring began between 10 and 14

m

sector. Small slow-growing colonics were moved from LMCpS+ medium to the same medium supplemented with 2%
fiays after transterring to the colonies. (B) Agar blocks containing the biotrophic-like
veelia were emoved from the primary plate, LMOpS< madium, and transferred to a plate with water—agar plus 2% glycerol. The plate shows 14

days of growth of the biotrophic-like phase. () Agar blocks containing the biotrophic-like mycelia were transferred to a PDA plate where the

mycelia transformed to the saprotrophic phase. The plate shows 14 days of growth after transference. The biotrophic-like mycelia rapidly
trapsformed to saprotrophic (note the fast-growing sectors) on PDA medium. PDA = potato—dextrose agar.

the different clonal populations of C. perniciosa |25]. The [TS region
containing the ITS1, I'TS2, and 5 85 sequences were amplified with the
universal [TS1 and I'TS4 primers |28). PCR—restriction length fragment
polymorphism analysis was done with the restriction enzyme HinfT [1].

Results and Discussion

Initially. we reasoned that substances present in living
infected tissues could be determinants for the mainte
nance of the biotrophic phase of C. perniciosa. There
fore, we tried to mimic the conditions found in the
infected tissue by adding specific compounds to artifi
cial culture medium. Spores were germinated at low
densities on water-agar media to identify C. perniciosa
monokaryotic mycelia and isolate them from contami
nants that are frequently associated with spore prepara
tions. The germinating spores were then transferred after
compounds at different concentrations. In most cases.
the cultures rapidly shified to binucleate mycelia with
clamp connections, which are characteristics of the sa
proptrophic phase of this fungus. The first promising
results were achieved by inoculating spores onto o
nutrient poor solid medium containing 5 mg 17! eaf
feine. 10 mg 17" auxin. and 0.05% glucase. In this case.
we could clearly detect the slow growing colonies with
mononucleated hyphae, dolipore septae and no clamp

connections, which are distinet well accepted features of

]

the hiotrophic mycelia [7. 14, 23, 8 2] However. these
colonies were unstable, and they transformed into the
saprotrophic/necrotrophic hyphae within 15 days, which
would typically
mycelia at the border of the colonies. (Fig. 1AL Sub

147

7 days to other media containing different classes of

begin as a faster growing sector of

seguently. our group found that green brooms contain a
significantly higher amount of glycerol than normal
tissues [26]. and thus we tried this carbon source
replace glucose, Spores plated onto the LMCpS+ med
ium showed small slow growing minicolonies approxi

mately 7 days afler inoculation. These slow growing
colonies had white fluffy mycelia that nomally stopped
growing after 4 o 6 weeks on the solid medium
(Fig. IB), although the cells remained viable forup to 3
months on this plate. The viability was tested by rans

ferring the colonies to the LMCplL+ liguid medium and
evaluating the growth of the biotrophic like colonies.
The cessation of growth on the solid medium could have
been caused by the lack of a nitrogen source in the solid
medium. Biowrophic-like colonies transferred to typi

cally fungal media such as malt extract or potato dex

trose agar converted to the saprotrophic phase after 7 1o
10 days of growth (Fig. 1C). Biotrophic like colony
growth in the LMCplL+ liquid medium, which contained
a nitrogen source famino acids from the yeast extract).
was more vigorous and showed multiple round colonies
of varying sizes (not shown). The size vardation of the
colonies showed no effect on the biatrophic character

istics and appeared to be derived from mycelia that had
broken off the original colonies imbedded in the agar. It
is interesting to note that the hiotrophic like mycelia
appear to be produced only under conditions in which
nutrients are limited. This scems to mimic the in vivo
situation because the biotrophic hyphae do not have
haustoria and grow exclusively outside the plamt cell
within the intercellular space fapoplast), subsisting on
the limited nutrients found there. This may also explain



4

the low density found for the biotrophic hyphae in the
green broom.

To test other carbon sources, the biotrophic like
phase of €. permiciosa was grown on LMCplL+ for 10
days and wransferred to LMCpLL medium containing
different compounds (supplemented with a 2% [w/v or
viv] concentration of each of the different compounds)
such as. ethanol, fructose, glucose, glycerol. sorbital. or
sucrose. The transferred mycelia transformed into the
saprotrophic phase of the fungus (Fig. 1C) inall carbon
sources except glycerol.

The next step was the removal of caffeine and auxin.
The working hypothesis was that the maintenance of the
biotrophic phase needed a plant hormone. such as auxin,
which was very tempting because this could connect the
physiology of both the fungus and the plant. However. no
differences in the growth pattern of the mycelia were
observed after removal of the hommone. ¢learly showing
that glycerol was the fundamental compound. Never
theless, there was a clear benefit in maintaining auxin
and caffeine in the medium because the spores are nor
mally collected along with various contaminants. such as
yeasts, that are more sensitive to the caffeine and auxin
concentrations used than the monokaryotic biotrophic
like hyphac. Therefore. these compounds are useful in
obtaining clean cultures, but only glyeerol is required to
maintain the biotrophic mycelia.

Lipids have been found to be one of the signals that
promote and maintain the filamentous phenotype of
Ustitago mavdis. which resembles the infectious mye
clia found in planta [17]. Furthermore, Wei et al. [27
provided evidence that glyeerol played a significant role
in nutrient transfer from infected plants to the fungal
pathogen Colletotrichum glocosporioides £, sp. malvae.
In addition. the sucrose nonfermenting-related protein
kinase from Colletorrichum glocosporoides £, sp. mal-
vae. which is overexpressed during penetration in planta,
was found to have higher expression when the fungus
was grown in glycerol [10]. Taken together, all of the
evidence suggests that glyeerol, and possibly lipids,
could play a significant role in altering the fungal re
sponse during in planta growth, The levels of glyeerol
used to germinate C. perriciosa and maintain the bio
trophic phase in vitro are comparable with those ob
served by Scarpari et al. [26]. who found significantly
higher levels of glycerol in infected green broom tissue
of T. cacao compared with uninfected tissues. These
higher levels of glycerol found in the infected tissues
were completely gone in dry broom tissues. which have
been shown to contain only the saprotrophic phase of
C. perniciosa |2]. These high levels of glveeral in planta
may mantan the biotrophic phase during the develop
ment of WBD.
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As mentioned previously, C. perniciosa spores are
collected with various contaminating microorganisms.
Therefore, it was important 1o prove that the colonies
with different morphology were indeed C. perniciosa.
To do that, DNA was extracted from the saprotrophic
mycelia of four different C. perniciosa isolates (CPO2,
CP0Y9. BplO, and FA42) and from four biotrophic-like
calonies developed from spores from the isolate Bplo.
In all cases. PCR produced ITSI-5.85 ITS2 bands of
similar size for all of the samples. and the DNA frag
ments that were generated from these hands produced
exactly the same restriction pattern after being digested
with the restriction enzyme Hinfl [1] (data not shown).
Additionally. no differences in PCR barding pattems
were observed between the samples for several micro
satellites primers used [200 210 25] cdata not shown).
Furthermore, ¢DNAs derived from mRNA  extracted
from the biotrophic-like mycelia of C. perniciosa were
verified by sequence analysis and matched exactly the
genomic DNA sequences (unpublished data). Together.,
these results clearly show that the morphologically dif
ferent biotrophic-like and saprotraphic colonies are in
deed the same organism: C. permiciosa.

Epifluorescence microscopy confirmed the ¢yto
logic nature of the colonies (Fig. 2). Biotrophic like
cultures presented mycelia lacking clamp connections
(Fig. 2A) that were uninucleated (Fig. 2B). whereas
mycelia with clamp connection (Figs. 2D and 2E) were
binucleated (Fig. 2E) [25]. The transformation of hio
trophic 1o saprotrophic mycelia has been previously
characterized by a slight narrowing of the mycelia
accompanied by the formation of clamp connections. In
addition. during the period of transition, we detected
highly swollen cells (Fig. 2C). which are structures
previously reported by Griffith and Hedger [14].

To date. this procedure has been repeated at least
12 times during a 2-year period using four different
C. perniciosa  isolates  representing  the  two  main
genotypic groups found in the State of Bahia Brazil
[25]. As mentioned previously, this is the first reporn
of an in vitro method to prevent the direct shift of the
hiotrophic-like mycelia of C pemiciosa to the sap
rotrophic mycelia, thus creating conditions o maintan
the biotrophic-like phase of € permiciosa. Mycelia
obtained with this procedure are now being used in
multiple physiologic, biochemical. and genetic analy
ses of this developmental stage. In particular. this
methodology has allowed the production of ¢DNA
libraries that are now being sequencing as part of the
C.  perniciosa  functional  genome  project  thup:f
www lgeibi.unicamp.brivassoura). These analyses will
allow a detailed examination of the complete host
pathogen interaction involved in WBD at the molec
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Fig. 2. (A and D) Micrographs of the biotrophic-like and saprotrophic phases of C. pemuciosa. (A) Biotrophic-like characenstics (larger mycelia,
dolipore septa, and no clamp connections). Black ammow s point to sepa. (D) Saprotrophic-phase mycelia. White arrows point 1o clamp connections.
(B and E) Nuclear condition of the different ghases of C pernsciosa (B) Epifluctescence nucrograph of the uninucleaed biotrophic-hike mycelia.
(E) Binucleaed mycelia of the saprotrophic phase, which also has clamp connections (white amow ). (C) Highly swollen cells (white ammows) that
oocur during the period beoween hotrophic and saprowophic phases of C. pernsciosn growth in vivo. The micrograph was taken with Nomarski

phase fikers. Solid bars = 10 microns. All phows are i gray scale.

ular level and could help determine the signaling
mechanisms involved in phase changes.
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