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RESUMO

Ceriporiopsis subvermispora € um basidiomiceto classificado como white-rot, que
apresenta alta seletividade de degradacdo da lignina quando crescido em madeira. De
maneira geral, existem trés tipos de enzimas lignoliticas: manganés peroxidases (MnP),
lignina peroxidases (LiP) e lacases. Estas enzimas atuam degradando estruturas fendlicas e
ndo fendlicas da lignina. Até o momento, acredita-se que o sistema ligninolitico do fungo
C. subvermispora seja composto por isoenzimas da familia MnP e de lacases, pelo fato da
atividade de LiPs ndo ter sido identificada, embora possua genes desta classe de enzimas.
Diferentes estudos tém sido conduzidos como sistemas modelo de lignindlise, com
diferentes linhagens de C. subvermispora e outros fungos white-rot visando uma possivel
aplicacdo da lignindlise bioldgica na biopolpa¢do e na industria de papel.

Apesar da importancia promissora do fungo C. subvermispora na aplicacdao
industrial, o metabolismo celular e o sistema extracelular que esse organismo utiliza para
decompor a madeira ainda ndo estdo bem esclarecidos. Embora os estudos de atividades de
enzimas extracelulares e de seus produtos gerem muitas informacdes a respeito dos
mecanismos de acdo de fungos lignoliticos, hd necessidade de se integrar a estas
informagdes resultados de expressao génica durante o processo de biodegradacdo. Com isto
este trabalho tem como objetivo contribuir com estudos moleculares do fungo durante a
decomposicdo das madeiras de Pinus taeda e Eucalyptus grandis em pontos selecionados
durante o periodo de 5 a 60 dias de crescimento.

Para a caracterizacdo de genes, foram obtidos mRNAs de cada estidgio de
crescimento e submetidos as técnicas de RT-PCR e Display Diferencial. Foram utilizados
dois primers ancoradores T12NC e T12NG, assim como trés primers aleatérios (OPJO1,
OPJO4, OPJ10). Noventa e um fragmentos diferenciais foram visualizados em
autorradiografias de géis de onde foram isolados, clonados e seqiienciados. As seqiiéncias
obtidas foram submetidas a analise por comparacdo de homologias em bancos de dados

utilizando o programa BLASTX versao 2.2.14 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Para a confirmacdo da expressdo diferencial das seqiiéncias com similaridade a proteinas

envolvidas na degradacdo da madeira, foi utilizada a metodologia de PCR em tempo real.
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Trés genes relacionados no processo de biodegradacdo foram encontrados, oxalato
oxidase, celobioidrolase e manganés super oxido desmutase. Oxalato esta envolvido na
producdo de peréxido de hidrogénio que € utilizado como co-substrato para a acdo de MnP.
O radical superéxido desmutase reduz Mn*?, também originando peréxido de hidrogénio
que atua na formagdo de Mn*’ capaz de oxidar compostos fenlicos e ndo fenélicos dos
componentes da lignina. J4 a celobioidrolase esta envolvida na clivagem da cadéia terminal
de polissacarideos que compdem a celulose.

O padrao de expressdo observada por RT-PCR quantitativo mostrou que os genes de
oxalato e superéxido desmutase foram altamente expressos durante os primeiros 15 dias de
cultivo na madeira de P. taeda e nos periodos de 40 a 60 dias em E. grandis. Ja a
celobioidrolase apresentou maior expressdo no décimo dia de cultivo nas duas madeiras. De
modo geral estes resultados correlacionam-se a andlise da atividade enzimética dos extratos

de cultura do fungo em P. taeda e E. grandis.
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SUMMARY

Lignin is a heterogeneous and highly cross-linked macromolecule that is particularly
resistant to biological degradation but some specialized fungi developed the ability to
degrade this complex molecule. Most of these fungi belong to the basidiomycetes and are
responsible for the white-rot decay process. One of them, Ceriporiopsis subvermispora, has
been extensively studied due to its potential applicability in industrial processes.

Ceriporiopsis subvermispora is a white-rot fungus that shows high selectivity
towards lignin degradation through a mechanism composed mainly by maganese-dependent
peroxidase (MnP) and lacase. Both activities are secreted as isoenzyme families, with
isoelectrofocusing patterns that vary according to the composition of the growth media.
Although the industrial applicability of this fungus has been recognized, its biochemical
and molecular lignolytic processes are not completely understood.

The present study provides additional data for evaluating the molecular processes
involving the first steps of wood biodegradation by C. subvermispora cultivated in Pinus
taeda and Eucalyptus grandis for periods ranging from 5 to 60 days. Using the differential
display reverse transcription PCR technique (DDRT-PCR), a total of 91 differentially
expressed cDNA fragments were identified by comparing band intensities among
fingerprints obtained with mRNA from cultivated mycelia. Sixty-one differential fragments
were sequenced and identified by alignment analysis with GenBank sequences using the
BLASTX function.

Three genes oxalate oxidase, manganese superoxide desmutase and
cellobiohydrolase, derivates from biodegradation by C. subvermispora on Pinus taeda
wood chips culture, were analysed and compared the expression in Eucalyptus grandis
culture. Oxalate and superoxide dismutase genes were expressed during the first growth
period (to 15 days) in P. faeda culture and 40-60 days in E. grandis wood. On the other
hand cellobiohydrolase gene showed high expression at 10 day culture in both wood. This
results are correlate with C. subvermispora enzymatic activities during biopulping of P.

taeda e E. grandis.
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INTRODUCAO

A lignina é um biopolimero aromdtico complexo, um componente abundante e
essencial no tecido da madeira ao qual se deve sua rigidez. E extremamente resistente 2
degradacdo pela maioria dos microorganismos, no entanto uma estreita gama de
organismos mostra-se eficiente na sua degradacdo, entre eles encontram-se os fungos de
degradacdo branca ou podriddo branca como Ceriporiopsis subvermispora que sao capazes
de degradar a lignina a CO, e dgua numa intensidade e velocidade muito maior que

qualquer outro grupo de organismos (Kirk e Cullen, 1998).

Fungos de podriddo branca realizam biodegradacdo seletiva da lignina na parede
celular, deixando a celulose praticamente intacta (Blanchette, 1991; Blanchette et al,
1994). A biodegradacdo de madeira por esses fungos € atribuida a acdo de uma série de
enzimas, dentre elas as ligninas peroxidases, as manganés peroxidases e as lacases, bem
como a compostos extracelulares de baixa massa molar (Messner et al., 2003). No ano
1983, dois grupos relataram a descoberta de uma enzima extracelular degradadora de
lignina em culturas do fungo de degradacdo branca Phanerochaete chrysosporium (Glend
et al., 1983; Tien e Kirk, 1983). Esta enzima, hoje denominada lignina peroxidase (LiP) é
uma glicoproteina, que contém ferroprotoporfirina como grupo prostético e requer peréxido
de hidrogénio para sua atividade catalitica (Gold e Alic, 1993). Estudos subseqiientes
revelaram que a LiP de P. chrysosporium apresenta multiplas formas com pls que variam
entre 3,2-4,7 e massas moleculares entre 38-43 kDa dependendo do tipo de cepa e das
condicdes de cultura (Gold et al., 1989). As LiPs na presenca de per6xido de hidrogénio
sdo capazes de degradar compostos fendlicos e nao fendlicos, assim como anéis aromaticos
encontrados nas moléculas de lignina (Dezotti et al., 1995).

Além das LiPs, as manganés peroxidases (MnPs), descobertas em P. chrysosporium,
representam outra classe de enzimas envolvida na decomposi¢do de lignina (Glen et al.,
1986). Estas enzimas apresentam um grupo prostético heme no sitio ativo e massas
moleculares que variam entre 45 - 47 kDa. Sdo glicosiladas e apresentam agdo extracelular

(Gold et al., 1989). Embora o ciclo catalitico das MnPs seja similar ao das LiPs, além de
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ser dependente de peréxido de hidrogénio requerem Mn*” para ativar sua acdo (Escutia et
al., 2005; Poulus et al., 1995; Merslen et al., 1995).

O terceiro grupo de enzimas importante para a degradacdo da madeira é o das
lacases que tém caracteristicas de fenoloxidase e sdo produzidas por fungos e plantas
(Baldrian, 2006). As lacases pertencem ao grupo das oxidases que complexam cobre,
apresentam massas molares que variam entre 60-100 kDa e sao sintetizadas pela maioria
dos basidiomicetos (Collins e Dobson, 1997).

A degradag@o microbiana de lignina exerce um papel essencial na ciclagem do
carbono e a fun¢do dos microorganismos, que sao em sua maioria os fungos, é fundamental
para as biotecnologias emergentes tal como a polpagem biomecanica, o branqueamento
enzimdtico de polpas e a degradacdo de poluentes organicos (Whiteley e Lee, 2006; Bajpai
et al., 2004; Ramos et al., 2004; Mardones et al., 2006).

Dada a complexidade e a heterogeneidade da molécula de lignina, desde os
primeiros trabalhos que estudaram sua degradacdo por microorganismos, se propds que
deva existir um mecanismo extracelular oxidativo e, relativamente inespecifico. Na
verdade, apesar dos muitos trabalhos para se entender os mecanismos de reacdo das
ligninas peroxidases (LiPs), hd poucas evidéncias de que elas possam realmente quebrar a
lignina polimérica por agdo direta (Haemmerli et al., 1986; Odier et al., 1988; Sarkanen et
al., 1991, Aguiar et al., 2006). Uma das primeiras questdes que se levantou contra a acio
direta de enzimas foi quanto ao tamanho dos poros da madeira que ndo permitiria a difusao
das LiPs (Carpita et al., 1979; Tepfer e Taylor, 1981; Flournoy et al., 1991). Em trabalho
bastante esclarecedor, Blanchete et al. (1997) demonstraram que Ceriporiopsis
subvermispora (um dos fungos ja descritos mais seletivos para a degradacdo de lignina)
causa alteracOes estruturais significativas na lignina presente na parede celular e na lamela
média, mesmo antes da parede celular vegetal ser permedvel a proteinas pequenas como as
do tamanho da insulina (5730 Da).

Dessa forma, vérios trabalhos tém proposto que alguns compostos de baixa massa
molar poderiam atuar nos estdgios iniciais da biodegradacdo da madeira (Blanchete et al.,
1997; Gutierrez et al., 2000; Aguiar et al., 2006). Esses compostos deveriam apresentar

atividade degradativa, mas serem pequenos o suficiente para penetrar no complexo celular
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vegetal, degradar os componentes ai existentes e com isso desestruturar a parede celular a
ponto de permitir a penetragdo de enzimas oxidativas e hidroliticas. Isto sugere que a
biodegradacdo da matriz lignocelulésica da madeira ndo seja um processo simples
envolvendo atividades enzimaéticas Unicas, reforcando a tese de que esse processo deva ser
resultado de uma acdo conjunta entre enzimas e compostos de baixa massa molecular
(Paszczynski et al. 1988; Daniel, 1994)

Fungos de decomposicdo ou podridao branca "white-rot fungi", que degradam todos
os componentes da madeira e os de decomposi¢do ou podridao castanha "brown-rot fungi”,
que degradam principalmente polissacarideos, sdo os organismos mais efetivos na
biodegradacdo de madeira na natureza. A grande maioria destes microorganismos pertence
a Divisdo Basidiomycota. J4 fungos de decomposicao branda "soft-rot fungi", que podem
degradar lignina e carboidratos, porém em velocidades muito baixas pertencem a Divisao
Ascomycota e Deuteromycota (Kirk e Cullen, 1998; Rodriguez et al., 1997; Ferraz et al.,
1991; 1995).

O género Ceriporiopsis pertence a familia Polyporaceae (Harold, 1998). Esse
género é conhecido por sua seletividade para a degradacdo de lignina quer em madeiras
duras ou em madeiras moles (Akthar et al., 1998). Sua extrema agressividade para a
coloniza¢do da madeira lhe permite grande capacidade de se estabelecer em sistemas ndo
completamente estéreis (Scott er al., 1998) e sua eficiéncia em causar o efeito de
“amolecimento” da matriz lignoceluldsica forma a base da polpacdo biomecanica. Essas
caracteristicas tornam fungos deste género promissores para utilizacdo no processo de
biopolpacdo (Akhtar ef al., 1997 e 1998).

Embora os estudos de atividades de enzimas extracelulares e de seus produtos
gerem muitas informagdes a respeito dos mecanismos de acdo de fungos ligninoliticos, ha
necessidade de se integrar estas informacdes com a expressdao de genes, incluindo os
mecanismos de regulacdo da expressdo génica. Nesse sentido a Genética Molecular deve
contribuir significativamente. No entanto, poucos genes de C. subvermispora foram
isolados e caracterizados. No banco de seqiiéncias nucleotidicas mantido pelo National
Center for Biotechnology Information do National Institute of Health nos Estados Unidos

estdo depositadas apenas 24 seqii€éncias protéicas. Dentre estas, 4 sdo seqiiéncias de genes
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que codificam MnP (Cs-mnpl, Cs-mnp2A, Cs-mnp2B e Cs-mnp3), Cs-mnp2A e Cs-mnp2B
correspondem a alelos do mesmo gene (Polanco et al., 2002; Lobos et al., 1998; Tello et
al., 2000), 2 correspondem a seqiiéncias homoélogas as LiPs (Rajakumar et al., 1996) e uma
codifica uma lacase (Karahanian et al., 1998), 7 genes que codificam subunidades de RNA
ribossomal (Hibbett ¢ Donoghue 2001), 4 que codificam oxalato oxidase (Escutia et al.,
2005).

Este trabalho tem como objetivo contribuir com estudos da expressdao génica do
fungo durante a decomposi¢do natural das madeiras de Pinus taeda e Eucalyptus grandis
em periodos diferentes de crescimento. A partir da caracterizacdo de genes especificos de
cada estdgio de cultivo, correlacionar sua expressdo com as informacdes geradas pelos
recentes estudos de identificacdo quimica de compostos produzidos no processo da

degradacdo de madeira.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Composicao da madeira

Do ponto de vista das industrias madeireiras e papeleiras, as espécies arboreas dos
bosques classificam-se em duras e moles. Na literatura internacional as Gimnospermas sao
designadas como madeiras moles (softwoods), algumas classes de Coniferas, como o Pinus
elliottii, o Pinus taeda, o Pinus oocarpa e algumas variedades do Pinus caribaea t€m sido
muito usadas nas industrias de papel. J4 entre as Angiospermas distinguem-se as
Dicotiledoneas, usualmente designadas como madeiras duras (hardwoods), destacando-se
na indudstria de papel algumas espécies como Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna,
Eucalyptus citriodora, Eucalyptus paniculata, Eucalyptus tereticornis, Eucalyptus dunii,
Eucalyptus microcorys, Eucalyptus urophylla e Eucalyptus deglupta.

A madeira € um composto polimérico cujas propriedades técnicas e bioldgicas sdo
principalmente determinadas pela composi¢do quimica da parede celular. A parede celular
da madeira € constituida por longos biopolimeros de celulose, hemicelulose e lignina. A
forte tensdo das fibras da madeira € determinada principalmente pela celulose e
hemicelulose, enquanto que a lignina media a adesdo entre as fibras (Mai et al., 2004; Aro
et al., 2005).

A celulose, o principal componente das madeiras tanto moles como duras,
apresenta-se em forma de polimeros lineares de alto peso molecular, constituido por
ligacdes B-1,4 de unidades de D-glicose que formam cadeias poliméricas lineares de 8.000-
12.000 unidades de glicose. Na forma cristalina, a celulose € constituida por cadeias
poliméricas ligadas entre si por pontes de hidrogénio formando uma estrutura altamente
insolavel.

Ja a hemicelulose, tem composi¢do heterogénea de varias unidades de agicar mais
curtas que a celulose e, geralmente, monossacarideos e grupos acetila encontram-se
ramificados na sua estrutura. Os constituintes das hemiceluloses sdo as hexoses (glicose,

manose e galactose) e pentoses (xilose e arabinose) (Aro et al., 2005).
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A lignina é um polimero tridimensional de unidades de fenilpropandides que sdo
polimerizadas oxidativamente por peroxidases e fenoloxidases durante a sua biossintese.
Outras unidades como fenilcumarana (B-5), resinol (B-B) e dibenzodioxina (5-5/ B-O-4,a-
0-4) podem também estar presentes na sua composicdo. Normalmente, a parede celular das
madeiras contém de 20 a 30% de lignina (Guerra et al., 2004; Mai et al., 2004).

Outros componentes como compostos fendlicos, terpenos, carboidratos, gorduras e
ceras também conferem propriedades especificas as madeiras (Fengel e Wegener 1984).

Em madeiras duras, ou angiospermas, a lignina é formada principalmente de
unidades Guaiacila e Siringila. J4 as madeiras moles, ou gimnospermas, possuem ligninas
formadas fundamentalmente de unidades de Guaicila. Ligninas de gramineas compreendem

unidades Guaiacila-Siringila-Hidroxifenila (fig. 1).

=
- 2
H,CO H,CO OCH,
OH OH OH
p- hidroxifenila guaiacila siringila

Figura 1: Principais unidades aromadticas presentes na molécula de lignina.

Enzimas envolvidas na degradaciao da madeira

O mecanismo enzimdtico da degradacdo da madeira por fungos € bem estudado. A
hidrélise da celulose € realizada por endoglucanases e celobioidrolases, ambas
denominadas celulases. A hidrélise da hemicelulose acontece pela acdo das xilanases,
manases e outras enzimas hidroliticas de substrato especifico. A mineraliza¢do da lignina é
realizada por peroxidases, lignina peroxidase, manganés dependente de peroxidase,

polifenoloxidase e lacase (Bucher et al., 2004).
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Celulases:

A hidrélise completa da celulose a glicose requer a combinacdo de enzimas
multiplas com diferentes especificidades frente aos substratos. Por exemplo, a
celobioidrolase cliva as unidades de celobiose a partir de seus terminais para produgdo de
cadeias de polissacarideos. As endoglucanases clivam a internamente as cadeias de celulose
fornecendo maior nimero de terminais para a acdo da celobioidrolase. J4 a B-glicosidase

hidrolisa a celubiose a glicose (Aro et al., 2005).

Hemicelulases:

A hidrélise da hemicelulose acontece pela acdo coordenada de endoenzimas, que
clivam internamente a cadeia principal, de exo-enzimas, que liberam acicares
monoméricos e, de enzimas auxiliares que clivam as cadeias laterais dos polimeros ou
oligossacarideos levando a producdo de mono ou dissacarideos dependendo do tipo de

hemicelulose (Aro et al., 2005).

Ligninases:

A degradacdo da lignina é um pré-requisito para a hidrolise da celulose e da
hemicelulose como fonte de energia para os fungos. A lignina é pouco degradada por
microrganismos capazes de degradar celulose, porém basidiomicetos de degradacdo branca
sdo capazes de despolimerizar e mineralizar a lignina eficientemente. As principais enzimas
lignoliticas produzidas por fungos sdo a manganés peroxidases, lignina peroxidases, que
catalisam uma variedade de reacdes oxidativas dependentes de H,O, e as lacases que
oxidam compostos fendlicos e reduzem o oxigénio molecular a 4gua. Entre outras enzimas
extracelulares que geram peréxido de hidrogénio estdo a glioxal oxidase e glicose-2-
oxidase. Os perdxidos gerados por estas enzimas t€m um papel essencial nos processos de

deslignificacao (Aro et al., 2005).
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Fungos degradadores de madeira

Os fungos sdao microrganismos produtores de sistemas enzimdticos complexos
capazes de degradar substancias quimicas de estruturas complexas como as que compdem a
madeira, de maneira a produzir moléculas mais simples e mais facilmente assimildveis.
Estas caracteristicas incentivaram o interesse de aplicar a biotecnologia em produtos da
floresta focando a exploracdo de basidiomicetos degradadores de madeira e suas enzimas
extracelulares. Em fun¢do dos mecanismos de degradacdo, estes fungos podem ser
divididos em dois grupos: de decomposi¢cdo ou podriddao branca (White rot) e de
decomposicdo ou podriddo castanha (Brow rot) (Hammel, 1996). O primeiro grupo, tem
capacidade de degradar simultaneamente os componentes da parede celular a lignina,
hemicelulose e celulose e, em estigios avancados de degradacdo, produzindo celulose
branca. Este tipo de fungo estd associado principalmente a degradacdo de madeiras duras.
O segundo grupo, esta associado a degradacdo de madeiras moles e apresenta capacidade
de despolimerizar os polissacarideos da parede celular a hemicelulose e celulose, enquanto
que a lignina € pouco degradada apesar de sofrer modificacdes quimicas como
desmetilacdo e oxidacao (Alexopoulus ef al., 1996).

Fungos de decomposi¢do branca podem ser divididos em dois tipos, os que estdo
envolvidos na decomposicido de todos os componentes da madeira simultaneamente, neste
caso a degradacgdo ocorre pela formacdo de erosdo e pelo afinamento progressivo da parede
celular devido as multiplas enzimas que atuam na superficie exposta da madeira. O segundo
tipo de fungos de decomposicdo branca sdo aqueles que degradam lignina de forma
seletiva, neste caso sdo poucas espécies que pertencem a este grupo. Estes fungos removem
a lignina e polioses da madeira sem que ocorra afinamento progressivo da parede celular e
a degradacdo ocorre apds longos periodos, o que indica que ndo pode ser causado por acdo
direta das enzimas na parede celular ja que estas t€ém aproximadamente 40 kDa e a parede
celular da madeira seria inacessivel a elas. Estudos recentes mostraram que moléculas de
baixo peso molecular (LMMCs) estariam envolvidas no inicio da degradacdo como ocorre

em fungos de degradacdo marrom (Aguiar et al., 2006).
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Geralmente, durante o processo de degradacio da madeira por fungos de
decomposicdo branca, a lignina € atacada inicialmente por uma fenoloxidase extracelular
(Lacases) e uma peroxidase (lignina peroxidases e manganés peroxidases) (Orth e Tien
1995). As peroxidases utilizam peréxido de hidrogénio como co-substrato enquanto que as
lacases requerem oxigénio molecular como receptor de elétrons (Ericksson et al., 1990).
Fungos de degradacdo castanha sdo capazes de degradar celulose e hemicelulose sem a
remo¢ao da lignina. A celulose cristalina € atacada inicialmente por radicais hidroxi
(sistemas Fe®*/ H,0,). Propde-se que moléculas fendlicas de baixo peso molecular
queladoras de ferro e que produzem radiacias hidroxila estejam relacionadas diretamente na

degradacao da celulose (Kapich et al, 2005).

Ceriporiopsis subvermispora

O género Ceriporiopsis pertence a uma classe de fungos causadores de
decomposicdo branca da familia Polyporaceae (Harold, 1998). Esses fungos sao conhecidos
por sua grande seletividade para a degradacdo de lignina quer em madeiras duras ou em
madeiras moles (Akthar et al., 1998). Sua extrema agressividade para a colonizacdo da
madeira lhe permite grande capacidade de se estabelecer em sistemas nao completamente
estéreis (Scott et al., 1998) e sua grande eficiéncia em causar o efeito de “amolecimento”
da matriz lignocelulésica forma a base da polpacdo biomecanica. Essas caracteristicas
indicam que até o momento, esse género € o mais indicado para o processo de biopolpacao.

Apesar da importancia de C. subvermispora na aplicacdo industrial, o sistema
extracelular que o fungo utiliza para decompor a madeira ainda ndo estd bem esclarecido.
As enzimas extracelulares produzidas pelo microorganismo compreendem as lacases e as
MnPs. Como em vdrios basidiomicetos, a expressdo dessas enzimas é dependente do
substrato (Sethuraman et al. 1998). Um fato intrigante nesse aspecto é a nao deteccdo de
atividade de lacases em condicdes de cultivo onde o unico substrato organico é o préprio
material lignocelulésico (Ferraz et al., 2000). Com isso, os autores sugerem que a

degradacdo de lignina por esse fungo deveria, a principio, ser atribuida exclusivamente a
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acdo de MnP. A atividade de LiPs também ndo tem sido detectada nas vérias formas de
cultivo ja estudadas (Lobos et al., 1994; Souza-Cruz et al., 2004).

Em uma série de trabalhos esclarecedores sugerem-se alternativas para explicar o
mecanismo bioquimico envolvido no processo de degradacio da madeira por C.
subvermispora (Jenssen et al., 1996; Srebotnik et al., 1997; Kapich et al., 1999; Ferraz et
al., 2003; Heidorne et al., 2006; Aguiar 2006). Uma delas seria que este fungo produziria
LiP em sistemas de fermentacdo s6lida, mas que a quantificagdo dessa enzima nos extratos
seria mascarada pela presenca de contaminantes. Nesse caso, 0os mecanismos envolvidos
seriam os mesmos ji reportados para P. chrysosporium. Essa hipGtese, apesar de remota,
ndo tem sido descartada, pois C. subvermispora possui genes semelhantes aos genes
responsaveis pela expressao de LiPs em P. chrysosporium (Rajakumar et al., 1996).

Enoki et al. (1999; 2000) demonstraram que C. subvermispora produz os seguintes
dcidos graxos quando cultivado em meio s6lido contendo madeira moida: acido 9,12-
octadecadiendico, acido 9-octadecendico, acido 11-octadecendico, acido hexadecandico e
dcido octadecandico. Esses dcidos foram produzidos principalmente nos estagios iniciais da
biodegradacdo sendo que apds 2 semanas de cultivo o teor desses dcidos diminuiu
consideravelmente sendo seguido do aparecimento de hidroper6xidos organicos. Esses
dados levaram os autores a relacionar a formagao dos hidroper6xidos organicos com a acao
de Mn’, oriundo da oxidacdo de Mn** por MnP. Foram encontrados novos componentes
lipidicos em estdgios avancados de degradacdo de madeira de Eucalyptus por C.
subvermispora, estes componentes foram identificados por espectrometria de massa como
sendo um dcido dicarboxilico insaturado que poderia servir como fonte de peroxidacdo de
lipidios durante a degradag@o por basidiomicetos de decomposi¢cao branca (Gutierrez et al.,
2002; Blanchete et al., 1997).

Kapich et al. (1999) demonstraram que os radicais peroxila oriundos da peroxidac¢io
de 4cido linoléico por MnP de C. subvermispora podem atuar em compostos modelos de
lignina nao fendlicos, abstraindo um elétron (e um préton) do carbono alfa, levando a uma

posterior degradacdo do composto modelo.
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Regulacao dos genes que codificam as enzimas extracelulares

A regulagdo dos genes que codificam as enzimas extracelulares envolvidas na
biodegradacdao € dependente da fonte de carbono disponivel no meio. Assim a maioria
destes sdo reprimidos por fontes de carbono de ficil metabolismo como glicose e induzidos

na presenca de polimeros complexos como a lignina.

Expressdo das celulases:

De modo geral a degradacdo da celulose ocorre pela indugdo de trés tipos de
enzimas: endo 1,4-B-D -glucanase, exo-1,4-B-D -glucanase, e PB-glicosidase (ou cellobiase)
(Hamada et al., 1999). O sistema de regulacdo dos genes de celulases tem sido melhor
estudado no fungo Trichoderma reesei, esse sistema contém cinco genes que codificam
endoglucanases, egll—egl5, dois genes que codificam celobioidrolases, cbhl e cbh2 e, dois
genes codificantes de B-glicosidase bgll e bgl2.

No fungo T. reesei a expressdo das celulases € controlada no nivel transcricional.
Na presenca de D-glicose a transcri¢do € reprimida, enquanto que na auséncia da mesma e
na presenca de certos oligossacarideos ou dissacarideos (soforose) a transcricdo &
fortemente induzida. A repressdo da transcricdo de D-glicose neste fungo é mediada por
Crel, o qual media a repressdo dos genes que codificam enzimas envolvidas na degradacao

da hemicelulose (Hasper et al., 2002).

Expressdo das hemicelulases:

As hemiceluloses assim como as celuloses sdo moléculas muito grandes para serem
utilizadas como fonte de energia direta para os microorganismos. Assim acredita-se que
moléculas intermedidrias menores possam ter um papel importante na ativacdo dos genes
das hemicelulases (Aro et al., 2005). A expressdo das hemicelulases tem sido estudada
principalmente nas espécies A. nidulans e T. reesei, onde se observou que a presenca das

hemiceluloses xilana, arabinana e manana, assim como outros componentes derivados
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desses acucares de cadeia longa como galactose e manose, provoca a alta producio de
hemicelulases (Margolles-Clark et al., 1997). Porém a possibilidade de que algum sinal
extracelular como variagdo de pH do meio ou mesmo polimeros de cadéia longa possam

estar envolvidos na indu¢@o das enzimas hemiceluloliticas (Arst et al., 1994).

Expressdo das ligninases:

Devido a nimero de genes homélogos que codificam as enzimas lignoliticas (LiP.
MnP e Lacases), estudos da expressdo desses genes por métodos tradicionais como
Northern blot tem encontrado dificuldades para selecionar sondas especificas. Um exemplo
disso sdo estudos realizados em P. chrysosporium que tem pelo menos dez genes lips (lipA
a lipJ) e trés mnps (mnpl a mnp3) (Gaskell et al., 1994; Alic et al., 1997).

Em geral, a expressdo de genes ligninoliticos € induzida pela restricdo de alguns
nutrientes como nitrogénio, carbono ou enxofre, assim a expressao destes genes € visto
como resposta ao estresse de nutrientes. Em P. chrysosporium a expressao de mnp é ativada
pela baixa concentracdo de nitrogénio e pela presenca de Mn (II) em cultura. De forma
similar aos genes mnp, os genes lip neste fungo sdo também diferencialmente regulados de
acordo com varios fatores como resposta a falta de nitrogénio e carbono no meio (Stewart
et al., 1992; Stewart and Cullen, 1999). J4 a expressao de lacases nao depende da falta de
nutrientes, esses genes sdo expressos constitutivamente em muitos basidiomicetos (Egger et

al., 1996; Smith et al., 2000).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O presente trabalho teve como objetivo principal o isolamento e caracterizacdo de
genes expressos durante as primeiras etapas de crescimento do fungo Ceriporiopsis
subvermispora em cavacos de madeira de Pinus taeda e Eucalyptus grandis entre 5 e 60

dias de cultivo.

Objetivos especificos:

1. Estabelecer critérios para determinar os periodos importantes para a avaliacdo da
expressao diferencial de genes C. Subvermispora (Pil.) Gilbn. & Ryv. em Pinus taeda

L. e Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden.

2. Realizar géis de display diferencial de cDNA para a identificagdo de transcritos

especificos de cada fase de desenvolvimento micelial por meio de:

a) Extracdes de RNA de micélio crescido em cavacos de madeira;

b) Identificagdo de transcritos expressos diferencialmente em vdérios
pontos distribuidos entre 5 — 60 dias de cultivo;

c) Isolamento de bandas especificas através de re-amplificacdo;

d) Clonagem e seqiienciamento dos cDNAs diferenciais, seguido de um
estudo de comparacdo das seqiiéncias em bancos de dados para
investigar a homologia com proteinas conhecidas.

e) Confirmacdo da expressdo diferencial dos cDNAs isolados por meio

de PCR quantitativo em tempo real.
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MATERIAL E METODOS

1. Material Biolégico:

O fungo utilizado neste trabalho € o basidiomiceto de decomposi¢do branca
Ceriporiopsis subvermispora SS3 (Pil.) Gilbn. & Ryv. (cepas SS3). Esta linhagem foi
obtida da colecdo de laboratério do Departamento de Biotecnologia da Faculdade de
Engenharia Quimica de Lorena. As culturas foram mantidas em placas de Petri com meio
contendo 2% de extrato de malte e 2% de agar e cultivados a 28°C e mantidos a 5°C.

As madeiras utilizadas para este trabalho, foram Pinus taeda L. e Eucalyptus
grandis W. Hill ex Maiden cortadas em cavacos com medidas aproximadas de 3,5x 2,0x

0,3 cm, e fornecidas pelo Parque Nacional de Campos de Jordao.

2. Cultura do fungo:

A partir das placas, onde sdo mantidos os fungos, foi realizado o cultivo em meio
liquido, que foi utilizado tanto como controle como também como pré-indculo para o
cultivo em madeira. Esse meio foi constituido por 2,4% de extrato de batata (DIFCO) e
0,7% de extrato de levedura (DIFCO).

Para o cultivo em madeira, o fungo foi crescido primeiramente em meio liquido
durante 10 dias, apds este periodo foi inoculado em madeira de Pinus taeda L. e de
Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden. As amostras foram colhidas nos dias 5, 10, 15, 20,
40 e 60 de crescimento.

Com o intuito de inocular a mesma carga de micélios nas culturas em madeira, foi
calculada a medida de peso seco do fungo e dos cavacos de madeira. Para isto foi preparada
uma suspensao fingica em meio liquido. Apds 10 dias de cultivo, a suspensao foi filtrada e
lavada com dgua estéril em funil de Buchner e, em seguida o filtrado foi homogeneizado e
ressuspendido em 100 mL de &4gua estéril e, entdo macerada. Para se garantir a

homogeneidade da suspensdo, a amostra foi tratada em homogeneizador estéril com 3
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ciclos de 15 segundos. Dessa suspensdo foi removida uma aliquota de 25 mL para ser
filtrada em papel de filtro pré-seco em estufa a 60°C. O micélio retido no papel foi
colocado em pesa-filtro dentro de uma estufa a 60°C por 8 horas em seguida foi medido o
peso e colocado a 100°C por 3 horas, até atingir peso constante. A partir do valor do peso
obtido apds secagem do micélio, foi determinada a quantidade de micélio em suspensao a
ser inoculado ao cultivo em madeira.

Para estimar a umidade incorporada a madeira, dado necessdrio para o célculo da
quantidade de cavacos a serem inoculados, aproximadamente 338 g de cavacos de E.
grandis e P. taeda foram submersos em dgua por 16 horas. Um cavaco foi retirado e a
umidade incorporada foi medida em balanca com registro de umidade. Quatro frascos
Erlenmeyers de 250 mL foram utilizados para cada periodo de cultivo (5, 10, 15, 20, 40 e
60 dias) para os dois tipos de madeira. A cada Erlenmeyer foram adicionados 5 g de
vermiculita e 20 ml de 4gua para manter a umidade durante o periodo de cultivo. Os frascos
contendo as madeiras foram autoclavados a 1 atm por 15 minutos. Em seguida procedeu-se
com a inoculacdo com a suspensdo dos micélios. Aproximadamente 400 mg de micélio
seco/kg de madeira foram inoculados e incubados por periodos entre 5 a 60 dias a 27 °C.
Ap6s estes periodos os cultivos em madeira foram triturados em um moinho de faca
(Renard modelo MFC180-75-01) e coletados para a dosagem de ergosterol necessaria para

a obtencdo da curva de crescimento e para a extracdo do RNA total.

3. Dosagem do ergosterol para a curva de crescimento

Os experimentos para a dosagem de ergosterol foram realizados segundo
metodologia descrita por Montgomery et al. (2000) com algumas modificagdes.

Aproximadamente 1 g dos cultivos triturados de cada madeira nos diferentes
periodos de crescimento, foi colocado em triplicatas em tubos de ensaio com tampa de
rosca. A cada tubo contendo as amostras, foram adicionados 8 mL de metanol e 2 mL de
NaOH 2 M, os tubos foram agitados por 15 minutos em vortex e, deixados por 30 minutos
a temperatura ambiente. Apds este periodo, os tubos foram colocados em forno de

microondas doméstico em poténcia média por 18 segundos, esfriados e agitados por 15
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segundos em vortex. As amostras, novamente, foram colocadas em forno de microondas
nas condi¢des ja citadas, repetindo-se o procedimento anterior. Em seguida 4 mL de HCI 1
M foram adicionados aos tubos que foram agitados por 15 segundos, em seguida foram
adicionados 2 ml de metanol e, agitados novamente. Oito mL de hexano foram adicionados
aos tubos que foram agitados por 15 segundos, a fase superior foi colhida em tubos limpos.
Este procedimento foi repetido 3 vezes. Ao final, a fase superior foi colocada em frascos
para andlise em cromatografia liquida (HPLC), e o solvente foi eliminado sob fluxo de
nitrogénio.

As amostras foram analisadas no aparelho de HPLC SPD-10AV UV-Visivel
Detector Shimadzu / SCL-10* System Controller. O comprimento de onda utilizado foi de
282 A e o fluxo de 1 mL/m. Solucdes de ergosterol com diferentes concentra¢des (1 mg/L;
5 mg/L; 10 mg/L; 20 mg/L) foram utilizadas como padrdo para a quantificacdo do

ergosterol das amostras.

4. Isolamento de RNA:

4.1 Fungos crescidos em madeira:

A partir dos micélios obtidos no crescimento em cavacos de Pinus taeda e
Eucalyptus grandis, foram realizadas extracdoes de RNA utilizando o método descrito por
Sokolovsky et al. 1995.

Os cavacos com micélios crescidos nos diferentes periodos de cultivo foram
triturados junto com gelo seco em moinho de faca (Renard modelo MFC180-75-01) e
macerados em nitrogénio liquido até apresentar a consisténcia de um pé relativamente fino.
Em um tubo Falcon foram colocados 5 g do micélio macerado e 15 mL de tampao de lise
constituido por 0,6 M de NaCl, 10 mM de EDTA, 100 mM de Tris-HCI pH 8.0 e 4 % de
SDS. Este material foi centrifugado a 2.300 rpm por 10 minutos em uma centrifuga
Beckman GPR. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Miracloth e subdividido em
tubos de 2 mL.. Em seguida adicionou-se igual volume de fenol equilibrado a pH 7.9 (1 mL
de sobrenadante: 1 mL de fenol), estes tubos contendo o material foram colocados em um

shaker a 230 rpm por 15 minutos e em seguida foram centrifugados por 10 minutos a
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12.000 rpm em uma microcentrifuga. A fase aquosa foi coletada a qual se adicionou igual
volume de fenol, as amostras foram vortexadas e centrifugadas nas mesmas condi¢cdes ja
citadas. A fase aquosa novamente foi coletada e precipitada com 0,75x o seu volume de
LiCl 8 M a —20 °C por 12 horas.

Ap6s este periodo os tubos foram vortexados e centrifugados 15 minutos a 12.000
rpm. Descartou-se o sobrenadante e os “pellets” foram lavados com etanol 70 % gelado.
Centrifugou-se novamente e, agora, o “pellet” foi lavado com etanol absoluto. Este foi
secado ao ar por uma hora, mas mantido em gelo e, logo em seguida foi ressuspendido em

50 uL de dgua tratada com DEPC para ser estocado a —70 °C.

4.2 Fungos crescidos em meio liquido:

A partir dos micélios crescidos em meio liquido (2,4% de extrato de batata e 0,7%
de extrato de levedura) foram feitas extracdes de RNA utilizadas como controle. Para a
extracdo foi utilizando o kit Perfect RNA, Eucaryotic, Mini (Eppendorf, Scientific Inc.)
seguindo as especificacdes do fabricante.

Todas as amostras extraidas foram tratadas com DNase da seguinte maneira: aos
tubos contendo 50 uLL de RNA total, foram adicionados 0,31 uL de RNA guard (40 U/uL),
15 uL de DNase mix, 0,2 uL de DNase (147 U/uL) . As amostras foram incubadas a 37 °C
por 2 horas e, em seguida foram adicionados 65,5 uL de dgua-DEPC e 120 pL de fenol:
cloroférmio: dlcool isoamilico 25:24:1 V/V. Centrifugou-se por 3 minutos a 12.000 rpm,
adicionou-se 12 uL de acetato de sddio e 288 uL de etanol absoluto e se precipitou por 12
horas a —20 °C.

Apbs este periodo de precipitacdo, os tubos contendo as amostras foram
centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm, os “pellets” formados foram lavados 1 vez com
etanol 70% e 1 vez com etanol absoluto, em seguida foram secados a vicuo. Em seguida
foram ressuspendidos em 15 uL de d4gua-DEPC e estocados a — 70 °C.

Todas as amostras de RNA extraidas foram analisadas em gel 0,5 % de agarose
composto por 0,5 g de agarose, 5 mL de MOPS 10X, 2,5 mL de formaldeido 37 %, 42,5
mL de dgua-DEPC.
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5. Isolamento de fragmentos com expressdo diferencial através de Display de

RNA:

Os experimentos de display de RNA foram realizados segundo metodologia descrita
por Welsh et al. (1992) e Wong & McClelland (1994). Este método, também conhecido
como DDRT-PCR (Differential Display Revers Transcription-Polymerase Chain
Reaction), baseia-se na sintese de cDNA a partir de RNA total ou mRNAs expressos em
situacdes diferenciais a serem comparadas, e na amplificacdo por PCR utilizando primers
arbitrarios (randomicos) e oligos (d)T. Os padrdes gerados sdo comparados através da
corrida das reacdes de amplificacdo lado a lado em gel de poliacrilamida. Desta forma, é
possivel a deteccdo de diferencas no padrao de expressdo génica entre duas ou mais
condicdes. Os transcritos expressos diferencialmente podem ser excisados do gel, eluidos,

reamplificados, clonados e seqiienciados.

5.1. Sintese de cDNA e Amplificacdo por PCR

Para a sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o kit Ready-to-Go™ RT-PCR
Beads (Amersham Pharmacia Biotech.), segundo instru¢des do fabricante. Os
oligonucleotideos ancoradores utilizados foram do tipo T12N (Gibco BRL) sendo N = G ou
T . As amplificagdes dos cDNAs foram realizadas em termociclador (Gene Amp PCR
System 9700 Applied Biosystems). Foram utilizados oligos ancoradores (T12N) e oligos
arbitrarios da marca OPERON (OPJO1, OPJO4, OPJ10). As reacdes foram feitas em
duplicatas e constituidas por: 2 uL. de cDNA (1 pg/uL); 2 uL. do primer ancorador (10
uM); 2 uL. do primer arbitrario (10 uM); 8 uL. de dgua bidestilada; 2 pLL de tampao de
amplificacdo 10x (Tris-HC1 20 mM, pH 8.4; KC1 50 mM, Invitrogen); 0,5 uLL de MgCl, 50
mM; 2 pL de dNTPs 20 puM; 1 pL de a-"’P-dATP 5 pCi e Taq DNA polimerase
(Invitrogem) 0,5 uL (5 U/uL). As condi¢des de amplificacdo foram: 94°C (4 min), seguido
de 40 ciclos de 94°C (30 s), 40°C (2 min) e 72°C (30 s).
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5.2. Visualizacdo do fingerprint de cDNA:

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a
4,8% contendo uréia a 41,25 %. O gel foi constituido por 10,2 mL de acrilamida-
bisacrilamida (40:2); 16 mL de TBE 5X e 33 g de uréia para um volume final de 80 mL.
Esta solucdo foi filtrada com filtro Nalgene de 0,45 um a qual foram adicionados 266 UL
de persulfato de amoénio 10% e 80 uL de TEMED. Apds a polimeriza¢do, o gel foi
submetido a uma pré-corrida por 30 minutos a 1.320 V; 35 mA: 45 W em tampao de
corrida TBE 1X. Em seguida as amostras contendo 7 uLL de cada reacdo de PCR misturados
com 5 puL de stop solution (formamida 80% contendo azul de bromofenol e xileno cianol),
previamente denaturadas a 80°C por 4 min e 10 pL foram aplicados no gel. A eletroforese
foi realizada a 1.320 V - 35 mA, até a frente de xileno-cianol chegar ao final do gel. Apds a
separacdo dos fragmentos por eletroforese, o gel foi secado a vacuo sobre uma folha de
papel Whatman 3 MM e o fingerprint de cDNA foi visualizado através de exposicdo a
filme de raio-X (KodaK X-OMAT AR ou Hyperfilmrm MP, Amersham Biosciences).

5.3. Isolamento e re-amplificacdo das bandas diferenciais

As bandas diferenciais de RT-PCR foram cortadas dos géis e colocadas em tubos
Eppendorf. O DNA foi eluido através de incubac¢ao por 20 min a 95°C em 200 pL de dgua
Milli-Q e precipitado através da adicdo de 0,1x o seu volume de acetato de s6dio 3 M pH
5,2 (20 uL) e 2x o seu volume de etanol absoluto (440 uL). O DNA foi mantido a -20°C
durante a noite, em seguida centrifugado a 13.000 rpm por 20 minutos e ressuspendido em
10 uL de 4gua.

O DNA eluido foi amplificado por PCR em uma reacao com volume final de 40 pL.
contendo: 4 puL. de cDNA eluido; 4 UL de primer ancorador (10 uM); 4 uL do primer
arbitrario (10 uM); 21,5 uL. de dgua bidestilada; 4 pL. de tampao de amplificagdo 10x (Tris-
HCI1 20 mM, pH 8.4; KCI1 50 mM) (Invitrogen); 1 puL de MgCl, 50 mM; 1 pLL de dNTPs
200 uM; e 0,5 uL (5 U/ulL) de Tag DNA polimerase (Invitrogen). As condicdes de
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amplificacdo foram: 94°C (4 min), seguido de 40 ciclos de 94°C (30 s), 40°C (2 min) e
72°C (30 s). A amplificagdo foi realizada em termociclador (Gene Amp PCR System 9700
Applied Biosystems). As amostras re-amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel

de 2% de agarose para confirmagao do tamanho.

6. Clonagem dos fragmentos diferenciais:

Para a clonagem dos fragmentos diferenciais, foi utilizado o kit de ligacdo p-GEM —
T Easy Vector System I (Promega Co.). Em tubos Eppendorfs foram colocados 3 uL das
amostras reamplificadas, 5 L de tampdo de ligacao 2X, 1 uL do vetor pGEM-T (50
ng/ul) e 1 uL da enzima DNA ligase. A reacdo de ligacdo foi incubada durante a noite a
4 °C.

Células competentes de E. coli DH5« foram utilizadas para produzir colOnias
transformantes. Em tubos Eppendorf contendo 100 pL de cultura permanente foram
adicionados 5 puL da reacdo de ligacdo, estes foram deixados por 20 minutos em gelo, e em
seguida colocados a 42 °C por 50 segundos, deixou-se novamente em gelo por 3 minutos e
foram adicionados 900 puL de meio de cultura LB. As bactérias foram incubadas em shaker
New Brunswick Scientific a 180 rpm por 1,5 hora a 37 °C.

Com o intuito de se obter colonias transformantes, as culturas obtidas foram
crescidas novamente em placas de Petri contendo meio de cultura LB — dgar com 2 uLL / mL
de ampicilina 50 pg/uL previamente tratadas com 50 pL de X-—gal 20 mg/mL. Estas
culturas foram crescidas por 16 horas a 37 °C.

As coldnias transformantes foram identificadas pela cor branca nas placas, de onde
foram selecionadas 6 colonias de cada fragmento diferencial clonado. As coldnias foram
isoladas e crescidas em tubos de cultura com meio LB e 10 puLL de ampicilina 50 pug/uL por

16 horas a 37 °C.
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7. Mini preparacao de plasmidio e confirmacao da insercao do fragmento:

As culturas incubadas durante a noite, foram transferidas para tubos e centrifugadas
a 14.000 rpm por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado e o pellet constituido de bactérias
foi ressuspendido em 300 uL de solu¢do P1 (50 mM de Tris-HCI pH 8,0; 10 mM de EDTA
pH 8,0 e 100 pg / mL de RNAse) utilizando vortex. Em seguida foram adicionados 300 puL.
de solu¢do P2 (200 mM de Na OH e 1% de SDS) e incubou-se por 5 minutos a temperatura
ambiente. Foram adicionados 300 uL. de P3 (3 M de acetato de potdssio pH 5,5) e
centrifugou-se por 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e precipitado com
400 pL de isopropanol a 14.000 rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e lavou-
se com 500 uL de etanol 70% por 4 minutos a 14.000 rpm. O pellet foi seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em 20 pL de TE.

Para verificar a inser¢ao dos fragmentos no plasmideo, foi realizada uma PCR de: 1
UL do plasmidio diluido em 200 uL de dgua bidestilada; 2 uLL do primer sp6 20 pmol; 2 uL
do primer T7 20 pmol; 36 uL de 4gua; 2 uL de dANTP 5 mM, 5 pL de tampao de
amplificacdo 10x (Tris-HC1 20 mM, pH 8.4; KC1 50 mM; Invitrogen); 1,5 uLL de MgCl, 50
mM; e 0,5 puL (5 U/uL) de Taq DNA polimerase (Invitrogen). As condicdes de
amplificacdo foram: 94°C (5 min), seguido de 30 ciclos de 94°C (1 min), 50°C (1 min) e
72°C (2 min) e a extensdio de 72 °C (20 min). Os fragmentos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de 1,5% de agarose para confirmacdo do tamanho através

de compara¢do com o padrao de peso molecular.
8. Preparacio dos plasmidios selecionados para seqiienciamento:

Para o seqiienciamento dos fragmentos diferenciais foi realizada uma reacdo de
PCR utilizado o kit DNA Sequencing Kit Big Dye™ Terminator v3.1 (ABI PRISM

Applied Biosystems). A reacdo foi composta de: 1 uLL de DNA plasmidial obtido da mini
preparacdo; 2 uL. do mix Big Dye; 1 uL do primer sp6; 1 uL. do primer T7 e 6 uL de dgua
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bidestilada estéril. As condi¢des de amplificagdo foram 94°C (5 min), seguido de 35 ciclos
de 95°C (30 seg), 55°C (10 seg) e 60°C (4 min).

Ap6s a amplificacdo, 80 uL de isopropanol 75% foram adicionados aos tubos, logo estes
foram vortexados e incubados por 10 minutos, em seguida foram centrifugados por 30
minutos a 14.000 rpm. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 180 puL de etanol 70%,
e centrifugou-se novamente nas mesmas condi¢des citadas a cima. O material foi secado a
temperatura ambiente protegido da luz e em seguida ressuspendido em 3 pL de Blue
Dextran/EDTA com formamida 1:3 e denaturada a 95°C por 5 minutos. O seqiienciamento
foi realizado pelo seqiienciador automéitico ABI PRISM™ 377 (Perkin Elmer), e as
seqiiéncias obtidas foram analisadas utilizando o programa GENE RUNNER e
CHROMAS. Estas seqiiéncias foram comparadas em banco de dados utilizando o programa

BlastX versdo 2.2.14 para investigar a homologia com proteinas conhecidas.

9. Northern blot e hibridizacao

Para a confirmacdo da expressdo diferencial dos fragmentos obtidos, foram
realizados Northern blots com as amostras do fungo crescido nas madeiras E. grandis e P.
taeda e do fungo crescido no meio liquido como controle. Para obtencdo de cada membrana
(blot), o RNA total das amostras, foi corrido em gel de 1,0% de agarose com formaldeido e
MOPS 1X. Em seguida, o gel foi lavado com &4gua estéril tratada com DEPC por 15
minutos e colocado em um aparato de transferéncia, contendo tampao SSC 2X. Sobre o gel
colocou-se uma membrana de transferéncia de 4cidos nucléicos (Hybond™-N+ -
Amersham), duas folhas de papel Whatman 3MM e vérias camadas de papel absorvente. A
transferéncia foi realizada durante a noite e em seguida a membrana foi lavada com SSC
2X durante 15 min sob agitacdo e secada a 80°C durante duas horas.

Para as hibridizagdes das membranas foram preparadas sondas utilizando
fragmentos de clones isolados marcados com [a-**P]-dCTP (Amersham Biosciences). Para
isto foi utilizado o kit Random Primers DNA Labelling System da Invitrogen, seguindo as

especificagdes do fornecedor.
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As membranas obtidas foram hibridizadas com o fragmento dos clones isolados
marcado radiativamente. Para tanto, as membranas foram incubadas a 65°C por no minimo
2 horas com a solu¢do de pré-hibridizacdo contendo: 0,5 M NaHPO,4 pH 7,2; 7% SDS e 1
mM EDTA e 100 pg/mL de DNA de esperma de salmdo desnaturado e fragmentado por
sonicacdo. Apds este periodo, a solucdo inicial foi retirada e substituida pela solucdo de
hibridizacao constituida de: 0,5 M NaHPO4 pH 7,2; 7% SDS e 1 mM EDTA, juntamente
com a sonda marcada radiativamente. A hibridizacao foi realizada durante a noite a 65°C.

As membranas hibridizadas foram lavadas a temperatura ambiente por 25 minutos
em uma solucdo 2X SSC e 0,1 % SDS, em seguida foram lavadas novamente na solucdo
2X SSC e 0,1% SDS a 55°C por 25 minutos, e entdo lavadas na mesma solu¢ao a 60°C por
15 minutos. Em seguida, as membranas foram expostas a filme de raio-X por trés dias a —

80 °C.

10. Confirmacao da expressao diferencial por Slot blot:

Esta metodologia foi utilizada para confirmar o padrdo de expressao diferencial das
bandas isoladas nos experimentos de RT-PCR e para a andlise da expressao dos cDNAs
obtidos durante o crescimento do fungo na madeira de P. faeda nos periodos entre 5 e 60
dias.

Cingiienta ng de produto amplificado das bandas isoladas e clonadas, em um
volume final de 150 pL. de TE 1X foram denaturados por 95°C por 10 minutos. A seguir
adicionou-se 150 puL. de SSC 20X filtrado. As amostras foram transferidas para membranas

de nylon (Hybond™

-N+ - Amersham Pharmacia) com auxilio de um aparelho slot blot
Minifold I (Schleicher & Schuell Inc.). Antes da transferéncia das amostras, os slots foram
lavados em 300 pL de SSC 10X filtrado. As membranas foram secadas a temperatura
ambiente e 0 DNA foi fixado a 80 °C por 2 horas. Como controle de expressao foi utilizado
produto de PCR do gene constitutivamente expresso gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(gdh) que foi previamente aplificado e clonado usando primers descritos por Manubes et al.

(2003). Todo experimento foi realizado em duplicata.
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Os cDNAs sintetizados a partir do RNA isolado durante os periodos de 5, 10, 15,
20, 40, e 60 dias foram quantificados no aparelho de quantificacdo Gene Quant (Amersham
Pharmacia) e utilizados como sondas nos experimentos de slot blot para a confirmacio da
expressao diferencial das bandas isoladas. Aproximadamente 30 ng dos cDNAs foram
marcados com o kit Random Primers DNA Labelling System (Invitrogen), seguindo as
especificacdes do fabricante.

As membranas foram pré-hibridizadas a 42 °C por 5 horas em: formamida
deionizada 50%; SSC 5X; Debhard’s 10X (Sambrook et al., 1989) Tris-HC] 20 mM, pH
7,5; SDS 1% e DNA de esperma de salmao desnaturado100 pg/mL. As membranas foram
hibridizadas durante a noite a 42 °C na mesma solu¢do de pré- hibridizacdo contendo a
sonda marcada previamente desnaturada a 98 °C. Apds o periodo de hibridizacdo, as
membranas foram lavadas a temperatura ambiente por 5 minutos em uma solu¢do contendo
SSC 2X e SDS 0,1%. A seguir, as membranas foram lavadas por 2 vezes a 60°C por 5
minutos em uma solucdo contendo SSC 0,1X e SDS 0,1%. As membranas foram expostas

por tempo necessérios a filme de raio X (Hyperfilm, Amersham Pharmacia).

11. RT-PCR quantitativo em tempo real:

Para confirmagdo da expressao dos genes estudados foi utilizada a técnica de PCR
quantitativo em tempo real, para tanto o gene Gliceraldeido fosfato desidrogenase (GPD)
expresso constitutivamente foi escolhido como gene referéncia para a obteng¢do da curva de
expressdo quantitativa. Primers especificos foram desenhados a partir das seqii€éncias

obtidas como mostra a tabela 1.
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Tabela 1: primers utilizados no RT-PCR quantitativo.

Nome do primer Seqiiéncias (57-37) Tm (OC)
3’GPD-Sense GTGACCTCGTCGTCCGTCT 58,6
3’GPD-Antissense TCCTTCTCAGCGAAGACGT 58,1
CsO0O/0OD —Sense GGGAGAAGGGACGTGTAAA 56,1
CsOO/OD-Antissense TTCTCAACAAAGTGCCCGA 58,3
CsCelh-Sense CGGTACATGGTTCCAGGAG 56,9
CsCelh-Antissense GGTGACATCGCATTGACAA 55,9
CsSOD-Sense AAGCCCGAGGGACATAATT 58,0
CsSOD-Antisense CACGTCATCCGGTGTCTCC 59,7

A partir das culturas crescidas no periodo de 5-60 dias em P. Taeda , E. Grandis e
meio liquido, foram extraidos os RNAs de cada amostra e tratados com DNAse como
citado no topico 4. Em seguida cDNAs foram obtidos utilizando o kit SuperScripll
(Invitrogen), seguindo as especificagdes do fabricante.

Em um tubo contendo aproximadamente 0,5 pg de RNA foi adicionado 1uL de
oligo DT (Invitrogen), 1 uLL de ANTP mix 10 mM, dgua q.s.p 12 uL e incubado a 65 °C por
5 minutos e por 2 minutos no gelo. Em seguida foram adicionados 4 pL de 5X first-strad
Buffer, 2 uL. de DDT 0,1 M, 1 uL. de RNA guard e incubado a 42 °C por 50 minutos e
depois a 70 °C por 15 minutos.

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada no equipamento iCycler IQ™ (Bio-
Rad) e o C; (threshold cycle - momento da reacdo em que a fluorescéncia da amostra
comeca a ser detectada) determinado com o auxilio do Real-Time Detection System
Software, versdo 3.0 (Bio-Rad). O C; de uma reag@o ¢ determinado, principalmente, pela
quantidade de cDNA molde presente no comec¢o da reacdo de amplificacao.

Para um volume final de 50 puL a reacdo foi preparada como descrito a seguir: 25 L.
de Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), 10 uM de cada primer e
10 uL. de cDNA total (100 ng) (Tab. 1).

Para amplificacdo foi usado o ciclo descrito a seguir: 2 min a 50°C de pré-

tratamento de UDG (Uracil-DNA Glicosilase) e desnaturacdo de 2 min a 95°C, seguido de
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45 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 s, anelamento a 59°C por 15 s, € uma extensdo a
72°C por 30 s, seguida de uma andlise de curva de melting (40 ciclos com um decréscimo
de 1°C a cada 15 s iniciando-se em 95°C). Através desta andlise foi possivel averiguar a
especificidade da reacdo de amplificacdo, uma vez que o fluor6foro usado emite luz sempre

que um dimero de DNA ¢ formado.

12. Confirmacao da expressao diferencial por PCR quantitativo em tempo real:

Todas as reacdes foram feitas em triplicata e a média do C; usada para avaliacdo da
expressdo génica. Os genes estudados foram analisados e sua expressdao normalizada de
acordo com a expressdo do gene constitutivo 3GPD, o aumento da expressdao génica foi
calculada utilizando a formula 25-E972®"-E" onde Rt é o nimero de ciclos do gene de
referéncia observado em Eucalyptus e Pinus, Et € o nimero de ciclos dos genes estudados
em Eucalyptus e Pinus, Rn € o nimero de ciclos do gene de referencia observada na
condicdo padrdo, En € o nimero de ciclos dos genes experimentais observada em condicao

padrdo.
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RESULTADOS E DISCUSAO

1. Curva de crescimento:

Para se obter uma curva relativa ao crescimento fingico, o teor de ergosterol
presente nas amostras de madeiras biodegradadas durante o periodo de cultivo foi avaliado,
uma vez que o ergosterol estd diretamente correlacionado com a membrana fingica
(Montgomery et al., 2000).

A partir dos micélios de C. subvermispora crescidos no periodo de 5 a 60 dias em
madeira de P. taeda e E. grandis, utilizando medidas em HPLC, os teores de ergosterol
foram obtidos em pontos escolhidos ao longo deste periodo para a construcdo das curvas
nas duas condi¢des de crescimento.

A andlise das curvas (fig. 2) mostrou que no primeiro ponto da medida da
coloniza¢do da madeira, o fungo apresentou um melhor crescimento em P. faeda, que é
uma madeira mole, porém ja no segundo ponto e a medida que o periodo se estendeu o
micélio apresentou um melhor crescimento em E. grandis, uma madeira dura.

Deste resultado pode-se concluir que o fungo C. subvermispora coloniza mais
facilmente madeiras duras do que moles. Da mesma forma, Reid e Paice (1994) estudando
branqueamento da polpa Kraft por Tramentes versicolor (fungo de degradacdo branca),
utilizando madeiras duras e moles, observaram que este organismo coloniza
preferencialmente madeiras duras e, concluiram que fungos de degradagcdo branca
degradam melhor o tipo de lignina presente madeiras duras, compostas por unidades
guaiacila e siringila, do que o presente em madeiras moles, compostas principalmente por
unidades de guaiacila.

Observando-se ainda a fig. 2, verifica-se que entre os dias 10 e 15 de cultivo hd uma
desaceleracdo do crescimento fliingico nas duas madeiras. Provavelmente este efeito esteja
relacionado com a falta de nitrogénio, que € essencial para manter o crescimento, mas se
esgota nos primeiros estdgios de colonizagdo (Messner et al, 1998). Normalmente, o
nitrogénio como nutriente estd disponivel no parénquima celular da madeira e, a medida

que este elemento se torna menos abundante, sio induzidos no fungo elementos que
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iniciardo a despolimerizacdo da lignina. Isto acontece em P. chrysosporium onde a
expressao de mnp é ativada pela baixa concentracdo de nitrogénio e pela presenca de Mn
(IT) em cultura (Li et al., 1994). De forma similar aos genes mnp, os genes lip neste fungo
sao também diferencialmente regulados de acordo com vérios fatores como a resposta a
falta de nitrogénio e carbono no meio (Stewart et al., 1992; Stewart e Cullen, 1999). Este
efeito parece comum as vérias espécies de fungos de degradacao branca (white-rot fungi).
Porém, foi observado que alguns destes fungos como C. subvermispora e Dichomutus
squalens apresentam atividade ligninolitica mesmo em meios onde o nitrogénio estd
disponivel (Kirk et al., 1978; Messner et al., 1998). A fase onde o nitrogénio é menos
abundante € conhecida como idiofase. Por outro lado, esta fase ndo é observada quando o

fungo cresce em meio rico em nutrientes, neste caso se observa apenas o aumento constante

da concentracdo de ergosterol durante o periodo de crescimento (Messner et al., 1998).

Curva de Crescimento

8,00 -
7,00 1
6,00 -
5,00 1 —o— P. taeda

4,00 —&— E, grandis
3,00 -
2,00 1
1,00 1

[ 1 de ergosterol (mg/kg de madeira)

0,00 = T T T 1 .
0 20 40 60 go  Dias

Periodo de experimentacao da biodegradacao (dias)

Figura 2. Teor de ergosterol de Ceriporipsis subvermispora crescido
em madeiras de P.taeda e E. grandis nos periodos de 5 a 60
dias de cultivo.
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2. Padronizacao da extracio de RNA total de C. subvermispora crescido em

cavacos de P. taeda e E. grandis:

Com o intuito de otimizar a extracdo de RNA dos micélios crescidos em madeira,
foram testadas varias metodologias, entre elas uma citada por Vallim et al. (1988) para
extracdo de RNA de fungos cultivados em madeira, porém este método de extracdo de
RNA total ndo apresentou rendimento satisfatério. Uma outra metodologia descrita por
Sokolovsky et al. (1995) apresentou um melhor rendimento na extracio de RNA total,
sendo esta a adotada para o procedimento de extracdo de todas as amostras cultivadas em

cavacos de madeira (fig. 3A).

A —2-p 12 3 4

Figura 3: A - Gel de agarose com RNA total de C. subvermispora extraido apds 60
dias de cultivo em E. grandis. por dois métodos diferentes de extracdo.
Coluna 1: RNA da extracdo segundo a metodologia de Vallim et al. (1988).
Coluna 2: extracdo segundo a metodologia de Sokolovsky et al. (1995). B -
Gel de agarose com RNA total extraido de cavacos de E. grandis e P. taeda
(coluna 1 e 2) e RNA total extraido da cultura de C. subvermispora em E.
grandis e P. taeda apds 60 dias de cultivo (colunas 3 e 4, respectivamente).
As setas correspondem aos RNAs ribossomicos 28s (superior) e 18s
(inferior).

Para se certificar da possivel existéncia de contaminacdo com RNA das madeiras
nas extracdes dos micélios flingicos, foram realizadas extracdes controles dos cavacos de P.
taeda e E. grandis nao inoculados com micélios (fig. 3B). Este procedimento mostrou que a

metodologia de extracdo produz RNA do fungo livre de uma possivel contaminacdo com

RNA das madeiras.
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3. Isolamento de fragmentos com expressao diferencial de C. subvermispora

através de Display diferencial:

Neste trabalho, amostras de cDNAs de C. subvermispora crescidos em P. taeda e E.
grandis foram amplificados por PCR utilizando os primers arbitrarios OPJO1, OPJO4,
OPJ10 e OPJ12 juntamente com os oligos ancoradores (d)Ts, TI12NC e T12NG, na
presenca de 5 uCi do radiosétopo [a->"P]-dATP. Os produtos obtidos formam uma espécie
de fingerprint de transcritos que foram visualizados em autorradiografias de gel de
poliacrilamida e, desta forma, fragmentos com expressdao diferencial puderam ser
identificados em pontos especificos no periodo entre 5-60 dias de cultivo.

Infelizmente para os transcritos provenientes do crescimento em E. grandis nao foi
possivel obter uma boa qualidade nas autorradiografias o que impossibilitou a andlise da
expressdo diferencial pela técnica de Display Diferencial. Provavelmente os RNAs de C.
subvermispora, quando crescido nesta madeira, trazem algum contaminante que interfere na
reacdo de amplificacio. Com o intuito de se obter amostras de RNA total com menos
contaminacdo, foram feitas vdrias tentativas com outras técnicas de extracdo como, por
exemplo, o protocolo descrito por Logemann et al. (1987), adaptado para extracdo de RNA
de folhas de café (Mondego et al., 2005), porém ainda assim nao foi possivel obter uma boa
qualidade do cDNA para a metodologia de Display Diferencial. Desta forma, foi dado
prosseguimento ao estudo para isolamento de transcritos somente com amostras obtidas de
cultivo em P. taeda.

Para os micélios crescidos em P. taeda, utilizando o primer arbitrario OPJO1 junto
com o ancorador T12NC, foram visualizadas 20 bandas com evidente expressao diferencial
(fig. 4A), ja com o primer T12NG apenas 10 bandas foram identificadas com este perfil de
expressao (fig. 4B). Nas autorradiografias dos géis de poliacrilamida utilizando os primers
OPJ0O4 e T12NC foram 12 os fragmentos visualizados com expressao diferencial (fig. 4C),
j& utilizando TI2NG como ancorador foram isolados 15 fragmentos expressos
diferencialmente (fig. 4D). As autorradiografias dos géis com os produtos do RT-PCR
utilizando o primer aleatério OPJ10 com os primers ancoradores TI2NC (fig. SA) e

TI12NG (fig. SB) mostraram, respectivamente, 13 e 38 bandas cujos perfis indicaram
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expressao diferencial. Para os primers OPJ12 e T12NC e T12NG como ancoradores, foram
isolados 15 e 9 fragmentos (fig. SC e D), respectivamente.

Os fragmentos foram nomeados de acordo a condicdo de cultivo, neste caso a
madeira onde o fungo foi crescido Pinus taeda (Pt), seguido pelo dia da coleta (5, 10, 15,
20, 40 ou 60), o nimero do fragmento diferencial cortado do gel Display numerados no
sentido do maior para o menor (como mostrados nas figs. 4 e 5) e de acordo com o primer

ancorador utilizado (C=T12NC ou G=T12NG).

4. Isolamento e re-amplificacao das bandas diferenciais:

Ap6s a identificacdo dos 116 fragmentos expressos diferencialmente nas
autorradiografias, estes foram cortados e eluidos para serem re-amplificados por PCR nas
condicdes citadas em material e métodos. Neste processo apenas 94 fragmentos re-
amplificaram. A falta de amplificacdo de alguns fragmentos pode ser devida provavelmente
a pouca quantidade de DNA eluido do gel de poliacrilamida, ou mesmo a presenca de
algum contaminante inibidor da Taqg DNA polimerase.

A fig. 6 (A, B e C) mostra as bandas re-amplificadas testadas em gel de agarose
1,5%. Com o primer OPJO1, foram identificadas nas autorradiografias, 30 bandas expressas

diferencialmente, dentre estas 3 nao re-amplificaram (fig. 6A).
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Figura 4: Autorradiografia de gel de display diferencial de C. subvermispora crescido em P. taeda no periodo de 5-60
dias. (A) Fragmentos obtidos com os primers OPJO1/T12NC. (B) Fragmentos obtidos com os primers
OPJO1/T12NG. (C) Fragmentos obtidos com os primers OPJO4/T12NC. (D) Fragmentos obtidos com os
primers OPJO4/T12NG. As bandas assinaladas (*) e numeradas foram isoladas para caracterizacao.
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Figura 5: Autorradiografia de gel de display diferencial de C. subvermispora crescido em P. taeda no periodo de 5-60
dias. (A) Fragmentos obtidos com os primers OPJ10/T12NC. (B) Fragmentos obtidos com os primers
OPJ10/T12NG. (C) Fragmentos obtidos com os primers OPJ12/T12NC. (D) Fragmentos obtidos com os
primers OPJ12/T12NG. As bandas assinaladas (*) e numeradas foram isoladas para caracterizacao.
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OPJO1 Primer Arbitrario
T12NC T12NG Primer Ancorador
60 40 I1 5I 5 | 10 .49 20 | 15 |10| 5 Dias de cultivo

L 1234 5678 9101112131415 1617181920212223242526272829030 L

B OPJ04 Primer Arbitrario
T12NC T12NG Primer Ancorador
40 20 15 10 , 60 , 40 20 10 | 5 Dias de cultivo

L12 345 678 91011 12 1314 15 1617181920212223242526 27 L

C OPJ10 Primer Arbitrario
T12NC T12NG Primer Ancorador
5, 10 , 15 20 ! 5 , 10 115 20 40 Dias de cultivo

L 123456 7 891011121314 151617 1819 2021 22 232425 26 27 282930 31 3233 L

R
AR LA

Figura 6: Géis de agarose a 1,5% para vizualizacdo dos fragmentos isolados e re-amplificados dos géis de display
diferencial de C. subvermispora crescido em P. taeda. Os primers arbitrarios e ancoradores, bem com os
dias de cultivo estdo descritos acima das figuras: A- OPJO1/T12NC e TI12NG; B- OPJO4/T12NC e
T12NG; C- OPJ10/T12NC e T12NG. L nos painéis A e C corresponde ao marcador 100 pb DNA ladder
da Invitrogen e no painel B, ao marcador 100 pb DNA ladder da Amersham Biosciences.
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Com os primers OPJ04 e OPJ10, foram visualizados ao todo 27 e 33 fragmentos
diferenciais, dos quais 4 e 3 ndo re-amplificaram, respectivamente (fig. 6B e C). Jd o
rendimento de re-amplificacdo para os fragmentos do primer OPJ12 foi de 50% (dados ndo
mostrados).

De modo geral os fragmentos re-amplificaram em bandas tinicas com tamanho (pb)
compativeis ao tamanho verificado originariamente no gel do display. Em alguns casos
foram obeservadas duas bandas na re-amplificacdo, como por exemplo, nos fragmentos
OPJO1- Pt403C e OPJO1-Pt404C (fig. 6A, colunas 7 e 8). Os fragmentos re-amplificados

foram clonados para caracterizacao.

5. Clonagem dos fragmentos diferenciais:

As bandas re-amplificadas foram clonadas no vetor p-GEM através da ligacdo T-A
usando o kit de ligacdo p-GEM -T Easy Vector System I (Promega). O produto de ligacdo
foi usado para transformar bactérias E. coli DH5a para selecdo de colonias contendo os
plasmidios recombinantes. Dos 94 fragmentos re-amplificados, 68 foram clonados para
posterior caracteriza¢do. Ao todo foram isolados e analisados 408 clones.

Com o intuito de se certificar se os plasmidios continham os fragmentos clonados e
se os tamanhos dos fragmentos correspondiam aos das bandas identificadas no gel de
display, foram realizadas as PCRs utilizando os primers T7 e SP6 que se anelam nas
regides flanqueadoras do sitio de clonagem do vetor.

Os clones foram nomeados de acordo com a condi¢do de cultivo seguindo a
nomenclatura adotada para os fragmentos, sendo Pt para Pinus taeda, seguido pelo dia da
coleta (5, 10, 15, 20, 40 ou 60), o nimero do fragmento diferencial cortado do gel Display
numerados no sentido do maior para o menor (como mostrados nas figs. 4 e 5), C para
T12NC ou G para T12NG e por tltimo o nimero do clone obtido (1-6).

Para cada fragmento diferencial clonado, foram selecionadas 4-6 coldnias de
bactérias E. coli DH5a recombinantes através do marcador X-gal. De uma forma geral os
plasmidios extraidos apresentaram tamanho do inserto iguais entre si para os clones

individuais e compativeis com o tamanho do fragmento isolado do gel de display,

49



indicando uma boa eficiéncia do método de selecdo adotado. Alguns clones apresentaram
tamanhos de insertos variados, principalmente nos casos derivados de uma banda cuja re-
amplificacdo  gerou mais do que um fragmento como por exemplo o Pt51C (fig. 6A,
coluna 12).

No caso dos fragmentos isolados primer arbitrario OPJO1 observa-se que para as
bandas Pt602C, Pt401AC, Pt401C, Pt402C, Pt405C e Pt151G os insertos dos clones sido
todos do mesmo tamanho (fig. 7). Por exemplo, o fragmento diferencial Pt602C que era de
aproximadamente 420 pb, gerou um fragmento de aproximadamente 600 pb em todos os
clones analisados apds a amplificacdo do plasmidio com os primers T7 e spb6. Levando em
consideracdo o tamanho do polylinker do vetor que € aproximadamente 150 pb, verifica-se
que o produto corresponde ao tamanho original do fragmento. Por outro lado, para o
mesmo primer arbitrario, os clones derivados dos fragmentos diferenciais Pt603C, Pt604C,
Pt403C, Pt404C, Pt401G, Pt201G, Pt202G, Pt152G, Ptl101G, Pt52G e Pt54G ndo
apresentaram uniformidade nos tamanhos (fig.7).

Um quadro semelhante foi observado para os fragmentos diferenciais obtidos com

os primers OPJ04 e OPJ10 (dados ndo mostrados).

Tabela 2 — Resumo dos resultados numéricos relativos aos diferentes passos de
caracterizacdo dos transcritos obtidos nos experimentos de DDRT e

clonagem.
Primers Fragmentos Fragmentos Clones Fragmentos
isolados clonados sequenciados sequenciados
OPJO1/T12NC e T12NG 30 26 25 20
OPJ04/T12NC e T12NG 28 15 21 14
OPJ10/T12NC e T12NG 33 29 49 27




Pt602C Pt603C Pt604C
2 3451 23456 L1 23 4 586

A L 1

B Pt401AC Pt401C Pt402C Pt403C Pt404C  Pt405C
L1 2 3 1 23 12 34L5612345 61231412314
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C
Pt401G Pt201G _Pt202G Pt151G Pt152G Pt101G Pt52G  Pt53G Pt54G
L12341231412324H1

23412 3 L412341234123412234

Figura 7: Gel de agarose a 1% para teste dos fragmentos inseridos no sitio de clonagem T-A do plasmidio
pGEM-T Easy. Fragmentos origindrios do gel de display obtido com o primer arbitrdrio OPJO1 e os
ancoradores T12NC (A e B) e T12NG (C). O nome de cada fragmento diferencial se encontra acima
dos ndmeros. Os nimeros correspondem aos clones analisados e L. aos marcadores: 100 pb DNA
ladder e 1 kb Plus DNA ladder da Invitrogen (painéis A e B) e 100 pb DNA /adder da Amersham

Biosciences (painel C).
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6. Analise das seqiiéncias dos fragmentos diferenciais:

Ap6s a confirmacao da presenca dos fragmentos nos clones e a verificacdo dos seus
tamanhos, os plasmidios foram submetidos a andlise por seqiienciamento automatico. Nas
reacoes de sequenciamento foram usados os primers T7 (+) e SP6 (-) para cada fragmento.

Para os clones derivados de um mesmo fragmento diferencial cujos tamanhos
diferiram, foi realizado o sequenciamento de um clone de cada inserto diferente. Um total
de 95 seqiiéncias foram analisadas.

As seqiiéncias dos diferentes transcritos isolados de C. subvermispora em cada
periodo de cultivo foram alinhadas com seqiiéncias contidas no GenBank usando o
algoritmo BLAST versdao 2.2.14 (Altschul et al., 1997) utilizando a funcdo BLASTX

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLLAST/). As seqiiéncias obtidas para os fragmentos estdao

apresentadas no Anexo.

Os resultados dos alinhamentos das seqiiéncias obtidas no GenBank estdo
apresentados na Tabela 3. Do total de 61 transcritos seqiienciados, 10 ndo apresentaram
similaridade com nenhuma seqii€éncia ja depositada no banco de dados e 20 apresentaram

similaridade a proteinas hipotéticas.
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Tabela 3- Homologias das seqiiéncias obtidas para os fragmentos isolados no DDRT-PCR com seqiiéncias depositadas no GeneBank

Fragmento pb' Clone? Primer’ Bases lidas Alinhamento E-value
PT51C 450 3 + 219 Transferase (Aspergillus fumigatus) 9.1
PT52C 220 3 + 213 Fosfatidilinositol glicana, classe N (Homo sapiens) 3.8

PT101C 530 3 + 262 Sem similaridade
PT103C 460 6 + 485 oxalate decarboxylase (Flammulina velutipes) 2e-12
PT104AC 450 4 + 502 oxalato decarboxilase (Flammulina velutipes) 9e-13
oxalato oxidase (Ceriporiopsis subvermispora) 3e-12
PT104C 420 3 + 203 Proteina hipotética (Gibberella zeae) 9.2
PTI151C 215 3 + 220 citocromo c oxidase polipeptide I (Hypocrea jecorina) le-16
OPJ01/T12NC PT401AC 550 2 + 690 Proteina hipotética conservada (Chloroflexus aurantiacus) 4e-31
PT401C 600 3 + 808 Proteina hipotética conservada (Chloroflexus aurantiacus) 3e-06
PT402C 517 4 + 672 Aspartate--ammonia ligase (Clostridium thermocellum) 34
PT404C 410 3 + 476 Possivel lipoproteina (Syntrophobacter fumaroxidans) 54
PT405C 320 2 + 325 AroD (Mycobacterium avium) le-11
PT60 2C 420 3 + 439 Proteina hipotética (Geobacillus kaustophilus) 4e-09
PT603C 380 1 + 386 Proteina hipotética (Geobacillus kaustophilus) 7e-09
2 + 249 GrpE proteina (Hsp-70 cofactor) (Bacteroides thetaiotaomicron) 1le-06
PT604C 295 5 + 155 Sem similaridade
PT54G 220 4 + 204 Proteina hipotética (Cryptococcus neoformans) 4.1
PT101G 600 4 + 329 Possivel sistema de transporte do tipo permease ABC (Bdellovibrio bacteriovorus) 2.2
PT151G 450 1 + 340 similar a plakofilina-3 (Gallus gallus). 2.2
OPJO1/T12NG 2 + 325 Proteina hipotética (Candida albicans ) 9.0
3 + 328 Proteina hipotética (Neurospora crassa) 7.1
PT152G 327 1 + 316 Proteina hipotética (Neurospora crassal] 4.1
2 + 325 Proteina hipotética (Neurospora crassal] 3.8
PT401G 600 3 + 339 Sem similaridade
4 + 509 Proteina hipotética (Saccharomyces cerevisiae) 4e-36
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Primers utilizados Fragmento pb! Clone? Primer3 Bases lidas Alinhamento E-value
PT101C 380 1 + 413 Proteina hipotética (Yarrowia lipolytica) 0.61
4 + 373 Provavel transportador de ferro (Chromobacterium violaceum) 6.4
PT102C 330 1 + 380 Proteina hipotética (Ustilago maydis) 0.44
PT103C 250 1 + 232 Acido graxo oxigenase (Aspergillus fumigatus) 1.1
5 + 283 Proteina hipotética (Ustilago maydis) 4.2
PT151C 900 1 + 795 Proteina hipotética LPF (Candida albicans) 6.9
PT152C 700 1 + 712 aldo-keto reductase, putative (Cryptococcus neoformans) 3e-11
OPJ04/T12NC 2 - 811 aldo-keto reductase, putative (Cryptococcus neoformans) 9e-08
PT201C 500 2 + 496 gluconato kinase (2-dehydro-3-deoxygluconokinase) (Bacillus cereus) 2.6
3 + 495 gluconato kinase (2-dehydro-3-deoxygluconokinase) (Bacillus cereus) 34
PT202C 400 6 + 250 Proteina hipotética (Symbiobacterium thermophilum) 8.1
PT203C 300 1 + 285 Sem similaridade
PT204C 200 3 + 278 Proteina hipotética (Neurospora crassa) 2.5
PT401C 800 2 - 747 Proteina hipotética (Ustilago maydis) 3.7
4 + 743 Proteina hipotética (Gibberella zeae) 8.2
PT402C 750 1 + 141 Sem similaridade
4 + 762 Sem similaridade
PT403C 650 ? + 67 Sem similaridade
PT105G 350 1 + 344 glicosil transferase (Streptococcus agalactiae) 8.4
OPJ04/T12NG 2 + 135 Sem similaridade
PT602G 490 1 + 494 Possivel DNA polimerase 111 (Polaribacter irgensii) le-07
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Primers utilizados Fragmento pb! Clone?  Primer?  Bases lidas Alinhamento E-value
Pt101C 400 1 + 126 Sem similaridade
Pt102C 390 3 + 395 Proteina hipotética (Ustilago maydis) 3.7
Pt103C 250 3 + 208 Sem similaridade
PT151C 550 2 + 97 Sem similaridade
5 + 186 Possivel transportador de cations (Cryptococcus neoformans) 3.8
6 + 164 Sem similaridade
Pt153C 490 2 + 420 Possivel ativador transcricional (Saccharomyces cerevisiae) 3.8
Pt202C 700 2 + 168 celobiohidrolase (Coriolus versicolor) 0.76
OPJ10/T12NC Pt204C 500 5 + 234 GTPase (Cryptococcus neoformans) 0.008
Pt205C 460 1 + 491 Proteina hipotética (Cryptococcus neoformans) 0.97
5 + 582 prolil-tRNA sintetase (Synechococcus sp) 6.8
PT206C 450 3 - 476 manganese superoxide dismutase (Taiwanofungus camphorata) 2.9
4 - 467 metalotioneina (Jasus edwardsii) 0.12
6 + 36 Sem similaridade
PT207C 350 1 + 585 Proteina hipotética (Erwinia amylovora) 2e-58
2 - 682 Repressor transcriptional (Cryptococcus neoformans) 24
4 - 590 formina (Trypanosoma cruzi) 0.0015
6 + 290 Proteina hipotética (Caenorhabditis elegans) 3.0
Pt51G 520 4 + 46 Sem similaridade
Pt52G 510 1 + 338 citocromo b5 reductase (Zea mays) 0.34
2 + 260 Similar a protein de reparo de DNA 6.4
3 + 387 citocromo b5 reductase (Zea mays) 5e-16
5 + 390 NADH-citocromo b5 reductase (Aspergillus nidulans) Te-15
OPJ10/T12NG Pt53G 500 3 + 277 Sem similaridade
Pt54G 400 4 - 138 Sem similaridade
Pt152G 300 6 + 260 Proteina hipotética (Aspergillus nidulans) 1.8
4 - 258 Proteina hipotética (Cryptococcus neoformas) 1.7
Pt153G 280 3 + 225 Proteina hipotética (Coccidioides immitis) 8.4
5 + 127 Proteina hipotética (Ustilago maydis) 9.3
Pt154G 270 2 + 238 alfa-1,3-glucanase (Aspergillus sp) 4.2
3 + 240 Proteina hipotética (Gibberella zeae) 5.4
P1201G 600 e 250 1 + 375 manganese superoxide dismutase (Taiwanofungus camphorata) le-05
2 + 114 Proteina hipotética conservada (Cryptococcus neoformans) 0.34
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P202G 410 5 + 347 Aglutinina (Chlamydomonas incerta) 0.16
2 + 414 Glicosidase (Cryptococcus neoformans) 6.8
Pr203G 350 1 + 320 OSJINBa0004G10.29 [Oryza sativa 6.4
Pr204G 330 3 + 428 gamma-aminobutyrate permease (Acinetobacter sp) 6e-43
5 + 307 Glicoproteina Golgi/lysosome (Trypanosoma cruzi) 0.25
Pt402G 900 3 + 382 Proteina hipotética (Coccidioides immitis) 0.010
OPJ10/T12NG 1 + 352 Proteina hipotética (Gibberella zeae) 3e-07
Pt403G 850 3 + 421 serine/threonine protein kinase (Frankia sp) 2.9
4 + 660 Proteina hipotética (Neurospora crassa) 0.60
PT405G 500 4 + 365 Proteina hipotética (Cryptococcus neoformans) 2.4
5 + 404 proteina com resistencia a tellurium (Azoarcus sp) 2.9
Pt406G 450 2 + 392 Homologo Fibrilarina (Arabidopsis thaliana) 0.44
3 - 352 NADH: flavin oxidoreductase/NADH oxidase:FAD-dependent pyridine nucleotide- 8.5
disulphide oxidoreductase (Chromohalobacter salexigens)
Pt407G 420 4 + 356 Proteina hipotética (Ustilago maydis) 0.82
5 + 289 Proteina hipotética (Ustilago maydis) 0.49
Pt408G 380 3 + 287 Proteina hipotética (Tetraodon nigroviridis) 1.7

! Tamanho da banda original re-amplificada; 2 Clone seqiienciado; 3 Primer usado no sequenciamento (+)=T7 e (-) = SP6
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Na andlise dos transcritos isolados com os primers OPJO1 e T12NC os fragmentos
Pt103C6 e Pt104AC4, isolados do micélio obtido com dez dias de cultivo, apresentaram
similaridade com a proteina oxalato descarboxilase de Bacillus cereus, Trametes versicolor
e Flammulina velutipes, assim como com a propria oxalato oxidase de C. subvermispora,
recentemente descrita (Escutia et al., 2005). Ao longo do metabolismo secunddrio, os
fungos ligninoliticos em geral secretam duas hemeproteinas com capacidade de degradar
lignina, cuja atividade é de peroxidases. Sao elas: a lignina peroxidase (LiP) e manganés
peroxidase (MnP). Juntamente com estas enzimas sdo também produzidos metabdlitos
secunddrios de baixo peso molecular como o dlcool veratrilico (VA) e o oxalato. O élcool
veratrilico atua na degradacdo de lignina na reacdo catalisada por LiPs e o oxalato nas
reacOes catalisadas por MnP (Zapanta et al., 1997). Além disso, durante o processo da
degradacdo da madeira por fungos ligninoliticos os carboidratos sdo convertidos em
acticares monoméricos que sao necessarios nao s6 como fonte de energia e crescimento do
fungo, mas também para a biossintese dos metabdlitos como VA e oxalato em meios onde
ha limitacdo de nitrogénio. Nestas condi¢des, estes fungos sintetizam a enzima oxalato
descarboxilase que atua como degradador do metabdlito secundério oxalato em diéxido de
carbono e 4cido férmico, que podem ser utilizados na decomposi¢ao da lignina (Shimada et
al., 1997). Aparentemente, este padrdo de expressdo diferencial coincide com a
desaceleracdo do crescimento flingico observado na curva da figura 2 no periodo entre 10 e
15 dias, que como citado anteriormente pode estar relacionado com a limitacdo de
nitrogénio e conseqiientemente com o inicio da degradacdo da lignina pela MnP.

Observou-se também que o fragmento Pt402C4 apresentou similaridade com a
enzima asparagina sintetase, que catalisa a conversao de dcido aspartico a asparagina, que €
dependente de glutamina e ATP, cuja principal funcio € transportar e estocar nitrogénio sob
condicdes de estresse em plantas. Outra similaridade interessante € a do fragmento Pt151C3
com o citocromo C oxidase, esta enzima atua como aceptor de elétrons durante a acdo da
enzima celobiose desidrogenase na degradacdao da madeira (Igarishi et al., 1998).

Na andlise com o BlastX dos fragmentos obtidos com os primers OPJO1 e TI2NG,
o fragmento Pt101G4 apresentou similaridade com proteinas do sistema de transporte do

tipo ABC. J4 os fragmentos Pt151G3, Pt152G1 e Pt152G2 ndo apresentaram similaridade
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com proteinas conhecidas. No entanto, quando analisados no BlastN de genomas flngicos

(http://www.ncbi.nih.gov/sutils/genom_table.cgi?organism=fungi); alinharam-se com um

cDNA relacionado com o processo de infec¢do do basidiomiceto Heterobasidion annosum,
que se expressa durante o inicio de crescimento (6 e 72 horas) em raiz de Pinus sylvestris.
O fragmento Pt202C2, isolado com os primers OPJ10 e T12NC. alinhou-se com
uma proteina do tipo celobioidrolase ou celulase (CEL6B) e os fragmentos Pt205C5 e
Pt206C3 apresentaram homologia a um possivel citocromo P450 monoxidase e manganés
superéxido dismutase. E por tltimo, ressalta-se que para o fragmento Pt207C2, quando
analisado em blastN de genomas fingicos

(http://www.ncbi.nih.gov/sutils/genom_table.cgi?organism=fungi), apresentou 0

alinhamento com um cDNA de Laccaria bicolor isolado a partir de raiz de Pinus resinosa
que havia sido crescido em diferentes periodos; este mesmo fragmento, quando analisado
em BlastX, apresentou homologia a uma proteina do tipo heat-shock.

As enzimas celulase e celobioidrolase (CBH) também denominada exoglucanase,
sdo sintetizadas por fungos degradadores de madeira, para a hidrélise da celulose formando
dissacarideos (celobiose), tendo um papel fundamental na decomposi¢dao da madeira (Yi et
al., 1999). O fragmento Pt202C2 apresentou homologia com celobioidrolase de C.
versicolor, P. chrysosoporium e L. edodes, fungos de degradacdo branca.

Foi encontrado também um fragmento (Pt206C3) com similaridade a enzima
manganés superoxido dismutase (MnSOD) que tem o papel de proteger a célula dos
processos oxidativos. Esta enzima catalisa a oxidacdo de Mn" para Mn*?, necessdrio para
induzir a produgao de MnP.

Um outro fragmento (Pt206C4-) apresentou similaridade com uma possivel
Metalotioneina (MTs), proteinas de baixo peso molecular que transportam metais como
cobre, zinco e cddmio. O cobre é um eficiente indutor de lacases, enzimas sintetizadas por
fungos lignoliticos e reguladas pela familia do gene pox (Giardina et al., 2000). Muitas
seqiiéncias induzidas em resposta ao metal t€m sido identificadas em regides promotoras de
trés genes pox diferentes (Giardina et al., 1999). Essas seqiiéncias sdo similares as
seqiiéncias encontradas em regides promotoras dos genes de metalotioneinas (Imbert et al.,

1990), cuja expressao € induzida por metais.
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Um dos transcritos isolados com os primers OPJ10 e TI12NC apresentou
similaridade com proteina relacionada com o sistema de transporte de Fe (III), o fragmento
PT101C4+. Acredita-se que compostos de baixa massa molar (300-5.000 Da), produzidos
por fungos que degradam madeira em condi¢des naturais participariam na degradacdo de
lignina, ja que o tamanho dos poros da madeira seriam demasiadamente pequenos para a
acdo direta de enzimas de alto peso molecular como LiP e MnP no estdgio inicial de
degradacao (Jellison et al., 1991; Enoki et al., 1997). O papel destes compostos na
biodegradagdo da madeira tem sido repetidamente confirmado através de validacdo
experimental tanto para fungos de degradacdo branca (Parra et al., 1998 a, b; Rodrigues et
al.,1999; Ferraz et al., 2001; Minussi et al., 2001; Milagres et al., 2002) como para fungos
de degradacdo parda (Goodell et al., 1997; Enoki et al., 1997; Tanaka et al., 1998;
Paszczynski et al., 1999; Xu & Goodell, 2001; Qian et al., 2002). Entre os compostos de
baixa massa molar com caracteristicas quelantes de metais, os compostos que quelam ferro
téem sido bastante estudados (Rodriguez et al., 2003). Estes quelantes t€ém uma alta
afinidade por ferro e s@o capazes de reduzir fons férricos em ifons ferrosos (Xu e Goodell,
2001). O ferro reduzido pode entdo reagir com o peréxido de hidrogénio em uma reacdo do
tipo Fenton para produzir radicais hidroxila, os quais sdo capazes de reagir tanto com a
lignina como com a celulose da parede celular da madeira (Goodell et al. 1997; Qian et al.,
2002). Assim, o gene correspondente ao fragmento aqui isolado deve estar envolvido na
captacdo de ferro via quelante como ja observado para outros fungos (Assmann et al., 2003;
Assmann et al., manuscrito em redagao).

Dentre as similaridades encontradas para fragmentos expressos diferencialmente
isolados com os primers OPJ10 e TI12NG. O fragmento Pt52G1 apresentou similaridade
com NADH citocromo C oxidase, esta enzima funciona como aceptor de elétrons durante a
acdo da enzima celobiose desidrogenase na degradacdo da madeira (Igarishi et al., 1998).
Um outro fragmento interessante é o Pt201G1, que apresentou similaridade com a enzima
manganés superoxido dismutase e que, como foi citado acima tem o papel de proteger a
célula dos processos oxidativos. Esta enzima catalisa a oxida¢do de Mn"™ para Mn**,
necessdario para induzir a producdo de MnP, este mesmo fragmento também foi similar a

cDNAs expressos em Fusarium oxysporum crescidos em meio com baixa concentracdo de
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nitrogénio, que como foi citada anteriormente, esta baixa concentragdo do nutriente pode
induzir a expressdo de manganés peroxidase.

Em fungos de degradacdo branca os polissacarideos da madeira sdo degradados
durante o metabolismo secundario do fungo, enquanto que a degradacdo da lignina devido
as diversas ligacdes quimicas ocorre durante o metabolismo secunddrio. A degradacdo da
celulose € causada por um complexo multienziméitico de vérias endoglucanases
glucosidases que clivam a celulose aleatoriamente e seguidamente sao clivadas pelas exo
glucanases (celobioidrolases) originando celobiose. Um fragmento (Pt154G2+) com
similaridade a uma glucanase foi identificado, assim como um outro fragmento (Pt202G2+)
com similaridade a uma glicosidase envolvida na hidrolise de agicares também foi
encontrada (Mai et al., 2004).

Assim, os transcritos que apresentaram similaridade com proteinas possivelmente
envolvidas na biodegradacdo da madeira, tais como: Pt103C6+, obtido com o primer
OPJO1 que se alinhou com oxalto oxidase/oxalato descarboxilase; Pt202C2+ e PT206C3-
isolados com o primer OPJ10 que se alinharam com celobioidrolase e manganés
superéxido dismutase, respectivamente; Pt154G2+ e Pt202G2+ obtidos com os primer
OPJ10 que se alinharam com a-1,3 glucanase e glicosidase, respectivamente, foram os
clones selecionados para caracterizacdo mais detalhada e andlise do perfil de expressdo

durante o periodo de 5 a 60 dias.
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7. Confirmacao da expressao diferencial

a) Northern blot e Slot blot :

Na tentativa de confirmar a expressdo diferencial dos transcritos envolvidos na
biodegradacdo da madeira foram testadas as metodologias de Northern blot e Slot blot,
porém estas técnicas, além de extremamente trabalhosas, ndo apresentaram resultados
conclusivos e, devido ao tempo que requeriam para seu desenvolvimento partiu-se para

uma técnica mais rapida a de PCR quantitativo em Tempo Real.

b) Analise da expressao diferencial dos fragmentos pela técnica RT-PCR quantitativo:

Apoés a andlise no GenBank dos fragmentos diferenciais isolados pela técnica de
display diferencial, foram selecionados fragmentos com homologias a alguns genes
envolvidos na biodegradacdo de madeira e, realizada a confirmacdo e quantificacdo da
expressdo dos mesmos em diferentes dias de cultivo dentro do periodo de andlise.

Foram selecionados os clones Pt103C6+ isolado com o primer OPJO1/T12NC que
apresentou similaridade com oxalato descarboxilase/oxidase; Pt202C2+ isolado com o
primer OPJ10/ T12NC com similaridade a celobioidrolase e Pt201G1+ isolado com o

primers OPJ10/T12NG com similaridade manganés superdxido dismutase.

b.1) Expressao de Oxalato Oxidase:

Oxalato oxidase € expresso predominantemente em plantas superiores, catalisa a
reacdo de oxidacdo do oxalato com dependéncia de oxigénio para diéxido de carbono e
perdxido de oxigénio. A oxalato oxidase melhor caracterizada é em plantas principalmente
em cereais como trigo e cevada. A importancia fisiolégica desta enzima foi originada pela
observacdo de que germinina, uma proteina produzida durante o inicio da germinacdo de

trigo, gera peréxido de hidrogénio para catalisar a oxidacdo de oxalato e acredita-se que a
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producdo do peréxido esteja relacionado a mecanismo de defesa em resposta a patégenos
em plantas (Svedruzic et al., 2005).

Estudos recentes em C. subvermispora mostraram que oxalato oxidase apresenta
uma estrutura bastante conservada com duas isoformas C e G que mostraram identidade
com oxalato descarboxilase bacteriana que também sao bicupins (estrutura de PB-barril
duplicado) (Escutia et al., 2005).

No presente trabalho foi encontrado um fragmento com similaridade a oxalato
oxidase, porém também apresentou homologia com uma oxalato descarboxilase.

O fragmento que apresentou homologia com oxalato oxidase/descarboxilase neste
trabalho foi submetido a andlise em PCR em tempo real para a medida da expressdo
durante o crescimento de C. subvermispora nos periodos de 5 a 60 dias. O fragmento foi
isolado a partir do fingerprint da técnica de display diferencial no décimo dia de
crescimento em cavacos de P. taeda. Nas autoradiografias foi observada a expressdo
acentuada deste fragmento a partir do quinto dia até o vigésimo, sendo que no décimo dia
apresentou-se com maior expressao que nos outros dias de cultivo, ja a partir do décimo
quinto dia a expressdo comegou cair notoriamente apresentando-se no vigésimo dia a
expressao com pouca expressao.

Quando analisada a expressdo deste fragmento em PCR em tempo real, foi
observado que houve expressdao do quinto dia de cultivo, acentuando-se no décimo dia e
caindo notoriamente do décimo quinto dia. Nao foi possivel medir a expressao do vigésimo
dia com esta técnica, provavelmente por algum problema na amostra de cDNA. Mas pelo
padrdo comparado pela observacdo da expressdo entre a técnica de display diferencial e
RT-PCR pode-se inferir que expressao deste fragmento acompanha o observado pela
autorradiografia de display diferencial.

Nao foi possivel obter uma boa qualidade de autorradiografias da técnica de display
diferencial para os transcritos em Eucayiptus grandis, porém as amostras de cDNA obtidas
foram submetidas a andlise em PCR em tempo real, e foi observada expressdao da oxalato
oxidase/descarboxilase a partir do quinto dia de cultivo até o sexagésimo, sendo que o

maior pico de expressdo foi observado no quadragésimo dia (fig. 8).
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Em trabalhos envolvendo a expressdo de oxalato oxidase em C. subvermispora, a
atividade desta enzima foi medida entre dez e quinze dias de cultivo em meio liquido
(Aguilar et al., 1999; Escutia et al., 2005), coincidindo com o padrdo de expressdo da
enzima em P. taeda.

A comparagdo da expressao de oxalato oxidase/descarboxilase entre as madeiras de
Pinus e Eucalyptus mostrou que a enzima tem maior expressao nos primeiros dias de
cultivo em Pinus diferentemente do que acontece com Eucalyptus, onde a expressao maior
ocorre nos ultimos dias de cultivo deste trabalho, isso provavelmente se deva a que a
estrutura da madeira de Pinus denominada como madeira mole € mais susceptivel a

degradacdo por microrganismos do que as madeiras duras como do Eucalyptus (Blanchete

et al., 1988; Blanchete et al., 1994).

Expressao de Oxalato oxidase (CsOO)
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Figura 8. Resultado de PCR em tempo real relativo a expressdo de oxalato
oxidase/descarboxilase de Ceriporiopsis subvermispora crescido em
madeiras de P. taeda e E. grandis nos periodos de 5 a 60 dias de cultivo. As
medidas sdo comparativas em relacdo ao gene constitutivo gdh. A
especificidade de expressdo em madeira foi comprovada pela medida em
micélios crescidos em meio liquido nos quais o nivel de expressdo de
CsOxO foi nulo.
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b.2) Expressao de Celobioidrolase:

Celobioidrolases sdo enzimas responsdveis pela degradacdo da celulose
mineralizada. Andlise no GenBank mostrou homologia do fragmento Pt202C2 com
celobioidrolase de Coriolus versicolor, fungo de degradacdo branca. A andlise da expressao
génica do fragmento por RT-PCR mostrou que hd um aumento de expressdo nos primeiros
dias de cultivo tanto em Pinus como em Eucalyptus, sendo que a expressdo em Pinus €
bastante acentuada no décimo dia comparando a expressao em Eucalyptus (fig. 9).

Em trabalho recente foi mostrado que houve o decréscimo dos cristais de celulose a
partir dos 14 de cultivo do fungo de degradacdo parda Fomitopsis palustris coincidindo
com o padrdo de expressdo observada pelo PCR em tempo real em C. subvermispora.
Diversos estudos envolvendo identificacdo de celulases em meio liquido foram realizados
até o momento, porém uma andlise molecular dessas enzimas durante o processo de
degradacdo de madeira por fungos ainda ndo foi realizada. Sabe-se que pela andlise em
diversos meios de cultivo tanto de fungos de degradacdo branca como parda, as enzimas
1,4-B glucanase, celobioidrolase, 1,4- manase e 1,4- xilanase podem ser encontradas

independentemente do tipo de meio utilizado (Valaskova e Baldrian, 2006)

Expressao de Celobioidrolase (CELH)
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Figura 9. Resultado de PCR em tempo real relativo a expressao de celobioidrolase de
Ceriporiopsis subvermispora crescido em madeiras de P. faeda e E.
grandis nos periodos de 5 a 60 dias de cultivo. As medidas sdo
comparativas em relacdo ao gene constitutivo gdh. A especificidade de
expressao em madeira foi comprovada pela medida em micélios crescidos
em meio liquido nos quais o nivel de expressdo de CsCELH foi nulo.
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b.3) Expressao de manganés superoxido dismutase:

Um fragmento que apresentou homologia com a enzima superoxido dismutase foi
isolado pela técnica de display diferencial no vigésimo dia de cultivo do fungo C.
subvermispora em Pinus taeda. Quando se utilizou a técnica PCR em tempo real para
quantificar a expressdao do fragmento, foi observado que houve maior expressao do quinto
ao décimo dia e depois caiu notavelmente nos dias posteriores até o sexagésimo(fig. 10). Ja
observando o padrdo de expressdao do fragmento em Eucalytus grandis houve aumento de
expressdo a partir do vigésimo dia aumentando notavelmente no dltimo dia de cultivo (60
dias).

No basidiomiceto de degradacdo branca P. chrysosporium, a manganés peroxidase
oxida oxalato produzindo CO; e um radiacal formato, que posteriormente reage com O,
originando uma segunda molécula de CO; e superoxido dismutase. Superoxido dismutase €
reduzido por Mn2+ originando peroxido de hidrogenio e Mn3+, os quais aceleram a reagao
da MnP. Similarmente, glioxilato é oxidado por MnP produzindo formato e radicais
formato a partir de dcidos organicos. Oxalato e glioxilato foram encontrados em meio
liquido em C. subvermispora (Urzua et al., 1998) o que indica uma semelhanca no
mecanismo de degradacdo por MnP entre P. chrysosporium e C. subvermispora onde a

superoxido dismutase acelera a atividade de MnP.
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Expressao de Superoxido dismutase (SOD)
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Figura 10. Resultado de PCR em tempo real relativo a expressdo de manganés superéxido
dismutase de Ceriporiopsis subvermispora crescido em madeiras de P. taeda e
E. grandis nos periodos de 5 a 60 dias de cultivo. As medidas s@o comparativas
em relacdo ao gene constitutivo gdh. A especificidade de express@o em madeira
foi comprovada pela medida em micélios crescidos em meio liquido nos quais o
nivel de expressdo de CsSOD foi nulo.

A andlise da expressdao dos trés genes estudados mostrou que a expressdo na
madeira de Pinus taeda (softwood) acontece com maior intensidade nos primeiros 15 dias
de cultivo, diferentemente do que acontece em Eucalytus grandis (hardwood), onde se
observa que a expressao dos genes acontece apds os 15 dias de cultivo.

Reid e Paice (1994) realizaram um estudo de branqueamento da polpa Kraft por
Tramentes versicolor, utilizando madeiras duras e moles e foi observado que este
organismo coloniza preferencialmente madeiras duras e que degradam melhor o tipo de
lignina de madeiras duras compostas por unidades guaiacila e siringila, do que madeiras
moles compostas por unidades de guaiacila. Ligninas contendo guaiacila e siringila sdo
mais rapidamente polimerizadas por estes fungos e parece que a estrutura do seringila
aumenta a resisténcia da degradacdo nas madeiras duras C. subvermispora parece
acompanhar este padrdo, colonizando melhor Eucalyptus do que Pinus como mostra a
figura 1, porém no padrdo da expressdao dos genes estudados ndo se observa uma relacio

direta entre preferéncia de colonizacdo e expressao génica.
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Dois fatores que influenciam a degradacdo da madeira s@o a concentracao de lignina
e a composicdo dos seus mondOmeros. Angiospermas e vdrias espécies de madeiras
denominadas duras que apresentam grandes quantidades de guacilpropano nas unidades de
sua lignina e oferece maior resisténcia na degradacdo por fungos de degradacdo branca
(Blanchete et al., 1988; Blanchete et al., 1994). A delignificacdo da madeira também ¢é
afetada pelo tipo de lignina, madeiras ricas em siringil lignina podem ser delignificadas
extensivamente, j4 madeiras com baixa quantidade de sirigil que guacil lignina apresentam-
se ndo seletiva para a degradacao (Agosin et al., 1990; Blanchete et al., 1991).
Em trabalho publicado por Ferraz et al., 2001, ficou demonstrado que madeiras duras como
E. grandis e E. globulus e, madeiras moles como P. radiata apresentaram um padrao de
susceptibilidade a degradacdo semelhante aqueles submetidos a degradagdo por 7. versicor,

fungo de degradacao branca.
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CONCLUSOES

Analise dos transcritos isolados pela técnica DDRT-PCR :

A técnica de Differential Display Reverse Transcription-PCR possibilitou a triagem
de fragmentos expressos diferencialmente durante o crescimento do fungo em P.
taeda utilizando 3 primers aleat6rios. Foram isolados 91 fragmentos com expressao
diferencial, sendo que a maioria mostrou homologia com proteinas hipotéticas o que
era esperado, pois C. subvermispora é um fungo relativamente pouco estudado
quanto a Biologia Molecular, apesar de ser amplamente utilizado em estudos mais
especificos como nos processos de biodegradagdo da lignina.

A andlise dos fragmentos diferenciais no GenBank possibilitou um melhor
conhecimento do genoma do fungo C. subvermispora no que se refere ao
metabolismo geral do fungo quando crescido em madeira.

Nao foi possivel obter autorradiografias dos transcritos do fungo quando crescido
em E. grandis devido, provavelmente, a contaminantes encontrados na madeira o
que dificultou a marcagao por radioisétopos dos cDNAs.

Os fragmentos que apresentaram similaridade com genes envolvidos na degradacao
da madeira acompanharam um padrio semelhante de expressdo quando comparado
com a técnica de PCR quantitativo em tempo real, o que indica que DDRT-PCR foi
eficiente como técnica semiquantitativa sem apresentar falsos positivos neste

trabalho.
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Analise dos fragmentos expressos diferencialmente utilizando a técnica

RT PCR Quantitativo

e (Com a técnica RT-PCR quantitativo foi possivel a andlise dos transcritos do fungo
quando crescido em E. grandis, o que possibilitou um estudo comparativo da
expressdo génica entre as duas madeiras Pinus e Eucalyptus assim como a
confirmacao da expressdo diferencial dos fragmentos escolhidos neste trabalho.

¢ De modo geral a técnica mostrou que os genes escolhidos neste estudo sdo mais
expressos nos primeiros dias de cultivo em P. taeda, ja em E. grandis os mesmos
genes foram expressos com maior intensidade nos ultimos de dias de cultivo. Este
resultado nao contraria o que usualmente se encontra na literatura, onde fungos de
degradacdo branca degradam mais eficientemente madeiras duras como Eucalyptus
do que madeiras moles como Pinus.

e (O padrio de expressao génica de oxalato oxidase observado neste trabalho
correlaciona-se com os resultados da andlise bioquimica dos extratos de cultura do
fungo em P. taeda, ja que se observou um aumento significativo da expressdao em
10 dias de cultivo e diminuiu apds os 15 dias.

¢ Ndo se encontraram genes com similaridade a LiP e lacases no cultivo do fungo em
P. taeda durante o periodo estudado, coincidindo com a andlise dos estudos de
atividade enzimadtica realizados com esta madeira.

e Transcritos com similaridade a MnP também nao foram observados, apesar de que
foram encontrados possiveis genes que estariam envolvidos na sua atividade, como
a manganés superoxido dismutase e oxalato oxidase que geram peroxido de
hidrogénio o qual acelera a atividade de manganés perdxidase sugerindo que a
enzima estaria sendo expressa.

e O padrio de expressdo de oxalato e manganés superéxido dismutase sdo parecidos,
tanto em Pinus (no inicio do cultivo) quanto em Eucalyptus (no final do cultivo) o
que indica que a oferta de per6xido de hidrogénio depende da madeira que o fungo

coloniza.
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Anexo

Seqiiéncias dos transcritos de C. subvermispora isolados a partir do cultivo em P. taeda e obtidas
utilizando-se o primer —-OPJ01/T12VC

L. PT51C3+

TGCCCCCGTCGCTGCTCCCGCCGCCAGGCGGCCGCGGGAATTTTTTTTTTTTCCCAANAAATGCCGAATGNATCTCCAGCC
CATGTACATGTCTACTGCGTGGTAAATTTACAAATTGGCATACACATTTGAGATACCGGATCAGTTTAGCTATGGCTGCAA
TCGATAAAGATCATGTGTACTAGTCGAGTCCACAGTGCCCTCATCCTTATGCCGGGA

ILPT52C3+
GGGGCTCAAACTAATATATTTTATGGACACTCTCATCGTGGGTATTCGACAAGGTTGGAGCAGGCTCGTCCACCTTCAGTG
GTCATCGTCCTCGGGACGACTGCATACGAAGCCGTCCTTTACATAGATCCTCTTGTTGTGCGCGCAGAACCGTTGGTACTT
TCCTGGACATATGGACCCTTACTGAGCTCGTGCCTTCCTGTTATGCCGGGA

PT52C3-
TCCCGGCATNAACAGGGAAGGGCACGAGCTCAGTAAGGGTCCATATGTCAGGGAAAGTACCAACGGTTCTGCGCGCACA
ACAAGGAGGGATCTATGTNAAAGGGACGGCTTCGTATGCAGTCGTCCCGAGGGACGATGACCACTGNAAGGTGGGACGA
GCCTGCTCAACCTTGTCGAATATCCACGATGAGAGTGTCATAAAATATATTAGTTTGAGCCCC

III. PT101C3+
AGTGGAGGTNNTNTATTCGCATATTCGGAGGATGTTNGCGGGGGNGNACTTGTGGCATNGGGNACCCCNCCNCTCCNCGN
CCGGNCANCTNNNCTNCTNCTNTNTGCTACCANNNCAANNANATCNNANNNGTNCNAATTNCCNCNNACCNTNNTNNNC
ANTCCTTNCCNNTACTCAANTTTTATTNCCNNNNNCNTTATANTCNACCANTCCTTCTCTNCNCTANCCTANCANNCTAAN
CANTCNTCTTCCTCNGNNCATC

PT101C3-

CCCCGGCCATAAACAGGCGAGTGGTCCGNAAAAGGCGGCAAGGCAGTGTACTTTGCAAGATATCCCCATGCCATCTACGT
CTCGTTCTCAGAGTCTANTGCTTACCCTATGCTGGGCCTTTCCCGACGAGCGGCACCATTGTAAACTAGCCATCCACACCC
GCATCTCTTATTCAGCCCAGACTTTGACTTTGCGACCCCTCCATAATCTTCCAATTAGCTGCCTATGCATATCCAGTTATCT
ACACTGTAAANAATCCATCGACC

IV.PT103C6+
CCCGGCATAAGACGAAATGNTCTTACTACATATCTGGGAGAAGGGACGTGTAAACCGTATTCGCTGCTCAAGGCAATGCA
CGCACCTTTAACTATGAGGCTGGAGACGTCGGTTTTGTTCCGGCTTCGTTCGGGCACTTTGTTGAGAACATCGGCAACGAT
ACGCTGCATTTCCTAGAGACTCTAACTCCAATCTCTTCCAGGACGTCAGTCTCAACCAGTGGCTTGCGCTGACACCACCAG
AAACTCGTCAAAGCGCATCTAGGGCTGTCAGAAGAGACGATCAGNCACTTTAGCAAGGCGAAGCANTCGTAGTAGGNAC
CTTCATAAACGGNTATTGNCCCGAGAGCAATATTATTTCAGNNNCGATATTCCCGCTCTGNGGGGGGNAGTANTACTGGT
GNGACGCACATGTATTTTTACTTAAAATCGGGAAAGAAGTATCATATGGGGGGGATCTCCTCCCCCAAAAAAAAAAAAAA
AAAA

V.PT104AC4 +
CCCGGCATAAGNACGAATTTTNTTACTACATATCTGGGAGAAAGGNACGGGTAACCGTATTCGCTGCTCAAGGCAATGCA
CGCACCTTTAACTATGAGGCTGGAGAACGTCGGTTTTGTTCCGGCTTCGTTCGGGCGCTTTGTTGAGAACATCGGCAACGA
TACGCTGCATTTNCTAGAGATCTCTAACTCCAATCTCTTCCAGGACGTGAGTCTCAANCAGNGGNTTGCGCTGACACCACC
AGAANTCGTCAAAGCGCAATAGGGCTGNCAGATGAGACGATCAGTNACTTTAGNAAGACGAACAGNNCGTAGTAGGACC
TTCATAACGGTTATTGTCCCGGGAGCAAAATTAATACAGNTNGGAAATTCCACGCTNTGGGGGNCCAAAAATTAATGGNT
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GGGGGAGGCCACATGTTNTTTTTAAATTTAAAAANGGGGAGGAAAANAANNANNAAAANGNGGGGGNNCCTCNTCCCCN
GCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAT

VI. PT104C3+
ATCTTTTACGTGTAGTTTTATTTTAAAACCTGGNGGATACTCTCCATTTCATTCTTAATCCTGGTTCAGGATTAACATCGGA
TGTAAAAGGCAACCTTCAGCATCTGGAAATTCCTGTTACAAGCCATGGGATTTAGTTTAGGTTTATTATTTAAAGTAGNGG
AAAATAATTTATTTAATGNTNAGNTGGGNNTTTGCCCGTC

PT104C3-
CCCTNTGGTCGACCTGCAGGCGGNCGCGAATTNNTTTTGATTCCCGGCNTAATTACCTGGGNTTGGTAATAAGTCATNANG
TACGCTGGCAAGCAGTAAATGGNCGAATTCGCGGTTCCTGAAATTCNGNTTTAGTGCCNAATTACCNATAATNGTCAANN
GNAGCNNTNGAGTACCACNGGGGTTATTCGCCNTGTGAAGCNATTTNATNTNNNNATANTNAANNTNTCCNATTTTNGGN
NACCCTNCC

VII. PT151C3+
CCCGGCATAACATGTATCTAATCAACTGGATATTTTAATACCAGNNGGTACTGCAATAATTAAAGTAGCAGCTGTAAAAT
AGGCTCTTGTATCCACGTCTAAACCAACTGTATACATGTGATGCAAAACCGTTAATAAATATTTTTTTATTTACCCATACAA
AATTGTATGCTTCTTTCACAAGAAGTGTCGGACTATATCTTCATCTTTATGCCGGGAA

PT151C3-
TCCCGGCATAAAGATGAAGATATAGTCCGACACTTCTTGTGAAAGAAGCATACAATTTTGTATGGGTAAATAAAAAAATA
TTTATTAACGGTTTTGCATCACATGTATACAGTTGGTTTAGACGTGGATACAAGAGCCTATTTTACAGCTGCTACTTTATTA
TGGCAGTACCCACTGGGTNTNAAATATTCAGTNGATTAGCTACATGTTATGCCGGG

VIII. PT401AC2+
TGTTATTCGTATCTTCCGACGTCGCTGCTCCCGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCCCGGCATAAGGGTTTGAATG
GGATAATGTACAAACAAAGTTGAATGCACATCCTGGTAAACTCTGGTCGCTCAACGAAATGGAAAGAACCGGCGGAGAG
CCTGATGTTGTTGGATATGATAAAAAAACGGGCGAATATATCTTTTATGATTGCGCTGCAGAAAGCCCCAAAGACCGCAG
AAGTTTTTGCTACGACCGTGAAGCGTTGGAAGAAAGGAAAGAAAATAACCCAGAGACACATGCGATGGATGTACCCGTTG
CCATGGGCGTTTAATTTTTAACCGCGAACCACAATCCGGGGAGCTGCAACATTGGAAAAAATTCTTTTTTAAAAAACGGG
GTGGGGTGGGGAAAAACCCCCCTTTAAAAAAAAAAAATTGGGGCGTTTTTTTTTTGTGGCCCCCCCCTTTTTAAAAAATTT

TTTTTAAAAAAAAAAGAGGGTTTTTTTTTTTTTTACCGGGGGGCGGGGGGTCTATATTAATAATTAAAAAAATTAATTGTG
TTCTTCCTTTTTTTTITTTTTTTTTTCTATAGGNAGGTGCCGAGCGAAAAAAAAAAATATATCTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTGGGGCGGCGTCCGCTTTACCCCCCCCCCCTTCCTTTTTTTTC

PT401AC2-

GAATTCACTAGTGATTTCCGTCATAATCGGTGTTGCTCCAGGTGATGCTAAACCCCAATGCTGAAAAGAATGCTTTTGCTT
TCTCAAAGTCTTTGCCAGAAGGAACAAATGGTTGAAGTGATAAGAATTGCATGTTGATGACATTTAAACTTTTAATGATCC
GCGGAATCCCCTGGCAGCGTAGTAGGAGATAGCGCCATTGTGATACATGAAGACATGATCATAGCGACGGTCACAAAAA
AGAGCGCCGCCAAGTTTCCTGATGGCAGGGGGTGTTTGCACCCAGCTCGACGTTTTCAGATCGAATTTTCCCAATTGTTGC
AGCTCACGGTATTGTGCTTCGGTTAAAAAGTTCAACCCCCATGGCAGCGGCTACATCCATGGCATTGTTCTCTGGATAATT

TTTTTTCCTTTCTTCCAACGCTTCAGGGTCGTAACAAAAAACTTTTGGGGGTTTTTGGGGCTTTCTGGAGCGCAATTTATAA
AAAATATTTTCGCCCGTTTTTTTATATTTATCCAACACTTTAGGTTTTCCGCCGGTTTTTTTTTTTTTGGTGGGCCCACCGAA
TTTATAGGGGGGGGCCTCCAATTTGTTTGTACN

IX. PT401C3+

TGTTATCCTTGCGTATACGGCCGACGTCGCAGCTCCCGGCCGCCAGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTGGGATAATGTACAA
ACAAGTTGAATGCACATCCTGATAAACTCTGGTCGCTCAACGAAATGGAAAGAACCGGCGGAGAGCCTGATGTTGTTGNG
ATATCGATAAAAAAACGGNGCGAATATATNNCTTTTATGATTGCGNNCTGCAGAAAGCCCCAAAGCACCGCAGNAAGTTT
TTGTCTCACGCACCGTGAAGCTGCTTGGAAGTAAAGGGAAAGTAAATATAACCCCAGAAAACACATTGGCGTATGGTATT
GAACGCCGTTTCGCCTATGGGCCTGTTGTATTTTTTTACAACCGGAAAGCCACTACTCCGCGCGGGGGCCTGCCAAACTNT
TGGGAAAAAAAATTGTGGTTTATAAGAAGAGGGGTGTGGGGTGGGCGCACACACACCCCCCCCCCTTCAAAAAAAAAAA

83



AAAGTGGGGGCGTTTTCTTTITTTTTTGGCGCCCCCCCCCGTTATTATTAATTATTTTTATTTATAAAAAAAAAAGAGGGTGC
GTGTTTTATTTATCTCCCTGCGTGGTGGGGGGTGTGTCTGTTTTATTAATTATATATAAATAATGAAATCTACTACTCACTTT
TTTCTTTCTTTTTTTCTTCATTCTTCTGACNTGCGTCTCGCAGAAAATAATAACAGCCAATAACTTATACTTTCTTTCTTGTC
TTTCTCTCTCTCTCATCCCTCATTTCCCAATCTCTACCAATATTTTTCTTTCTTATTTCCCCGCTGCTTCTCTCGCTCC
PT401C3-
GGTTGATGCATGCTTGCAAGGCCGTGGGCTTTGCCACAGGCCGACCTGCATGCGGCCGCGAATTCACTCATGATTTTTGTT
CATATTAGCAAACCCACTAGGGGGGAGACATTTTTCAGTCATTCCATGATCATAATAGCGAACTTTAAGGATAAAGATAA
AACGCTTTTGACTTACCCAATCGTTATCTACTGGACTCATAAATCCTACTGCGCTTGGCTGTACGATATTATTTACATTTTG
GGCAACCATGCTGGGGGTGAGTTTACCCATTTTGGTTTCATAGAGTTTTTCTTTAATATTACTCTACTGCTTCATATTTAGG
GACTAATTACATAAGGGTCTTAGATAGGACTGGGTTTATACTCCTTCTGCTGTAACCATAAAATAAGGGACTCAATTTAAG
AAATTTACGCTGGAAACGCGGGGTTGCTTCTTTCAAACATCTTCACTCCTCCTTTTTAAGCTATTGGCAAAACACCACCAA
AGTTCACGGAGGAGATCAATTAGGGTATAAGGGAATCATAAGGATGTTTTTTGTTAGACACGAATACCTTTTAAAAAGAC
TTTTTTATTCCCACAGGCAATCCAAATTGGGGGTATTAATACTCATTTAACCGGGGAATTTAATTTCCCGGGGCCCCCTTGG
TGGGCCGCGAACATATCAAAATTGGGCCCCAATTTCCC

X. PT402C4+
NAGGATAAGGCTAGTAGCTCNACGTCGTTGCTCCCGGCCGCCAGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCCCGGCTAATGAGTAT
TAATAACGCAAGTTGGATTGCTGTTGGAGATAAAAGCTATTTAGAAGGAATCGTGTCTGACAGAAACATCCTTATGATTCC
CTATAACCTTATTGATCTCATCGTGGACTTTGTGGTGTTTTGCAATAGCTAAAAAGGAGAGTGAAGATGTTTGAAGAGCAA
ACCGCGTTTCAGCCTAAATTCTTAATTGAGTCCTTATTTTATGTTACAGCAGAAGAGTATAAACCAGTCTATCTAAGACCTT
ATGTAATTAGCCCTAAATATGAAGCAGTAGAGAATTTTAAAGAAACTCTCTATGAAACCAAAGTGGGTAACCTCACCCCG
AGGGTGGTTGCCCAAATTGTAAAATTTTTTCCCCCCGCCCCACCCCTGTTTTTTTTTTTCCCCCCCCAAAAAAACGGGGGGG
GCAAAAAAAAAACTTTTTTTTTTTCTTTTCCCATTTTTTTAAAGGGGCGCGGGGGGGCCTTTTATTTTTTTTTTTGTTGGCCC
AAAAAAAAAACCAATATTCTTTTGGGGGGGCGCGCCCCCTGCTCTTATTTTAATTAAATACAACACCCGCGGGTTGTGTTT
TTTCTTTTTCTACCTTCCCCTA

PT402C4-
GAATTCACTAGTGATTTCCGGCATAATTAGTAAACCCACTAATATAGAGACATTTTTCAGTCATTCCATGATCATAATAGC
GAACTTTAAGGATAAAGATAAAACGCTTTTGACTTACCCAATCGTTATCTACTGGACTCATAAATCCTACTGCGCTTGGCT
GTACGATATTATTTACATTTTGGGCAACCATGCTGGGGGTGAGTTTACCCATTTTGGTTTCATAGAGTTTTTCTTTAATATT
CTCTACTGCTTCATATTTAGGACTAATTACATAAGGTCTTAGATAGACTGGTTTATACTCTTCTGCTGTAACATAAAATAAG
GACTCATTTAAGATTTTAGGCTGAAACCCGGTTTTGTTTTTAAAACATTTCCAATCTCTTTTTTAGCTATTGCAAAACACCA
CAAAGTCCACGATGAGATCAATAAGGTTATAGGGAATCATAGGGATGTTTCTGTCAGACACGATTCCTTCTAAATAGCTTT
TATCTCCAACAGCAATCCAACTTGCGTTATTAATCTCATTAGCCGGGAATGATCCCCCGGGGCCCGCCATGGGGGCCGGGA
ACTGCCAACGTCGGGCCCCATTCGCCTN

XI. PT404C3+
CCCGGCTAACACATAAATATTCGATTAGGATGCCTCTGTAATAGCTGCTTGTATTTAAAGGAAGCAATAACATCGGCTCCT
AAAATATAGGCATCATTTTTATAGGCAACCTGACCAATAGCTATACCATAATCACTGGGCGAACCGGCGTTTTTAGCCCCG
GTTAGTGAAACCTCGGTTNGAAAAAAACATGGCCCATGCTTTGCGCATAGAAACGGTACCTGTAAAACCTAATTTAGAAC
GTACATCTCCAATTATATAAGAGGGTCCGAGACCAAAACCCACTCCCATGTTTACGCGGNTTACAGGGTANGGAACTGGT
TTNGNGGNATTCATTATGGCTGGGGCATTATCTTAAGGGGATNTAAAACTGGTTTTCCAANCCCTCCCAANNGGTTGGGGC
CGNNGGAGCCTTTTTATGCNGGNANCATTANGGAAATCCNGGGCCCCGGGGGGGCCNCCTTNGGGGGAANCCC
PT404C3-
CCCGGCATAAGAAGTGCTGCAACGGCGCANACCGATGGGGGATGGGATTGGAAAGACAGTTCTAAGATCGCTGTAAAAG
ATATGCCACAGCATNAATGGAATTCCTCAATNAACCAGTTTCCTTACCCTGCTAAGCCGCGTAATCAGTGGGAGTTGGGTT
TTGGTCTCGGACCCTCTTATATAATTGGAGATGTACGTTCTAAATTAGGTTTACCAGGNCCCCGTTTTTATGCGCAAAGCAT
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TGGGCCTGTTTTTTCTATCCCGAGGTTCACTAACCGGGGCTAAAACGCCCGGTTCCCCAGNGATTATGGGATAACTATTGG
NCCAGGTTGCCTATAAAAANGANGCCTATTTTTTAGGACCCCGNNGTTNTNGCTTTTTTTAAAA

XIIL PT405C2+
CCCGGCATAAGCGAACCGGTAGGGAAAATAGTCATGATTCATGTACTCAATGGGCCTAACCTGGGGAAGATTAGGGGAA
GCGTCAACCCGACATTTACGGTTCCACGGACTTTTTCAGATCTTGTCGCTTTGCTTGGAACATGGACGCTGCAGATTTGGGT
GTTGGACGTAGAGGTAAAGCAAACAGACTCTGAAGCCGAGCTGCTGGGGTGGATACATGGATAGTGCTGATAAACGGGA
GCCTGTTATTTTGAAGCCGGTGCTCTTACACACACNTCGGTAGCATTACGCGATGCTTGCGCGGAATAACTGATTATGCCG
NNGA

PT405C2-
CCNGTNATAATCAGTTAATTCCGCGCAGCATCGCGTAATGCTACCGACGTGTGTGTAAGAGCACCGGCATTCAAAATAAC
AGGCTCCCGTTTATCAGCACTATCATGTATCCACCCCAGCAGCTCGGCTTCAGAGTCTGTTTGCTTTACCTCTACGTCAACA
CCCAAATCTGCAGCGTCATGTTCAAGCAAAGCGACAAGGATCTGAAAAAGTCGTGGAACCGNAAATGTCGGGTTGNCGCT
TCCNTAATCTTCCCAGGTTAGGCCCATNGGNACACNGNAATGANNACTTTTCTNTCCCNGNCNTTTTANGCCGANAANNN
ACCCCGGGGGNCCCCNNTTGGGGGNCNGGNAANNGCNAAANNNNGCCCCANTTTCCCNTNN

XIII. PT60 2C3+
CCGGCATAATAACGCTCCGCTATCTTGTTTCCCCCTGTCGGTCTTTCTATGCGGCCAATATCTTCTCTCAATAAATACTCAA
CCATGAGGCAAGGTCGACTGATAAGGGGCGAGTTGCGGGTGACAGGCCATTCGGCAATACTCCATGCGCCTTCTTTTTCCT
TCAGCATTCACATAGATGGATTGAGCCTGCCGCAACGGAAGAATGAATGAGAAACTCACTTGCCAGCAATAGAAGTTCAA
GCCGCTTCGGCAACGGTTCCTCGCTGCCGACCAACTCCTCATATAGCTTATACACTTGTCCATTCATATGTTTTACTTGGCT
CCACACCGTCATTCTGGATAAAACCCATATCAAANAACGNAAGCCGGGATCATATGAATCGCGGCCGCTGCAGGTCGACC
NNAGGGAGAGTCCCAAGCGGGGAGNAAAGNCTNC

PT 602C3-
TGTCTTTCTGCTCCTGCAGGGCGGNTTCCAGCTTCTCCGTTGCATTCTCGTCCTCTACCGGCTCATTCAGGTGTGAAGTGCC
GGCTGCATTTTCGTCAGTATTGATATCCAATCTGTTGTCTTTTTCGGCAGATTCCGTTTTTTGCGTTATTTCTTGCTCTTCCAT
AGTATGATTACGTTATGCCGGGA

XIV.PT603C1+
CCCGGCATAATAACGCTNCGNTTTCTTGTTTCCCCCTGTCGGTCTTTCTACTGCGGCCAATACTCTTCTCTCAACTAAATAC
TCAACCATGGATGGCAAGGTCGACTGAATAAGGGGCGAGTTGCGGGTGACAGGCCATTTCGGCAATACTCCATGCGCCTT
CTTTTTCCTTCAGCACTTCACATAGATGGATTGAGCCTGCCGCAACGGAAGTAATGAATGAGAAACTCACTTGCCAGCAAT
AGAAGTTCAAGCCGCTTCGGCAACGGTTCCTCGCTGCCGACCAACTCCTCATATAGCTTATACACTTGNCCATTCATATGT
TTTACTTGGCTCCACACCGTCACTTCTGGATAAAACCCATACTCAATCAACGNTAGCCGGGACCCGGCATAATAACGCTNC
GNTTTCTTGTTTCCCCCTGTCGGTCTTTCTACTGCGGCCAATACTCTTCTCTCAACTAAATACTCAACCATGGATGGCAAGG
TCGACTGAATAAGGGGCGAGTTGCGGGTGACAGGCCATTTCGGCAATACTCCATGCGCCTTCTTTTTCCTTCAGCACTTCA
CATAGATGGATTGAGCCTGCCGCAACGGAAGTAATGAATGAGAAACTCACTTGCCAGCAATAGAAGTTCAAGCCGCTTCG
GCAACGGTTCCTCGCTGCCGACCAACTCCTCATATAGCTTATACACTTGNCCATTCATATGTTTTACTTGGCTCCACACCGT
CACTTCTGGATAAAACCCATACTCAATCAACGNTAGCCGGGA

PT 60 3C 1-
GGTAANCTTATAGGACCTAAGNACCCCNTAAACTGNGGGAACCGCGACGGCAAAAGAAGAAAAAGAAGACGGCGTAGG
CGTGCCAANGAACGTCACTTGGGCNAACACCCCCCCGCGGNTATGNNCGTACAGGGGCGCCATCGCATCAGGTGGCAATT
GTTGGAAGGCGNCGGTCGGGCTTTTCGCTATACGCCAGTGGGAAAGGGATGTGTGCAAGGCGATTAAGTGGGTAACGCCA
GNTTTCCCATCACGACGTTGTAAACGACGGCCATGATTGTATACGACTCATATAGGGCGANTGGGCCCGACGTCGCATGTC
CCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGATTCGATCCCGGCATAATAACGCTCCGCTATCTTGTTTCCCCCTGTCGGTCTTTCTATG
CGGCCAATATCTTCTCTCAATAAATACTCAACCATGAGGCAAGGTCGACTGATAAGGGGCGAGTTGCGGGTGACAGGCCA
TTCGGCAATACTCCATGCGCCTTCTTTTTCCTTCAGCATTCACATAGATGGATTGAGCCTGCCGCAACGGAAGAATGAATG
AGAAACTCACTTGCCAGCAATAGAAGTTCAAGCCGCTTCGGCAACGGTTCCTCGCTGCCGACCAACTCCTCATATAGCTTA
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TACACTTGTCCATTCATATGTTTTACTTGGCTCCACACCGTCATTCTGGATAAAACCCATATCAAANAACGNAAGCCGGGA
TCATATGAATCGCGGCCGCTGCAGGTCGACCNNAGGGAGAGTCCCAAGCGGGGAGNAAAGNCTNC

XV.PT603C2+
ACCGCTCTTTGGCTGTTCTTCTACGGAAATTATCGAATTCGGCCATCAGGCGCAGGTATTTGTCTTTCTGCTCCTGCAGGGC
GGTTTCCAGCTTCTCCGTTGCATTCTCGTCCTCTACCGGCTCATTCAGGTGTGAAGTGCCGGCTGCATTTTCGTCAGTATTG
ATATCCAATCTGTTGTCTTTTTCGGCAGATTCCGTTTTTTGCGTTATTTCTTGCTCTTCCATAGTATGATTACGTTATGCCGG
GA

PT603C2-

CCCGGCNTNACGTNNTCATACTATGGAAGAGCAAGAAATAACGCAAAAAACGGAATCTGCCGAAAAAGACAACAGATTG
GATATCAATACTGACGAAAATGCAGCCGGCACTTCACACCTGAATGAGCCGGTAGAGGACGAGAATGCAACGGAGAAGC
TGGAAACCGCCCTGCAGGAGCAGAAAGACAAATACCTGCGCCTGATGGCCGAATTCGATAATTTCCGTAGAAGAACAGCC
AAAGAGCGGT

XVILPT604C5+
CCTGCTTTAATTAAACAATTTTGCTGGATTNNATCTATGGAGGTGTAACATTCATGCCAAATCTTGCTGTAATTGATCTGAA
AAAATTACTTGGAACTCCTGATTTAGCAAAAACAACAAACCCTGACGATACAATAACAAGCATTATGCCGGGA

PT 604C5 -
CCCGGCATAATGCTTNTTATTGTATCGTCAGGGTTTGTTGTTTTTGCTAAATCAGGAGTTCCAAGTAATTTTTTCAGATCAA
TTACAGCAAGATTTGGCATGAATGTTACACCTCCATAGATCGAATCCAGCAAAATTGTTTAATTAAAGCAGG

Seqiiéncias dos transcritos de C. subvermispora isolados a partir do cultivo em P. taeda e obtidas
utilizando-se o primer -OPJ01/T12VG

L. PT54G4+

CCCGGCATAACGAATCCTACTCGGCAATGCTAACATGCTGTTTCCTGCTAGAATTATCGACATTATGTGGGACTACTTGGG
GAACTATCAAGGACTATAGTTTAGCGGCCTATTCCCAAATGCCATGCGATCCTTGGTACCATCAGGCTTAACCCTGACACG
ATTGTCACCCATAGCAGCCCTCCCCATTTGGATACCTCCCAA

PT54G4-
TNGGGGAGGTATGCCAAANGGGGTAGGGCTGCTATGGGTGACAATTCGTGTCAGGGTTAANCCTGGATGGNACCAAGGG
ANCGCATGGCATTTGGNTAATAGGCCGNTGAAACTATAGTCNTGGATAGNTCCCAAGNAGTCCACATAATGTNGATAATT
CTAGCAGGAAAACAGCATGTTAGCATTGCCGAGTAGGANTCGTTATGCCGGG

II. PT101G4+
TTTTTTTTTTTTTGGCTAATGTGTGTGTATAGTTAGTACACAGTGTTAAACAATTATTTTTTITTTTCTTTTTTAAAAATTATCT
GTTTTCTTTTGCTCTTGCCTTTTAGCAAGGAGAGGGGGGGAATTTGGTCGAGTGGTTTAAGGCACTGGATCTTGAAAATCA
GCACACTTTACTTAAGTGTCGTGAGTTCGAATCTCACAGTTCCCGCATGATTTTTGTAGTATATTACTATTAATCGTGGCAT
TTGCCATTCCTTATATTAACAAGGGATCTTGATTCATCTCATTTTCTCAGAATAGCAACTATCAGTTTTATTTATGCCGGGA
PT101G4-
TCCCGGCATNAAATAAAACTGGATAGTTGCTATTCTGAGAAAATGAGNATGNAATCAAGNATCCTTGTTAATATAAGGGA
ATGGCAAATGCCACGATTAATAGTAATATACTACAAAAAATCATGCGGGAACTGTGAGATTCGAACTCACGACACTTAAG
TAAAGTGTGCTGATTTTCAAGATCAGTGCCTTAAACCACTCGACCAAATTCCCCCCTCTCTTGCTAAAAGGCAAGGAGCAA
AAGAAAACAGATAAATTTTTAAAAAAGGAAAAAAAAAATAATTGTTTAACACTGTGTACTAACTATACACACACATTAGC
CAAAAAAAAAAAAA

IIL.PT151G1+
CCCGGCATAAATNAAAACTGGATAGTTGCTATTCTGAGGAAAATGGAGGATGGAATCAAGGATCCTTGTTAATATNAAGG
GAATGGCAAATGCCACGGATTAATAGTAATATACTACAAAAAATCATGCGGGAACTGTGGAGATTCGAACTCACGGACAC
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TTAAGTAAAGTGTGCTGATTTTCAAGGATCAGTGCCTTAAACCACTCGACCAAATTCCCCCCTCTCTTGCTAAAAGGCAAG
AGCAAAAGAAAACAGATAAATTTTTAAAAAAGGAAAAAAAAATAATTGTTTAACACTGTGTACTAACTATACACACACAT
TAGCCAAAAAAAAAAAAAA

PT151G1-
TTTTTTTTTTTTTTITGGCTAATGTGTGTGTATAGTTAGTACACAGTGTTAAACAATTATTTTTTTTTCTTTTTTAAAAATTATC
TGTTTTCTTTTGCTCTTGCCTTTTAGCAAGGAGAGGGGGGAATTTGGTCGAGTGGTTTAAGGCACTGATCTTGAAAATCAG
CACACTTTACTTAAGTGTCGTGAGTTCGAATCTCACAGTTCCCGCATGATTTTTTGTAGTATATTACTATTAATCGTGGCAT
TTGCCATTCCTTATATTAACAAGGGATCTTGATTCATCTCANTTTCTCAGAATAGCAACTATCAGTTTTATTTATGCCGGNT
IV.PT151G2+
CCCGGCATAAATTNAACTGNTAGTTGCTATTCTGAGAAAATGAGNATGAATCAAGATCCTTGTTATATAAGGGAATGGCA
AATGCCACGATTAATAGTAATATACTACAAAAAATCATGCGGGAACTGTGAGATCGAACTCACGACACTTAAGTAAAGTG
TGCTGATTTTCAAGGATCAGTGCCTTAAACCACTCGACCAAATTCCCCCCTCTCTTGCTAAAAGGCAAGAGCAAAAGAAA
ACAGATAAATTTTTAAAAAAGAAAAAAAAATAATTGTTTAACACTGTGTACTAACTATACACACACATTAGCCAAAAAAA
AAAAA

PT151G2-
TTTTTTTTTTTTTGGCTAANGTGNGTGTATAGTTAGTACACAGTGTTAAACAATTATTTTTTTTTCTTTTTTAAAAATTTATCT
GTTTTCTTTTGCTCTTGCCTTTTAGCAAGNAGAGGGGGGCAATTTGGTCGAGTGGTTTAAGGCACTGATCTTGAAAATCAG
CACACTTTACTTAAGTGTCGTGAGTTCGAATCTCACAGTTCCCGCATGNATTTTTTGTAGCATATTACTATTAATCGTGGCA
TTTGCCATTCCTTATATTAACAAGGGNACTTGANTCATCTCATTTCTCAGAATAGCAACTATCAGTTTTATTTANGCCGGGG
AACCCNTGGCGTTNCCCAAACTTAATCNCCTCNGNNCNCAATCCCCTTTTCGNCCGGCTNGGCGGTAANAGCGNAAAAGG
CCCCNNCACCGNTTGNCCTTTTCCCAACAGNNNCNNCCAACCNGNATGGCCNACGGGNACNCCCCCTGTANCGGATNCNT
TTAAACNCNGNCNGTGGNTC

V.PT151G3+
TTTTTTTTTTTTTTGGCTAANGTGTGTGTATAGTTAGTACACAGTGTTAAACAATTATTTTTTTTTCTTTTTTAAAAATTTATC
TGTTTTCTTTTGCTCTTGCCTTTTAGCAAGNAGAGGGGGGAATTTGGTCGAGTGGTTTAAGGCACTGGATCTTGAAAATCA
GCACACTTTACTTAAGTGTCGTGAGTTCGAATCTCACAGTTCCCGCATGGATTTTTGTAGTATATTACTATTAACGTGGCAT
TTGCCATTCCTTATATAACAAGGGATCTTGATTCATCTCATTTTCTCAGAATAGCAACTATCAGTTTTATTTATGCCGGGG
VL. PT152G 1 +
CCCGGCATAAATAAAACTTTTTGTTGCTATTCTGAGAAAATGAGATGAANCAAGATCCNTGGTAATATAAGGAANGGCAA
ATGCCACGATTAATAGNAATATACTACAAAAAATCATGCGGGAACTGGGAGATTCGAACTCACGACACTTAAGNAAAGG
GNGCNGATTTTCAAGATCAGNGCCTTAAACCACTCGACCAAATTCCCCCCTCTCTTGCTAAAAGGCAAGAGCANAAGAAA
ACAGATAAATTTTTAAAAAAGAAAAAAAAATAATTGGGNAACACTGGGGACTAACTATACACACACATTAGCCAAAN
PT152G1-
TTTTTTTTTTTTTTITTTTAANNTTTTNTGGGCTAAGGNGCGTGTATAGTTAGTNCACAGCCGTTAAACAATNATTTTTTTTTC
TTTTTTAAAAANNTANCGGGNTTCNTTTGCTCTTGCCTTTTACCAANAGAGGGGGGAATTTGGTCGAGTGGNTTAAGGCAC
TGATCTTGAAAATCAGCACACTTTACTTAAGNGTNCGTGAGTGGCGAATCTCACAGTACCCGCATGATTTTTTGNAGNATA
NTACTATTAATCGGGGCATTNGCCATTCCTTATATTAACCAGGNTCTTGANTCATCTCATTTTCTCANAANAGCAACTATCA
GTTNTATTTATGCCGGG

VIL.PT15 2G 2+
CCCGGCATAAATAAAACTNTTTGTTNCTATTCTGAGAAAATGAGATGAATCAAGATCCTTGTTAATATAAGGAATGGCAA
ATGCCACGATTAATAGTAATATACTACAAAAAATCATGCGGGAACTGTGAGATTCGAACTCACGACACTTAAGTAAAGTG
TGCTGATTTTCAAGATCAGTGCCTTAAACCACTCGACCAAATTCCCCCCTCTCTTGCTAAAAGGCAAGAGCAAAAGAAAAC
AGATAAATTTTTAAAAAAGAAAAAAAAATAATTGTTTAACACTGTGTACTAACTATACACACACATTAGCCAAAAAAAAA
AAAA

PT152G2 -
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TTTTTTTTTTTTTGGCTAATGTGTGTGTATAGTTAGTACACAGTGNTAAACAATTATTTTTTTTTCTTTTTTAAAAATTTATCT
GTTTTCTTTTGCTCTTGCCTTTTAGCAAGAGAGGGGGGAATTTGGTCGAGTGGTTTAAGGCACTGATCTTGAAAATCAGCA
CACTTTACTTAAGTGTCGNGAGTTCGAATCTCACAGTTCCCGCATGATTTTTTGTAGTATATTACTATTAATCGTGGCATTT
GCCATTCCTTATATTAACAAGGATCTTGATTCATCTCATTTTCTCAGAATAGCAACTATCAGTTTTATTTATGCCGGG

VIIL. PT401G3+
TTTTTTTTTTTTGGCTAATGNGTGTGTATAGTTAGTACACAGNGTTAAACAATTATTTTTTTTTCTTTTTTAAAAATTATCTG
TTTTCTTTTGCTCTTGCCTTTTAAACAAGAAGAAGGGGGGAAATTGGGTCCGAAGTGGGTTTAAAGGCNNCTGAATCTTGA
AAAATCAGCNCNCTTTNCTTAAAGGGCCGGGANGTTCGAAATCTNNCAGTCCCCGCANGAATTTTTNGAAGTATATNNCN
ATNAATNGGGGCATTGGCCATNCCTTATNTNANCANGGNNCTNGAATNCATCNNATTTTCTCAAAANANCACCTATCAGT
TTTATTTATGCCGGG

PT401G3-
TTTTTTTTTTTTTGGCTAANGTGTGTGTATAGTTAGTACACAGTGTTAAACAATTATTTTTTTTTCTTTTTTAAAAATTTATCT
GTTTTCTTTTGCTCTTGCCTTTTAGCAAGNAGAGGGGGGAATTTGGTCGAGTGGTTTAAGGCACTGGATCTTGAAAATCAG
CACACTTTACTTAAGTGTCGTGAGTTCGAATCTCACAGTTCCCGCATGGATTTTTGTAGTATATTACTATTAACGTGGCATT
TGCCATTCCTTATATAACAAGGGATCTTGATTCATCTCATTTTCTCAGAATAGCAACTATCAGTTTTATTTATGCCGGGG
IX. PT401G4+
GATGGAATAATGCGTCCTGGACTCCCGTTGGAAGGCGCGATAGAGAGGGTGGTAGCTTCGATGTCTAATTCGCTTATAACT
GGCGAAACCGGTGGAACTGGNTTTGCTGGGACCAACGTCCGTTCAGCCAGGTCGATCATGGAGATTTTGTCTTCATACGA
GGCCGTGGTGGACGGGCTTGCGATGCTGATCGGTGAGCATTGCGAAATGTTCTGCATTCACTGGAAGACCTGAAATGTTC
AGCGGTCCGTATTGCTAATGGTGAGCATACTGGTCGTAAAATCGGCTCGCCAATTACGGATTTAGCGCTGCGCATGTTGCA
TGACATGACCGGTGCGGACAGTAATGTGTCCAAAGCTTATTTCACCCGCGCGAAAAGTGGTGTGCTGATGAAGTCAGTCA
CCATCGCTTTTCGCAACCGTGAACAACGCGTGATTGGCTTGCTTGNGCATCACCTGGAATCTTGACGTACCTTTTNTCGCA
AATCATTCANACCTTTATGCCCGGGA

PT401G4-
TCCCGGCATAAAGGTCTGGAATGGATTTGCGAGTAAAGGTACGTCAAGNTTCATGTTGATGCACAGCAAGCCAATCACGC
GTTGCTCACGGTTGCGAATAGCGATGGTGACTGACTTCATCAGCACACCACTTTTCGCGCGGGTGAAATAAGCTTTGGACA
CATTACTGTCCGCACCGGTCATGTCATGCAACATGCGCAGCGCTAAATCCGTATTGGCGAGCCGATTTACGACCAGTATGC
TCACCATTAGCAATACGGACCGCTGAACATTTCAGGTCTTCCAGTGAATGCAGAACATTTCGCATGCTCACCGATCAGCAT
CGCAAGCCCGTCCACCACGGCCTCGTATGAAGACAAAATCTCATGATCGACTGGCTGAACGGACGTTGGTCCAGCAAATC
CAGNTCACCGGTTTCGCCAGTTATAAGCGAATTAGACATCGGAAGCTACCACCTTTTTATCGGGCCTTCCAACGGGANTCA
GGACGCATTATTCATCAT

Seqiiéncias dos transcritos de C. subvermispora isolados a partir do cultivo em P. taeda e obtidas
utilizando-se o primer —-OPJ04/T12VC

L. PT101C1+
TCGNTAAACGAGAGTTTCCAAGGGGGCAGGTTGCGCCAAAATCGATTCCGAACACGGCCAAGGTGGTCGCTGGTAGCGAA
AGGCCGATGCCTTTTNGGAACTGCCACGAGGGCCAAAGCAGTTGGTGTGAAAGCAAGTTCGGACGACGTGCCCCTATGGA
CATACAGGCGTCGTGATCGATCCCAAGAACATGGTTTCTGTTCACACCTTTCAACCTTTCCAGACACCCCAACCACGTACT
CAACACTGCCGCAGAGGTGTCATCGGGTCCCCCCACCCAGGAGGCGTCGTCTAGGGTCGCCAGTCACCATCTATCCGATTA
GTGCTCTGTCGCCCGCAATTTGGTCCTTCCCGATGTAANTACGGGCCTTCAGCAATAGAAATATTACTTCACTCTCCGCAA
AAAAAAAAAA

I1. PT101C4+
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CCGAACACGGCCAATGTGGTCGCTGGAGCGAAAGGCTTGATGCCTTTTAGGAACTGCCATTGAGGGCCAAAGTAGTTGGT
GTGAAAGCAAGTCCGGACGACGTGCCCCTATGGTACATACAGGCGTCGTGATCGATCCCAAGAACATGGTTTCTGTTCAC
ACCTTTCAACCTTTCCAGACACCCCAACCACGTACTCAACACTGCCGTCAGAGGTGTCATCGGGTCCCCCCACCCAGGAGG
CGTCGTCTAGTGGCGCCAGTCACCATCTATCCTGAATAGTGCTCTGTCGCCCGCAATTTGGTCCTTCCCGAATGAATTACG
GACCTTCAGNAATTAGAAATATTACTTCACTCTCCCGCAAAAAAAAAAAAA

III. PT102C1+
TCTCAATCTCAATTCCGATTCCAACGCATGGTGCGCNAAAACCNATTTTTTTTTTTTTTCCCGCGGAATAATAATGTATTAC
ATGCNCTCGTTTTATTTTTGGTACACTACCAGCCGCAAATTACGGATCTATGCGACAGCTCTACAAACCGTTTCCCAGCAC
GATATCGTCTATCCAAACATTGCAATCATGAGAAATCATAAACTCAAACTGGGCAGGTGACTAGAANAACTTGTCCCANA
AACCCTCCGTGCCATTCGTCACAGNGGCGNGTTCCTCGATACCGAGCAACTTCATGACNAGGTTGTANATCTCGACATTCT
CGAAGGTGTCCATGACGTAAGTGTCATTCGACGTCGAGTGCCAGCCCGTGTTCGGA

PT102C1-
TCCGAACACGGGCTGGCACTCGACGTCGAATTTTCTTACGTCATGGACACCTTCGAGAATGTCGAGATCTACAACCTCGTC
ATGAAGTTGCTCGGTATCGAGGAACACGCCGCTGTGACGAATGGCACGGAGGGTTTCTGGGACAAGTTCTTCTAGTCACC
TGCCCAGTTTGAGTTTATGATTTCTCATGATTGCAATGTTTGGATAGACGATATCGTGCTGGGAAACGGTTTGTAGAGCTG
TCGCATAGATCCGTAATTTGCGGCTGGTAGTGTACCATAGTTGTTCCGAGAGCATGTAATACATTATTATTCCGCGGGAAA
AAAAAAAAA

IV. PT103C1+
CCGAACACGGCAAAGCGGAAAAAGGTGAAGAAGGCGAAAGNCTAGNNTCTTACTTCCGCGCGTTGTGGATACCTAGGAT
CTCAACGTGCCTCAAAAGCTCTTCGAGTGTGTCCGAGGGCGGCCCTGAGATAGAGGATATAAGTCGCACACATCTACGCA
ATATAAAAAGTTGTCATATGGGTCATCGGTGCAGTGGAATGTATTGTGTTTTCATCACGCAAAAAAAAAAAAA

V. PT103C5+
TCCTNAAGTCCGTTTCCNAAGGCGGCGCCATGGTNGCGCNCAAAATTCGATTCCGAACACGGCAAAGCGGAAAAAGGTGA
AGAAGGCGAAAGCCTATTTTCTTACTTCCGCGCGTTGTGGATACCTAGGATCTCAACGTGCCTCAAAAGCTCTTCGAGTGT
GTCCGAGGGCGGCCCTGAATAGAGGATATAAGTCGCACACATCTACGCAATATAAAAAGTTGTCATATGGGTCATCGGTG
CAGGGAATGTATTGTGTTTTCATCACGCAAAAAAAAAAAAAA

VI. PT151C1+
CCGAACACGGTAAAAGACTGGATTGCCTTTGTATTCAAATCCATCATAGCTTATATCATCTATATCAAAATGTTTGAGCAT
TGGAGCATGGTACTGCAGGTCTTAATGTTCAAGCACTGCTTTGTAACAAAGCAAGGAGAGCTGTAATGATGTAGTGCTTTG
TGAACATGCAGGGGAATGGTAGAAAGAGAGGGGAAAGCATGACTTAGACCTTGTTTCTACTGATACTGTCTTGACTGCTG
CTACTGAGCCGTTCTATTGGCTTCTGCTTTCAGCCTTCTATTCTTTGAAAACTTCCTGTAATTACTATAAAGTTGTCCGCTAA
TATGGGCAATAAATACATTGGTAATATTTGCTGCATAATTTGCGCACTGCAGGTAAATTTAAAAAAATTCTATATAGACAC
TATTACACACAACTTGTTCCAGACGTTTCTAGAAGATGATGTAAGATCTGGCTAAAATGAGATGTGGTCACATTATAAACT
GTCCTTGATATTATCATATCTCTCAATTTCTTACTGCATTAGTATAAGTCTCAGATTGAATGGAGACTTTGTGGACTCCCTT
CTCATTATGATACAGACATGAGCCCATACAAGGGCCTGCAGTCCCCAGGATATGAGATCAGTAGATGTATCAATGGTGAT
AAAGTAAACATATAGTACTGGCATCTCTTTTATCCTCAAGGTGGGGGTTGAAAAAGTGGGGTTATCTTTTGGGAACCCTAG
GTATCCCAAACCCCACTTCCGGATTAATGACCTCCACCATGGCTAAAGGGGGACCCTTTGCTGCC

VIIL. PT152C1+
CCGAACACGGAAACTCGTTAAAAAGTGGGGATGATTGACACACCCNTGCTTTTAGACCACCGAATGAGTATCTGAGCGAC
ATCCTTGTTATACTGTGAAGTTTGTTTGCGCAACCCTTGATATACTTCGAAAAGGCTATATCTTCATACCTTCTTCGCGACA
TCTTGAAGTACAGGGTTGTCCGACTGCCCACGGATCAATGGGCAATAAGCCTGCACGACGATGCCGTTTTGTTTGCAGTAC
TCGACAATCGGCCTCTGTTGACAGAAAGGATGTAGCTATTGGATTGGAACAGAGGCAATCATGCGGTCAATGATTCAGAC
CAGTTTAGACCCGACTAAATAGAGACGAGTGCGTACCTCGATTTGGTTGGCTGCGGGAATTTCCAGACCCGCTTCGCGAAT
TTCCTCGATGTGGTTGACATTGCTGGCCATACGGTAGGTGTACTGAGCGACCATGCTCTAATCCGTTTATCAATACGTACT
AGTTCGAAACCCGATTGAGCGCAGCTTTCCGGCTTCTTTGGCGTCAACGAAGGCTTTCCCAGTCGCAAGCCGCTTCTCTTTC
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CAGAAAAGGCACTATGATGAAGACAGGTCGAGATATTCTAGAATAATCGTCGCAAGAANTTGAAAACAAATGTGCGTAC
AGACCAAATCCAAAGCGTTCCAAAAACCTGAATGGCCTGAACGGACTCTCCNTACCGGGGTTCGGA

PT152C1-
TCCGAACACGGGTACGAGAGNACGCTACAGNTTTTTCNACGATTCTCTGGAACGCTTTGGATTTGGTCTGTACGCACATTC
TGCTCTCAAATTCTTGCTGACGATCTATTCTAGAATATCTCGACCTGTACCTCATTCATAGTGCACTCTCTGGGAAAGAGAA
GCGGCTTGCGACTTGGAAAGCCCTCGTTGACGCCAAAGAAGCCGGAAAGCTGCGCTCAATCGGGGTTTCGAACTAGTACG
TATTGATAAACGGATTAGAGCATGGTCGCTCAGTACACCTACCGTATGGCCAGCAATGTCAACCACATCGAGGAAATTCG
CGAAGCGGGTCTGGAAATTCCCGCAGCCAACCAAATCGAGGTACGCACTCGTCTCTATTTAGTCGGGTCTAAACTGGTCTG
AATCATTGACCGCATGAATGCCTCTGTTNCCAATCCAATAGCTACATCCTTTCTGNCCACAGAGGNCGAATGGCGAGNANT
GCNAACAAAACNGCATCGTCGTGCANGCTTANTNGCCCATGGAACCGTGGGCANNCGGAANAACCTGNACCTCAAGANG
GCCCGNAAAAAAGGNANGAAANAAATNAGNCCCTTTCCNAAAAATANCAAGGGGTNGGGCAAACAAAACNTCCCAGGT
ATAACNANGGAAGGCNCTCCANAAAACCCCTTCCGGGGGGCCCNGCCNCCATGGGGGGGGGCCAANNACCCCNCCTTTTT
AAAAAGNTTCCCNGGTCGGAAACTAAATTCCCGGCCCCCNNNGGGCCCNGGAAAATNGGAANCCCGGCCCCANNNCCCC
AATAANGGGN

VIIIL PT152C2-
TTTTTTTTTTTTTGCGGCACGAAAAGAGGTNCATNTGACTTCGAGGTCAGTTGCTGCATTGTTCGGTTGGAGGGGGGAAGC
TACTACAGAGTCCCTAATAGTCCATGTACCTATGTAGTACAGTCTTTTTCTTTCTTGATCGAGAGTGAGAGGAAACGGGTA
GGAAGTGTCCGACCGCAAGCCCAAAGCAAACAAAACGGAACGGTACGTGAGGAGAAGCAACGAATGGTAACGCTATATA
TCGAGCGAAAGCGAAAGCAATGTCAATGTCTATCTGCACATTATTAGTCCAAGAAAGTATTCACAGCTACGTACGGAAAG
CTGGAAGAATGCGATGCTAAAGTGTGAAGGATACAGTCCGAATGCTCTAGTCCGACAGTGTCCGTAAGTGTCTGTAAGCA
GTCCGATCAACGAGTACGCTTGCAAAAATATAAGAAGAGCGTGAGGTATTGATGAGGCTGCGGAAGTCCGTGATGTTGTA
TAGTCCGTGTTCGG

IX. PT201C2+
CCGAACACGGACTATACAACATCACGGACTTCCGCAGCCTCATCAATACCTNACGCTCTTCTTATATTTTTGCAAGCGTAC
TCGTTGATCGGACNGCTTACAGACACTTACGGACACTGTCGGACTAGAGCATTCGGACTGTATCCTTCACACTTTAGCATC
GCATTCTTCCAGCTTTCCGTACGTAGCTGTGAATACTTTCTTGGACTAATAATGTGCAGATAGACATTGACATTGCTTTCGC
TTTCGCTCGATATATAGCGTTACCATTCGTTGCTTCTCCTCACGTACCGTTCCGTTTTCTTTGCTTTGGGCTTGCGGTCGGAC
ACTTCCTACCCGTTTCCTCTCACTCTCGATCAAGAAAGAAAAAGACTGTACTACATAGGTACATGGACTATTAGGGACTCT
GTAGTAGCTTCCCCCCTCCAACCGAACAATGCAGCAACTGACCTCGAAGTCAGCTGTACCTCTTTTCGTGCCGCAAAAAAA
AAAAAAA

PT201C2-
TTTTTTTTTTTTTGCGGCACGAAAAGAGGTNCATNTGACTTCGAGGTCAGTTGCTGCATTGTTCGGTTGGAGGGGGGANGC
TACTACNGAGTCCCTAATAGTCCATGTACCTATGTAGTACAGTCTTTTTCTTTCTTGATCGAGAGTGAGAGGAAACGGGTA
GGAAGTGTCCGACCGCAAGCCCAAAGCAAANAAAACGGAACGGTACGTGAGGAGAAGCAACGAATGGTAACGCTATATA
TCGAGCGAAAGCGAAAGCAATGTCAATGTCTATCTGCACATTATTAGTCCAAGAAAGTATTCACAGCTACGTACGGAAAG
CTGGAAGAATGCGATGCTAAAGTGTGAAGGATACAGTCCGAATGCTCTAGTCCGACNGTGTCCGTAAGTGTCTGTAAGCA
GTCCGATCAACGAGTACGCTTGCAAAAATATAAGAAGAGCGTGAGGTATTGATGAGGCTGCGGAAGTCCGTGATGTTGTA
TAGTCCGTGTTCGG

X. PT201C3+
CCGAACACGGACTATACANNATCACGGACTTCCGCAGCCTCATCAATACCTCACGCTCTTCTTATATTTTTGCAAGCGTAC
TCGTTGATCGGACNGCTTACAGACACTTACGGACACTGTCGGACTAGAGCATTCGGACTGTATCCTTCACACTTTAGCATC
GCATTCTTCCAGCTTTCCGTACGTAGCTGTGAATACTTTCTTGGACTAATAATGTGCAGATAGACATTGACATTGCTTTCGC
TTTCGCTCGATATATAGCGTTACCATTCGTTGCTTCTCCTCACGTACCGTTCCGTTTTCTTTGCTTTGGGCTTGCGGTCGGAC
ACTTCCTACCCGTTTCCTCTCACTCTCGATCAAGAAAGAAAAAGACTGTACTACATAGGTACATGGACTATTAGGGACTCT
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GTAGTAGCTTCCCCCCTCCAACCGAACAATGCAGCAACTGACCTCGAAGTCAGCTGTACCTCTTTTCGTGGCGCAAAAAAA
AAAAAA

PT201C3-
TTTTTTTTTTTGCGGCACGAAAAGAGGTACAGTTGACTTCNAGGTCAGTTGCTGCATTGTTCGGTTGGAGGGGGGAAGNTA
CTACNGAGTCCCTAATATCCATGTACCTATGTAGTACAGTCTTTTTCTTTCTTGATCGAGAGTGAGAGGAAACGGGTAGGA
AGTGTCCGACCGCAAGCCCAAAGCAAANAAAACGGAACGGTACGTGAGGAGAAGCAACGAATGGTAACGCTATATATCG
AGCGAAAGCGAAAGCAATGTCAATGTCTATCTGCACATTATTAGTCCAAGAAAGTATTCACAGCTACGTACGGAAAGCTG
GAAGAATGCGATGCTAAAGTGTGAAGGATACAGTCCGAATGCTCTAGTCCGACAGTGTCCGTAAGTGTCTGTAAGCAGTC
CGATCAACGAGTACGCTTGCAAAAATATAAGAAGACGTGAGGTATTGATGAGCTGCGGAAGTCCGTGATGTTGTATAATC
CGTGTTCG

XI. PT202C6+
CCGAACACGGAGANCAGGGAGGAAGACGGCGGAGTTGTATGAACTATCTTTATGCCCCATTGCCGGACGGCCTCGCGCAT
ACCTCAGCATCCCTGCGCCACCCGTTGGTGGTCGCGAGCACGTATCCATATCCATGACCCATGCACGCATGCTTGATTTGT
CTGCCGCGCATCCACCCCCTGTATAATAGTGTATATGGTAGTACAGCAATACAAGCAGGCCTACGCCTATACCCGCAAAA
AAAAAAAAA

XIIL PT203C1+
TTTCTTTTTTNGGGGAGGNNGATGGATACNNTGNGNCNATAGGTTTTNNTNTGTTCGTTCGAGATTACACGAGGCAGGATA
GCAANAGCGAGGNGTANGGACNATGGGGTACGATAACACTATGCGAATATACGCGGCAAGAAAGAATAATGCGNGTGCG
GGAATTGCGTGGAGAAAAAATGCGGATAGTGGCCACAAGGCGNGGGTGGGTATCACTGCCTGAGGNATGAAGACGNCAA
AGGAAGCGCGAATANAGACCNATGTTCNGGCTCGAGTCCGTGNNCA

XIIIL. PT203C3+
TTTTTTTTTTTTGGGGACTAAGATGATACATTGTGCCNATAGTGGTNCNTCTGTACGCTTCNAGATTACACNAGGTAGGAT
AGCATAGCGAGNAGNAATACGGTGGGGTACGATAACACTATGCGAATATACGCGGCAAGAAAGAATAATGCGGGTGCGG
GAATTGCGTGGAGAAGAAATGCGGATAGTGGCACAAGGCGTGGGTGGGTATCACTGCCTGAGGTATGAAGACGTCAAAG
GAAGCGTTGAATAGTGTCATGTCATGGTTCGAGTCCGTA

XIV. PT401C2-
TCCGAACACGGGCAGGGTGGTNTCGTTCCGACGGGCGGGAGATCGGGTGTCGGTGTTGTTNGCGTGAGAGGGGCTGAGTT
GGAATTTATCTATGCTGTCTTGAGATGCGTATCGCTGGACTTTTAGATTCCCTCGTAGATGTTCGAATGTGTACCAATCGAC
ATGGCTGCGCAAAATAGGTTCATTGCAATGTTGCAAAACGACATCTAGAGTCATCAGCGATTCGTATCTCATCACCAAGTC
AGAATCATATAATGGTATTCATAACGCATTTGAGCGGATCCTGCGGTTGCACACAAGTAGCTAGATTCGACCCATTTTTGT
ATGACACGTGGCAGAGCCTAGTAGCCACTCATTCCGTCCTATACACCTGTATTCACCAATCCGTAGCAGAGTGCAGTATTA
TCCAGACCTAATGAGGACAGAACGGAGTGTGCTGACATGGGCCGACCATTTCCATCTGGGCAACTGGAAGAAAGGANGG
AAGCCNCTTCTGGNCCNCTTCNGNANAGTAGCCATATNAATCCTCCCTGANGAGTTGACAAATACCCTNTGAATACTGTCC
AANCNTTTNTNCNANANGNGGGTATAACGTTNNNGANGGGGANCTTCTATGTNCCCCGGANGCTNAAAAANGGCCAGGG
NTACAAACCCCCCCCNCGGTTNTAAAANTGAACACCGCNCTTNTNTTTTGAAAANAAGGAAACCTTTCCCCCCTNCCTTNC
CCCGGNTGGGAAAAAAATCT

XV.PT401C2+
CCGNGNGANGGGAGGGAAGCGAAGACGAGGATAAGGATTCTTGATGTTCAGATAGCAGTAGAGCCGATGGTCAGTATNA
CGAAACAGTCGACGAGGACTGTAGCACATGGGCCCTATGTCTAGCGATCCAGAGAGCATATGAAGCTCTCCATTCAGCAA
CGTTATACGCACGTCTCGGATTAGAATGATTTGGACATGTAATTCATAGTGTATTTGTCAACTCATCAGAGAGGAATTATA
TAGGCTACTATACTGAAGTGGACCATGAAGTGGCTTTCCATCCTTTCTTCCAGTTTGCCCAGATTGTAATGGTCGGCCCATG
TCAGCACACTCCGTTCTGTCCTCATTAGGTCTGGATAATACTGCACTCTGCTACGGATTGGTGAATACAGGTGTATAGGAC
GGAAATGAGTGGCTACTAGGCTCTGCCACGTGTCATACAAAAATGGGTCGAACTAGCTACTTGTGTGCAACCGCCAGGAT
CGCTCAAATGCGTTATGAATACCTTATATGATCTGACTTGGGGATGAAANACAAACCCTGAGACTCTAGATGNCGNTTTTG
CAACNTGCATGAACCANTTTGNCNACCCTNTCGATGGNCCNTTCCACATCTNCCAGGGATCTTAANGCCCGGNCCCTTTCA
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GANGCNNAAANAATTCCATTCNCCCCTCCCGNAAAAAACAAAACCCAATTCCNCCCGGGGAAAAANCCCCCCGNCCGGT
NGAANCAAAGGAANTCCGCCCCC

XVI. PT401C4+
CCGGAACACGGAGGAAGCGAANACGAGGATAAGGATTCATGATGTTCAGATAGCAGTAGAGCCGATGGTCAGTATNACG
AAACAGTCGACGAGGACTGTAGCACATGGGCCCTATGTCTAGCGATCCAGAGAGCATATGAAGCTCTCCATTCAGCAACG
TTATACGCACGTCTCGGATTAGAATGATTTGGACATGTAATTCATAGTGTATTTGTCAACTCATCAGAGAGGAATTATATA
GGCTACTATACTGAAGTGGACCATGAAGTGGCTTTCCATCCTTTCTTCCAGTTTGCTCAGATTGTAATGGTCGGCCCATGTC
AGCACACTCCGTTCTGTCCTCATTAAGTCTGGATAATACTGCACTCTGCTACGGATTGGTGAATACAGGTGTATAGGACGG
AATGAGTGGCTACTANGCTCTGCCACGTGTCATACAAAAATGGGTCGAATCTACTACTTGTGTGCAACCGCAGGATCCGCT
CAAATGCGTTATGAATACCATTATATGATCTGACTTGGNGGAGANANACGAANCCTGAAGACTCTANAGNCGTTTTGCAC
ATTGCATGAACCTATTTGGCCACCCTGTCGATGGGCNCTTCCAACTCTCCAAGGAACTTAAAGNCGCGANCNCTCCCAGAN
ACAAAAAAAATTCAATCNGCCCCNTNCNGGAAAAACNAAACCGATTCCNCCNNGGAAAAACCCCCCGGCCCGGTNGAAA
ACAAGGAATTCGCCNCCCN

PT401C4-
GTGATTCCGAACACGGGCCAGGGTGGNTATCGTTCCGNACGGGCGGGTAGATCGGGTGTCGGTGTTGTTNGCGTGAGAGG
GGCTGAGTTGGAATTTATCTATGCTGTCTTGAGATGCGTATCGCTGGACTTTTAGATTCCCTCGTAGATGTTCGAATGTGTA
CCAATCGACATGGCTGCGCAAAATAGGTTCATTGCAATGTTGCAAAACGACATCTAGAGTCATCAGCGATTCGTATCTCAT
CACCAAGTCAGAATCATATAATGGTATTCATAACGCATTTGAGCGGATCCTGCGGTTGCACACAAGTAGCTAGATTCGACC
CATTTTTGTATGACACGTGGCAGAGCCTAGTAGCCACTCATTCCGTCCTATACACCTGTATTCACCAATCCGTAGCAGAGT
GCANTATTATCCAGACCTAATGAGGGACAGAACGGGAGTGGGCTGACATGGGGCCGACCATTACAATCTGGAGCAAACT
GGGAAGAAAGGATGGGAAAGCCNCTTCATGGGNCCACTTTCNGNATAGGGAGCCTATATAANTTCCTCTCTGAAGGAGTT
GACCAAAACCACTATGGAATTNANTGGTCCAANTCTTCTAATCCNAAANGGNGNTTTAANNTNNTTGAAAGGAAGAGNNT
TCTNATNCTCCCTGGGATNCCNAANANAANGNCCCATGNGGTNCAAGTCCCCCTCGAACNTNTTCNTAAAANTNANANCC
GGTTCCTCNTGNTTTNGNAAAATAAGAANACTATTNCTNGGTCTTCNNTCCNCCCNGNNNGGGAACAAAATCCCCNGGNC
XVIL PT402C1+
TTNGGGNTTTTTTGCCCAGCACAAGCACGTGATTNTTTTGCTACTTAGTTATCCCGTGTTCGGCTGAAACAATCNNNGACTT
CTGTTAGAGGATTTAAACAATAATGTGTGTATAATGTGTTACCAGGAGCCGTGTTCGGA

PT402C1-
TCCGAACACGGCTCCTGGTAACACATTATACACACATTATTGTTTAAATCCTCTAACAGAAGNGNGTTGATTGTCTCAGCC
GAACACGGGATAACTAAGTAGCAAAAGAATCACGTGCTTGTGCTGGGCAAAAAAAAAAAA

XVIIIL. PT402C4+
TGGATTTTTTTTTTTTTTCCCGAATNAGGAATTTTCGATTCTCCANAAACAATGGATTNCNTNTTTCNNATTNCNCATGGAA
NAANGANNCTTTTNTTGGNTGGCGGNAGCACTTTTNCNCGGANATTNNGCACTTTGNTCATTTCNCGGANCGCGNGGANA
AAGTCCCCGGGGANCNAAATCNTCGCTGNTAAAATCAAATTGNNCTAACGAAAGGCCCCATAATCCATTCCCGCGGGTCG
GAANGAATTCCCGCGGCCNCCATGGGGGCCGGGGAGAATGTGCNATCGGGGCCAANTCNCCCTATAGAGAGANGCATNA
CAANTCNCTGGGNGCNGNTTTNNAACGCNGCGGANTGGGGAAAACCCGGGGGNACCCAACTTAATCGCCTTGTGGCACA
TCCCCCCTTTTTCCNCTGGNGGAANAANNAAAAAGACCCCACCNATATCCTTCNCCACANATGTTGCACCTGCANGNGNG
AAAGAAGGCCCCCCNCNGGANGCGCNTTANTAAANGGCGGGGGGGGGNGGTNNTTCCCNCCGNGANGGCTANNTTTNNT
GGGGGCNCNACNACCGCCCTTCCTTTNTTTCCTCCTTTNTTGCCCGNACGGGGGGNTTTTTNTCCANGNAAAANAANGGGG
GGCCCCCTTTTNGNNNNAATTNTTTTTTNTNCCCCCCCCCCCCCCCCAAATTTGTAAGGGGGTGGTTNNGGNCGCNCCCCC
CCAANAAATNTTCNNNNCCCTTGGAGTCGANTCNTTTNTTT

PT402C4-
TCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCT
AAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGC
CGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGACTAACTCACATTAANTGCGNTGCGCTCACTGGCCGCTTT
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CCAGTCGGGAAAACTGTCGNGGCNGCTGCATTAATGAATCGGCCAACCGCGGGGANAGGCGGGTTGCGTATTGGGCGCTC
TTCCCTTCCTCGCTCANTGAATCCTGCGCTCGGGCGTTCGCTGCGGGGAANGGTATCNCTCCTCCAAGGGGGGAATACGGT
TNTCCCCCAATCCGGGGATACCCNGGAAAAAANTGNGNAGCAAAGGCCNCCAAAGGGCCNAACCNTNAAAAGGNCCGTT
GTNGGGGNTTTTCTNAGGCNCCCCCCCCGGAAAAAATN

XIX. PT403C+

CCGAACACGGCCAGTGGAGGGAGTGAAGGAGTGTGTGTGTGTGTTGGGGGTGGGAAAAAAAAAAAAA

Seqiiéncias dos transcritos de C. subvermispora isolados a partir do cultivo em P. taeda e obtidas
utilizando-se o primer —-OPJ04/T12VG

L. PT105G1+
CCGGAACACGGGAACCCCGGAAAGTTAAGATTAATACTAATCTTAATGCTAAACCTTAATAAGTGGAAGGTGTCACTGAC
TTGCATTATTTCAAAGCTTCGGTCAGAATTTTGCAATTGGCACGGGGGCAAGATATTGGAGGAAGCAAATGCCAAGGGTA
ATGCCTTGGATACTCGAGGTGTAATCAAGTCTGATAGATTCACCTTGAGGGCACTTAACAAAAGTGTACTGCTGAATTCCA
TAAGCCTTAATGAGGTTACATTAATACCTAATGGGGGTAGAAACAATATCAGAGACCTCGTAAGAGCGAGATATATGTCT
ACTCTTCCCAAAAAAAAAAAAAA

II. PT105G2+
CCGGAACACGGGAGGCCAATCGTTAACCAGCGGTGTAAGTGAAAGAGTGGATTTGTATTTTGTGCTTGTCGTATTGTTGCA
ACGTGCTATGTATCGTTATGACTACTACTGGGNGTGTGCCCAAAAAAAAAAAAA

PT105G2-
TCCCATATGGNCGACCTGCCAGGCGGCCGCGAATNGGGGTAGTGATTTTTTTTTTTTTTGGGCACTTTTNCAGCTAGNCAG
CCATAACGATACATANCACGNTTGCNNTANGGGNGACAAGCACANAATACAAATCCNCTCTTTCACTTACACCGCTGGNT
TAACGATTGGCCTCCCGTGTTCGGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGTNCGGGAGCNTGCGCACGTCGGGCCCAA
TTCGCCCTATAGNGAGNCCGTATTACNATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGNAAAACCCTGGCGTTACC
CAACTTAATCGCCTTGNNNCANATCCCCCTTTCGCCCANCTGGCGTNATAGTCGAAAAGGCCCGCACCNNTNGACCTTTCC
CAACAGTTGTNCCNACCTGAATGGNCGGAAAGGTACGCGCCCTGTATCGCCNCNATTAANCGACGGGCNNTGTGGTGGTG
GATTAACTCNCTAATAGNGAACGGCTTACACTTNGTCCAGANGCCNTAGNGGGNCGGGTCCCTTTNCGNNTTNCCNTNCC
CTCACTTTNTTCGCCAANAATNNCCGGNTTTTCCNCGNTNAGGNNTTAATNNNNGGAGGCTCCCCTTTNAGGGATCCNGA
ATTNNNGGNTTTTACNGCANCTNCNGNACCCAAANAATTNAATNAGGNNGNGGNTTCCNANNAGGGCCCNNCCCCCGAN
ACACGGTNTTTNCNCCATTNAANNNGGNGCCCCCTNTTTCTANATGGAACANCTNTTTCCANANCNGAAAACATCTCACC
CTANTTNNGGATTAATTTCTTGANNANAANNGANNNTNTCNNAATTCAGCCCTTNTTNANTAAAAC

IIL. PT602G1+
CCGGAACACGGTAAATTATTGGCTTATTTTCCAAGTTNCCGTTACACCCGATAGTCCCGAAATTTTGAAGTACCTGGAANT
AAATAGGTGCATAAAGATTTTTTGAAAAGGAAGATGTTTATACCGCATCTTCCTTTTATTTTGTACCTATCATGGAACTGA
AGGATATTATTGGACAAACCGCATTGAAAAAGCAATTGGTAGCAATGGTGCAACAAAACCGTTTGGGCCATGCCTTATTA
CTGATAGGGAAAGAAGGCAGTGGTGCTTTACCGCTTGCCGTTGCTTTTGCCCAATGGATGGTTTGCCAACCGGGTAAACAT
GCCTCTGCCCCTGCCGCTGCACTTTTTGGCGAACAGGAATCTTCCATTGAAAAAACCGATTTTATTAGCCCGGAAGCCATC
AGTAATATGCCTAATTTTTCCAGGGCTACCCNATTCATGCATCCTGGATTTACACTTTTCNTATCCCGGTTATCCCGAAAAA
AAAAAAAA

Seqiiéncias dos transcritos de C. subvermispora isolados a partir do cultivo em P. taeda e obtidas
utilizando-se o primer —-OPJ10/T12VC
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L. Pt101C1+
ANATNNCCANNTNNNTTGAAACCTGAATGGGCCCGAGTTGCAGCTCCCGGCCGCCAGGCGGCCGCGGGNAATCGATAAG
CCCGNTTTAACTATCAACCGAATGAGTAACGAACTGCTGTAAGCCAG

1. Pt102C3+
AACCCGNGGTCTGACGAGACGTTATTGGAGCGACTTAGCAACGAGAACACCTCGCTGAAGAGAGAGAATGAGCAGCTAT
CACACAAAATTGGCTTGCTTTTGGAAGTTGATCAACCCAATTTCGGACATGGTCGACCGCTATCTGGCGTATCCGAGCGTC
GTGTCAGCACATCCAGCTCCGTTGCTTTCGAGCACCTGTCGAGCGAGTTGGATGACTGGCAGAGGCAACTAGCAAGCTCG
TTGAGCAATCGGCGGATTAGTGATTATGATCCAACACCACTTTCCGGGCACGATCGAGCGAGGTCACGTTCATGAGCTGTT
GACGTTTGTACCCCCATATTTATTACAGGCAGATACCCGTATTATCCCATTCGTTGTCGCGCAAAAAAAAAAAA

Pt102C3-
TTTTTTTTTTTTTGCGCGACAACGCAATGGGCATAATACGGNTTATCTGCCTGTAATAAATATGGGGGTACAAACGTCNAA
CAGCTCATGNAACGTGGACCTCGCTCGNATCGTGCCCGGNAAAGTGGTGTTGGATCATAATCACTAATCCGCCGATGCTC
AACGAGCTTGCTAGTTGCCTCTGCCAGTCATCCAACTCGCTCGACAGGTGCTCGAAAGCAACGGAGCTGGATGTGCTGAC
ACGACGCTCGGATACGCCAGTATAGCGGTCGACCATGTCCGAAATTGGGTTGATCAACTTCCAAAAGCAAGCCAATTTTG
TGTGATAGCTGCTCATTNTCTCTCTTCAGCGAGGTGTTCTCGTTGCTAAGTCGCTCCANAANCGTCTCGACATGACCTCNGT
CTTA

II1. Pt103C3+
AAGCCCGNNGACAATGGACGCTACGCAATATATNAATATACGATACGGGACTGCGTNAATTACGCCCCTGGGCAATCTGT
TGTGTATCTTCGTGGATCCTGCGCACGGAATATGGAGTCTGGGGAAACGCATACGCGTCCGTTCTGGTTATGTCTCGCTGA
CGGCTTTGGCAGCAAATGCAAATATGTAGTCCGCAAAAAAAAAAAAA

Pt103C3-
TTTTTTTTTTTTTGCGGACTACATATTTGCATTTGCTGCCAAAGCCGTCAGCGAGACATAACCAGAACGGGACGCGTATGC
GTTTCCCAGACTCCATATTCGTGCGCAGGGATCACGAAGATACACAACAGNATGCCCAGGGGCGTAATTACGCAGTCCGT
ATCGTATATTATATATTGCGTAGCGTCCATTGTCCTCGGGCTT

IV. PT151C2+
AAGCCCGNGTGGGGGCATGNTTCTGTTATAACATGGATCGTGCAGTCTTACAACTCCAATAATCATATGCGTTGGATTCTT
TGGAAAAAAAAAAAAA

V. PT151C5+
AAGCCCGATTTTGANTACACGGTGATAGCACCCGTACGGACGCCTACTGGCCAGNATCTGAATGACGTCCAAGTCAGACA
TTCTCGCTGGGTATACGCACCTGACGAAACGAGGTGCGCCGTTGACGGTGAGCGCTGTCCTTGCAGTTAGGTTATCATATT
TGTTTATCGTTTGAGTCTNAGGGTN

PT151Cs5-
TTTTNNNAAGNCCGCGGNANGCCCGCNCGGGNGNAGNATTCGGCCAAAATATCGNANGCAAGGCGAGCACCTCAACGTN
NGNACAACTGGGCCCACCAGGCGCTTNANCCCGCCANCATNTCACCTNCCGGAAGCCTAACACAACNCATGCANACGTTC
TCATCAGGCTCGTNAAACGNAGNACCCANAAAAAAGTACTGCGATGTACATGGNAGCCACCTNANGCTNCCATNAGGTG
NCCCGCACGGCNGANACCGTNCANTCCCACACACGTTCTTCAAGCGCACCTAACAGAANCANACGNNCCATAAACTGCCN
AAGTNACCCTGNGTNTCCANANGNACANACNATANATGNAAACACCNAANCCGCNANGGAACAGCGNCNCACCGCAANC
CGGCGCCACNCTCGTTTTAGACAGGNGCGNATCCCAGCGGNGCAAAGNCCCGGNCTNAGNGNCGTNNATANAAGANACC
GCNCCANCAGCNNNCNNGCACGGGANNCTNAAANACNGGNCCTATNCAACCCNCNGACCNTTACCTCNANTCCCCCNGC
NACGGNNCNGGGTCGCTCCNATCACAACNCCACNATACNNCCCCCNNCCCCCCCTNANNTC

V. PT151Co6+
AAGCCCGNGGTCTTGTNTGTCGTCGAANATCTTGAGNAGGTCGCCAGTATAAATCTTGAGGTGCCGCCGCAAGNACTTGC
GCAGGTCGCCAGGTCTTGAGGTGTCGCCAAATACCTTGTAAATGTTCGCCAGTAGAGNATCTTGAGGCTATGCCGACAATC
TTC

PT151Ce6-
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TTTTGAAACCCNNTGNGANACNCCCAGGGCGTTGGNCCNACTATCCCCANATGGTCCGNACCTGTCAGGNCGGCACGCGA
AATCTTACTCATTTTATTCAAGNCCCGAANGTATCATANAGAAGGNTNCTTTACTTNCCACTCCAGNATGCTCACCNCCAG
ACCTTTCTGACGCCCNCGGGTTCANCGGGTAGGGACCGNCCANTACNTCCGNCTGACTACGTATACGGNATACTCGTCAC
CTAGANTTACGGTTTCGNGTTACGGAACTGNCNAACGGTTCANNTNCATGACACCCGTTCTTTCAGGANCGNGCNTTGNG
CTAGNTNANCTAATACNAAGNGGTGCGATAAAAGCCTNNTCNAACTGCCCGANCCTGNACGGNNANACTTCATAGGANG
TTGCCGNNCCACNAGTNAAGGCANCCNNCNNGGNCCGANTAACCCTTCNNAGAANCATCTNTGGANCTCAAACNNNGTT
AAANGNACNACTTNAGCGACGNATCCGTNCCCACAAGTCCCAANCGCNCAAAGGCNTCTCANGNTNNNANNAAGNANCC
TCNCGGGTCNGATTNNNNCNCNTNCNGNACGGCACNTNCCCACNTNCCCNNCGGAANNTTCTNGCCCNCACANTANCNNC
ANNANCACACCCCNCGTCCGGTACTTNACACNNAANGGNTCAAAGGTGACTAGNTANTAAAACATCTTNNGGNNCGATN
CCCCTNCNACNGGCNCTNCTCNCNATCNTNNNNCNANNANGNACGCTCNGGNNNNNACACCCCCCNANNNNCANNACCN
TCGNTCNCACATTCACCTAGNGACCTNNCTACNCTCAANNANGNNTCCTCCNATAGCCTTNCNNACNCNNAACACCC

VI. Pt153C2+
AACCCGNNGGTTGAATNNACGGTGATAGCACCCGTACGGACGCCTACTGGCCAGTTTCTGAATGGACGTCCAAGTCAGAC
ATTCTCGCTGGGNATACGCACCTGGACGAAACGAGGTGCGCCGATGACGGTGAGCGCTGTCCTTGCAGTTAGGTTATCAT
ATTTGTTTATCGTTTGAGTCTCAGGGTACATTGCAGTTTATGGCCGTTGTTCTGTTAGAGTCGCTTGAAGAACGTGTGTGGA
ATGAACAGAACGCCGTCGGGCCACCTATGGAGCATAAGGTGCACCATGACACGAGTCATTTATATGGNTTCTNATTACAG
CCTGANGAGANNTTNCATNNTTGNGGAGGCTTCNAANTNTATGTTGNTTTNTNCNTGTGNNNNCNNNTNTCNNNNTNNNN
NNATTTTTTNATNNNTTT

Pt153C2-
AATTNCNTNGNTGCCGCTTGGAGTGGATCGGNCAAAATATCGTATGAAGCGAGTCTTCAACGTTGTCAACTGGCCCACCA
GGTGCTTATCCGCATCATTCACCTTCGAAGCCTCCACAACGATGATACGTCTCATCAGGCTGTAAATGAGAACCCATATAA
ATGACTCGATGTCATGGTGCACCTTATGCTCCATAGGTGGCCCGACGGCGTTCTGTTCATTCCACACACGTTCTTCAAGCG
ACTCTAACAGAACAACGGCCATAAACTGCAATGTACCCTGAGACTCAAACGATAAACAAATATGGATAACCTAACTGCAA
GGACAGCGCTCACCGTCATCGGCGCACCTCGTTTCGTCAGGTGCGTTATCCCAGCGAGAAATGTCTGACTTGGACGTCATT
CAGAATCTGGCCAGTAGGCGTCCGTACGGGTGCTATCACCGTGTATTCAACCCTCGGGCTTA

VII. Pt202C2+
CATGGAATCCCGTANGGTGACATCGCATTGACAAGCAACCCGGACACTTTTGTATACATATCGTACACTGGCAATCTACGC
TNAAAACATCTCACGCCGCATCGGCGGGTTCGCCTGTGAGACAATGTCTGGAAGTACTCCTGGAACCATGTACCGGCCTC
GGGCTTA

Pt202C2-
AATTTTTNTNGGCCGGTACATGGTTCCAGGGAGTGCTNGCATACATTGGATCTCACAGGCGNAACCCGCCGATGCGGCGT
GAGAAGTTTTAGCCGTAAGAATGGCCCAGTGGTACCGAATANTGTATCAAAAAGTGGTCGGGTTGCTTGCCAATGNCGAA
GGTCAACCATTNCGGGNAGTTTCCATG

VIIIL. Pt204C5+
AACCCGNGGTTCATGCTCAGGGCGCTACGCGTGCCAATCGCTGGAGTGACTGTTGGTGCTGGAGGTCTTACCTATGCCAAC
TACAAATTTGAAGGTGAGTTATATTGATTAGTTGTTCAATACGGAGGGGTGACAGTCCTCGTGTGCTAACAGAGTTCAGGA
AAAACGTCCGCAAACTGGATAGCGACCGCGCAGGATACTGCTGCAGACTTGCTCGATACCGCCTCGGGCTTA

Pt204C5-
AATNCCGTGGCGGTATCGAGCAAGTCTGCAGCAGTATCCTGCGCGGTCGCTATCCAGTTTGCGGACGTTTTCCTGAACTCT
GTTAGCACACGAGGGACTGTCACCCCTCCGTTATTGAACAACTAATCAATATAACTCACCTTCAAATTTGTAGTTGGCATA
GGTAAGACCTCCAGCACCAACAGTCACTCCAGCGATTGGCACGCGTAGCGCCCTGAGCATGAACCTCGGGCTT

IX. Pt205C1+
AAGCCCGNNGNGTTGGTTGCGGNGGAACACGATAAATTTCTTCAGGGAACGTCAGAGACGGGTTCAATTGGAAGTCTCGC
TTGGAGCGAGATCGGATGCTCTCGAGGGAGCAGCTCACTAAGGGAAAGAAAGAAGTCGCGACAATTCATGCTTATTGCAC
AGAATTTGAGCGCGGAGAATGAAAAATACAAAGAGAAGGTAAGCCACTTGCGGTGTTGGTTCTGTGTCATCTGTCACTTA
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TCATTTATTCATAATGGAAATTAGCCAACTTCGCAAGAAGAAATACGGAGTATACCAACAAGCAAGAAACGAGTGGAGAT
CCGTAGTTCCATAGACCGATAATCGCACGCTTCATTCTGATACGACGAATATACTTCTGGAAGAACCCTNGTACGTTTAGC
CCTTTATGCTCAATTCACTCTTCCTTATATTTCCTGTAGCCCCGTTCTCTCTTCGATACATAAGTATACTAGGTGGNGTCCTC
GGGCTTA

Pt205C1-
AAGCCCGNGGGACACACTAGTACTACTATGTATCGAAGAGAGAACGGGCTACAGGGAAATATATGGAAGATGAATTGAG
CATAAAGGGCTAAACGTACAAGGGTTCTTCAGAAGTATATTCGTCGTATCAGAATGGAAGCGTGCGATTATCGGTCTATG
GGAACTACGAATCTCACTCGTTTCTTGCTTGTTGGTATACTCCGTATTTCTTCTTGCGAAGTTGGCTAATTTCATTATGAAT
AAATGATAAGTGACAGATGACACAGNAACCAACACCGCAAGTGCTTACCTTCTCTTTGTATTTTTCATTCTCCGCGCTCAA
ATTCTGTGCAATAAGCATGAATTGTCGCGACTTCTTTCTTTNCTTATGAGCTGCTCCTCGAGAGCATCGGATCTCGCTCAGC
GAGACTTCAATTGACCCCGTTTTGGACGTTCTGGAAGAAATTATCGGGTTCCTCCGCAACCACTCCTCGGGCTTTAACACC
CCCCNCNGGGCCGCCNTGGCGGNCCGGGAACNGCCCAACGTNNGGGCCCAATTCGCCTNAGNGGAGNNGGNATTAACCA
TTTNNGGGCCGNNGGTTTACCAACGNNNGGGACGGGGNAANCCTTGGG

X. PT205C5+
AAGCCCGAGGGGATATAATTGGCACCCTCTCAAGAGTTGTCGGGCGGATCCTCGACCAATACAAATATGCTAGCTTTGAG
CATCCGGAACGCTCTCAAGTGGACCCCATTCCTGCAAATGCACATGTACCGGAGACACCGGATGACGTGCTTAACAATCT
CAAGCTGTTACAGAGAACCCGGGAAGGGTATGTAGCGCTTCAATTGCCTCTCTCACCAGAATGGAAGCGTCCATCCGCGA
GGCGTGCCGTCCTTATTACAGCAAATGGTCTAGGGTACGAGTTGGCCTGCGAAGTACTGTTCTTCCTGGCATATGAACTAT
GAGCTGTGCTGCCGAAGGAATCAACATGTTCTGGTGCCATGCAATCAGACATTTGTTGCATGTGCACGATTAACTGTAGAT
GGAACTCTTACTGTATTTTGAATANTCTGTCNTTTGNNNNGGGAAAAAAAAAAAAAAATCCTAGGGAATCCGGGCGCCTG
GAGGCGACCATATGGGAAACTCCCACGCNTNGGANCTAGCTGNGTNTTCTNAGGGNCCCNAAANACTGGGGTAATCTNG
GCNTAGTNTTTCCGNGGGAAT

PT205C5-
TTTTTTTTTTTTTTCCACTACATNACTACATACTTATTCAAATACAGTAAGAGTTACATCTACAGTTAATCGTGCACATGCA
ACAAATGGTCTGATTGCATGGCACCAGAACATGTTGATTCCTTCGGCAGCACAGCTCATAGTTCATATGCCAGGAAGAAC
AGTACTTCGCAGGCCAACTCGTACCCTAGACCATTTGCTGTAATAAGGACGGCACGCCTCGCGGATGGACGCTTCCATTCT
GGTGAGAGAGGCAATTGAAGCGCTACATACCCTTCCCGGGTTCTCTGTAACAGCTTGAGATTGTTAAGCACGTCATCCGGT
GTCTCCGGTACATGTGCATTTGCAGGAATGGGGTCCACTTGAGAGCGTTCCGGAGCTCAAAGCTAGCATATTTGTATTGGT
CGAGGATCGCCCGACACTCTTGAGAGGGTGCCATTATATCCCTCGGGCTT

XI. PT206C3+
AAGCCCGAGGGATATAATTGGCACCCTCTCAAGAGTTGTCGGGCGATCCTCGACCAATACAAATATGCTAGCTTTGAGCA
TCCGGAACGCTCTCAAGTGGACCCCATTCCTGCAAATGCACATGTACCGGAGACACCGGATGACGTGCTTAACAATCTCA
AGCTGTTACAGAGAACCCGGGAAGGGTATGTAGCGCTTCAATTGCCTCTCTCACCAAAATGGAAGCNTCCNTCCGCGAGG
CGNGCCGTCNTTATTACAGNAAANGGNCTANTNACNNTTCCCCNANAAATTTTTT

PT206C3-
TGNNNNNNTCNNNNTTCCANGCNAGTTTCNAGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGG
ATTAAGCCCGAGGGACATAATTGGCACCCTCTCAAGAGTTGTCGGGCGATCCTCGACCAATACAAATATGCTAGCTTTGA
GCATCCGGAACGCTCTCAAGTGGACCCCATTCCTGCAAATGCACATGTACCGGAGACACCGGATGACGTGCTTAACAATC
TCAAGCTGTTACAGAGAACCCGGGAAGGGTATGTAGCGCTTCAATTGCCTCTCTCACCAGAATGGAAGCGTCCATCCGCG
AGGCGTGCCGTCCTTATTACAGCAAATGGTCTAGGGTACGAGTTGGCCTGCGAAGTACTGTTCTTCCTGGCATATGAACTA
TGAGCTGTGCTGCCGAANGAATCAACATGTTCTGGTGCCATGCATTTTTTTCCTCGGCTTAGAAANAAAAATTGC

XIIL PT206C4+
NNGNNNNNNNNNNNNTTCCNAGNNNNNTTCCCAGNGNTCTCCANGCGTTCNNNCCTGACTTNCNAGCNCCCNNNNNCCA
TGGNGNNNNNGNCNATACGNATAANACCTGAGGNNANNTNCTTGGGACCCNCNCNAGCAGATGCCCGGCNANCCNCGAN
CNNNACAAATNTGNTAGANNTTGANACATCTNNCAACGTGTCNCNNNNGTACCNCATTCNTGCANNTGACACATNTACCN
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NGAGACGANCGGGATGTANGANGANTNNNCANNCNCNAGCTGATTACACCAGAACCCGGGGAAAGGGTATGTANAAGCT
TCATTTGCCTCTCTAAAGCAAAAATGGCNAACNCCCATNCNNGGAGNCGCGNNTTCCTTATAAAGGCAAANGGTCAAGGG
TACAANTGGGCCGGCAAATTNNTGNTCTTCCTGGAATATNAACTTTGNGNTGGGGGGCCAAAAGATTCANCGGGNCCTGG
NGNCTGNNCCCGGACNATTTGTTGCATGTGCACNATTAACTGNAGATGTAACTCTTACTGTATTTGAATAANTATGNAGNT
TTGTAGTGGAAAAAAAAAAAAACACCTCGGGCTTA

PT206C4-
TAAGCCCGAGGTGTTTITTTTTTTTTTCCACTACATAACTACATACTTATTCAAATACAGTAAGAGTTACATCTACAGTTAAT
CGTGCACATGCAACAAATGGTCTGATTGCATGGCACCAGAACATGTTGATTCCTTCGGCAGCACAGCTCATAGTTCATATG
CCAGGAAGAACAGTACTTCGCAGGCCAACTCGTACCCTAAACCATTTGCTGNAATAAGGACGGCNCCCCNCGCGNANGGA
CNCTNCNATTNNGGTGANAGAGGNAATTGAAGCGCTACATNCCCTNCCCGGGTTCTCTGTAACAGCTTGAGATTGTTAAG
CACGTCATCCGGTGTCTCCGGTACATGTGCATTTGCAGGAATGGGGTCCACTTGAGAGCGTTCCGGAGCTCAAAGCTAGCA
TATTGTATTGGTCGAGGACGCCCGACAACTCTTGAGAGGGTGCCAATTATATCCCTCGGGCTT

XIII. PT206C6+

AAGCCCGAGGCAAATTACGTGGTAAAAAAAAAAAAA

PT206Ce6-

TTTTTTTTTTTTTCCACGTAATTTGCCTCGGGCTT

XIV. PT207C1+
ATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGGAACCGTAAAAAG
GCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCG
AAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCT
TACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACGCTGCGCCTTATCGGTAACTATCGTCT
TGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTANCANAACGAGGTATGTAA
GGCGGGGCTACAGAGTTCTTGAAGNGGGGGCTAACTTCGGCTACNCTANAANAACAATTNTTTGNATCTGCGCTCTNGTG
AAACCAGNTTNCTTCGGNAAAAA

PT207C1-
GNNNGAGGGGGGGGGGAAATCTNAANGGGAGTTCCNAAGGGGAGAGNAGNGTTCCAAGGANGATTCCAAGGGGACNNA
GGGGGAGNGTGCNAANNGTNNCAANNACNAAACNAAGNTTTNNNAGGGGANNAGNAAAAANAANNACNTTNACGGANT
NGANAAGNGGGGGGGGNGGAGNAGGANANACANGAGNCAANAGGGANNAGGCGAGACNGCGGAAGGNGNNANNGAG
GNNGACAAGANGAGCGAGNGAANGGAGGAGGAGGGGGGAAGAAAGACGNNAGGNAAACCGAAGGAANGACAAAAAN
ANGAGANGNANACAACGACGGNTANAGNGAGNNAANGAGANNAGGNAAGACTGNNAGNTCGANCGGANAAANAAACA
ANNGGANNGNGCNGNAGAGGGGGAGNGAAGTAAGNGAGAANAGCNGAAAGAGGACNGANGNGAGCAGGGGAGACGGN
AGNTGNGCCACGAGNGGNACTNNAGNCACNCAAAATNCCNNCNNCGNATTCCACCTCCCNCCNNNNCNNTATNAATCNA
AAACACCTCNNNCTNCGAACNCCCACCACTANTAANNCTNTCCACACTNTACNTGCNNCACACGATCCAAAGAGANCAAC
ATCCACCATTNACAAGCACTCCAGGCACACCATCACAGCNAACNACNATCAACNGNCAGAGGGGAGANGNAGGGNATAG
NGCGNGNTAACAAAGCAAAGNNGTTCGGAGGGNANANNGGCAGAANGTNAGATNAGGATNAGAGAAAGNAGNGGGTGC
GNGNNGCGACGAANAGAAACCGANGGCNGANGAGNATNCAGGGGAAANNCGAGACCCCTCTNGGNTCCATNNAAAAAC
ATAGAANCTACTTCTTTCTCANAACCNATAGTNAAANCCTCNAGGGCACATCGGANACANAGGANGAGAGACCANAAAG
ACAGNACAGGGTGAGCATGGNAGAANGAAGNANGGNGNANN

XV.PT207C2+
NNNNNNNNNNNTTCAAGGNNNTTTCCAAGGNNNNNNNNNNGTTCAAGCNGNTTNCNGGCGCGAATTCACTAGTGATTAA
GCCCGAGGGGGATAAGGCTCCTCTTCATATGCTCGTCTTCCTGCATTGCCTCCTGTGGNCGTTTCATTCGATTTCTTCTTTTT
TTTCACCCCGTACCATCTGCGTCGTCCCTGCGTCCCTGATTTCTCCAGTTTTTACCCGGAGGACGCGTACAACTCGTACGCG
CTGGCAGCAGTCAAAAATGGNGGCCANNGNAAAGNCAAATGGCCNACAAAGGGANNTGTTCTTCATTCCCCTCATGTAN
GGAAACCAAACTANANAAGAGCTTTGANTATACATCANCNCNCNTGATGGGATGCAATGCATCNATACCTTGGTGATCAT
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CACGGATAGCAATCTGACTTGANATGGACCTNGGCCTTNANNAAAATCCCGCCCCCCCGGGGGGGNNANGNAAANTNNN
CCCCCCACCCCCCCCCNCTTNNGGGGNNATAAANNANATTTNNCGGNNCGTNGTTNTACCNCNTGGNGGGGGNAAAANN
CGGAAACNNCCCCAATTTAANCACTTTNAGCCCNTCCCCCTTTCCCCNTTGNGTAATNNNNAAAAAACCNNAAANGACGC
CCTTCCCAACANTTNNCANCCTGAAGGG

PT207C2-
GNNNNNNNNNNNTTCCNAGNNNNTTTCCAAGGNTCTCCATATGNTCNACCTGCANGCGGCCGCGAATTCACTAGTGGATT
AAGCCCGAGGGGATAAGGCTCCTCTTCATATGCTCGTCTTCCTGCAGTGCCTCCTGTGGGTCGTTTCATTCGATTTCTTCTT
TTTTTTTCACCCCGTACCAATCTGCGTCGTCCCTGCGTCCCTGAATTTCTCCAGTTTTTACCCGGAGGACGCGTACAACTCG
TAACGCGCTGGCAGCAGTCAAAAATGGCGCCCAGNGCAAAGNCAAATGGCCTACAAAGGGATCTGTNCTTCATTCCCCNC
ATGTAGCAAACCAGCCTANAAACGGGCTTTGAGTATACATCATCAGNCATGATGGTNTCCAATGCATCTATACCTTGTTGA
TCATCGCGGATAGCACTCTGNATTGGATATCCCCCCGGGGNTTAATCAAATCCCCCGGCCNCCATGGCGGCCGGGAAAAT
CAAACTTCGGGCCCAATTCCCCCTATAGGGNGGCGGTATAAAATTCACGGGCGGCGTTTTACAACGTCNNGATNGGAAAA
ACCCGGGNGTTANCCCAANTTAACCCCTTGGAAAAAAATCCCCNTTTCGCCCGGTGGGGTNANAACCAAAAAGNCCCCCC
CGAATTGCCCCTTCCAAAAAGTTGCGCCAACCTGANN

XVI. PT207C4+
ANNNNNNNNNNTNGNGNNGNNNTNNNNNNNTTTCCCAAAGGNNNNNTTTNCCCAAAGGGNNNNNNNNNNNGGNGGTTT
CCAAGCNCGGACNTTNCCCAAGGCGCCCGAGGTCNCACCATGGGGNGGGCCGANGGGNGCAATNTNGGGAGTAANAAAC
GCGGAACGTTGNTATCNAATCANGGGNCNCGAAGTGGCCNTGCCGGCTNGATGGATCCAANCAGAGGGGNGATAAGAAA
GNNCNNTAGNTACANCCATNTTGGNCTGGANGGAANGGTAATANTCNGNANGCACGGTCCCTGGGGCCGGGGNTGGTTN
CCCGGAGGGGGGNAAACNAANGAAAAANAACCCCTTNTTANGGNCATTTTANNTTNCACTGGGGAAANCNGTTTTNTCN
ANTGGGCGACNCCAACNGGAACCAAAATNNNAGGGCCTCCTCCCCGGGTAAAAACCGGGGGGAAAAACAAGNGGANCC
CCNNGACCANGCCNTATGGGGTTACGGGTGGNAAAAAAAANAAAAGAAAANCCAANGGGAANCCACCCCNNGGGGGGC
CTCNGNGGNAANAACACNTTTTTNAGGAGGGGCCCTCTTCCCCCNNCNGGGGGTNATTCCCCANGGGGAANNTNNGGGG
NCCCGGGGNGGGGGGGNCCCCNNTNGGGGGAAAAACCCCCCANGGGGGGGGGGGGAAAAAAANTTGGAGGGATCCCCC
CCNTNTCCCCCCCAAANANNTTGGGGGGNAAAAACGGGGGGGANCCCNNTTTTTTCAGGGGGGGAAAAANAGNANTACC
CCCCCNTNTCCNCNNGGGGANAATTAACCNAAGGAGGNCCCCACNGGGNTCNCCCCTCCGGGGGGGTTTANNAGAANNG
NAAAAAC

PT207C4-
GGGGTATAAGGCTCNTCTTCATATGCTCGACTTCCTGCAGTGNCNCCTGTGGGCGTTTCATTCGATTTCTTCTTTTTTTTNA
NCCCGTACCATCTGNGTCNTCCCTGCGTCCCTGATTTCTCCAGTTTTTACCCGGANGACNCGTACAACTCGTACGCGCTGG
CAGCAGTNAAAAATGGNNCCCAGTGCAAAGTCAAATGGCCNACAAAGGGATCTGTTCTTCATTCCCCTCATGTANCAAAC
CANCCNAGANNCGCGTTTTGGNTCCCTTNCNANAAAAAGGNATCCAAGGNCTNCTNCNCNNNTGNAACCCGGAAAAAAA
NCTNANTTTTTNAGAAACCCTNCGNTNTNTTNNAAAANATCCCCCCCCCCCCCANNNGGNNNCGGCGANANNCAANAATN
CNNCCNCCCCNCCCCCCCCCCNGAGGGGGGANAAAAAAATNAAAATNTCNGGNCCTTTTNTCCCCCCCNNNTGGATGGGN
AAAAACCTGGCNTNACCCCAACTTNAATTNGCNTNNNCCCNTCCCCNTTNCCNCCTGGANTAAAANAAAAAAGCCCTNNN
TTNNCCTNNNNAAGGNGNNGNNGTGGAN

XVIIL Pt207C6+
AAGCCCGAGGTGCATATCAAGTCAGAGTGCTATCCGCGATGATCAACAAGGGTATAGATGCATTGGATACCATCATGGAC
TGATGATGTATACTCAAAGCACGTCTCTAGGCTGGTTTGCTACATGAGGGGAATGAAGAACAGATCCCTTTGTAGGCCATT
TGACTTTGCACTGGGGCGCCATTTTTGACTGCTGCCAGCGCGTACGAGTTGTACGCGTCCTCCGGGTAAAAACTGGAGAAA
TCAGGGACGCAGGGACGACGCAGATGGTACGGGGTGAAAAAAAAGAAG

Pt207C6-
TAAGCCCGAGGGGATAAGGCTCCTCTTCATATGCTCGTCTTCCTGTAGTGCCTCCTGTGGTCGTTTCATTCGATTTCTTCTTT
TTTTTCACCCCGTACCATCTGCGTCGGTCCCTGCGTCCCTGATTTCTCCAGTTTTTACCCGGAGGACGCGTACAACTCGTAC
GCGCTGGCAGCAGTCAAAAAAAAAAAATGGCGCCAGGNCAAAAAAAANAGGTTNCCNAAAAAAATTNGGGGGGCCCCC
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TTNAACNNAAAAAAANGGGGGGGGGNAAATTCCCTNGGGNNTTTTCCCNNTTTTTCCCAAATTTTTCCCCCCCCCCCCTTT
TCCCAATTTGGGGTTTTAAAGGCCAAAAAAAAAAAAANCCCCCAAAAGCCCCCCTNTTTAAAANAAAAAAAAAAAAACC
CGGTGTGGGGGCCTNTTTTTTTTTTGGGGGAGGGGGTTTTTTNTTTTTTTTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCC

Seqiiéncias dos transcritos de C. subvermispora isolados a partir do cultivo em P. taeda e obtidas
utilizando-se o primer —-OPJ10/T12VG

L Pt51G4+

AAGCCCGAGGATGTATGATGGTCTGCCCGCCTCGTTGTTGTGCAGA

II. Pt 52G1+
AAGCCCGAGGGAAGAGGGCAATAGACTTCTCGAGTTATGGCCGGATTGGTAATCTCACGGGACGGTCTCTCTGCAATTCC
ACGTTTTTGTGCACTCTGTTGTGTCCCAGGCTTACGCATACCGCATCTGTATCACTATCGCATCACCACACTCCTCCGCGCT
CGCATGTAGTCAAGATCATCGCATCCATGTAGTGTCCATATATACCCGGCAATTGTTATGTCTATATCTATGTTACTTTTCG
CCCAAAAAAAAAAAAA

Pt52G1-
TTTTTTTTTTTTTGGGCGAAAAGTAACATAGATATAGACATAACAATTGCCGGGTATATATGGACACTACATGGATGCGAT
GATCTTGACTACATGCGAGCGCGGAGGAGTGTGGTGATGCGATAGTGATACAGATGCGGTATGCGTAAGCCTGGGACACA
ACAGAGTGCACAAAAACGTGGAATTGCAGAGAGACCGTCCGTGAGATTACCAATCCGGCCATAACTCGAGAAGTCTATTG
CCCTCTTCCTCGGGCTTAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTAT
AGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGC
CTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAACGAANAAGNCCGCACCGATCGCCCTTCCNACAGTTGCGCAGCC
TGAATGGCGAATGGACCCCCCTGTACGGCGCATTAACGCGGCGGGTGTGGTGGTTACNCGCAACGTGACCGCTTCACTTG
GCAGCGCCTANCGNCCGCTCCTTTGCTTTCTTNCCTTCCTTTTCGCCCGGTNGCCGGNTTTCCGTCAAGTTTAANTNGGGGG
TCCCTTTAGGGTCNAANTT

II1. Pt52G1+
AAGCCCGAGGTACTTTCCTCCTCAAGAAGGAGCTCGCACGAGCTCGCGGAGAAGCACAGTCCACCGCTTCAAGGTGTACT
ACGTCCTCAACAACCCGCCGCCCAACTGGCNAGGGNCGGCGTCGGTTTCGTGTCCAAGGAGCAGATCGAGTAAGCACCTG
CCCCCGACAGACCACANACATCAAGGTTCTGCTTTGCGGCCTCCTTCCGCCGATGTATGAACCGCCTATGTAAAAAAAAAC
ATCTGGCCGATCTCAGCTATTCCCCTGCACCGAGGACGGTCAGCAAGCTTGACGATCAGGTATTTCCTTTTTTTTTTNGNGG
GGGGGGGGGNGNNNC

IV. Pt52G2+
AAGCCCGAGGGAAGAGGGCAATAGACTTCTCGAGTTATNGCCGGATTGGTAATCTCACGGGACGGTCTCTCTGCAATTCC
ACGTTTTTGTGCACTCTGTTGTGTCCCAGGCTTACGCATACCGCATCTGTATCACTATCGCATCACCACACTCCTCCGCGCT
CGCATGTAGTCAAGATCATCGCATCCATGTAGTGTCCATATATACCCGGCAATTGTTATGTCTATATCTATGTTACTTTTCG
CCCAAAAAAAAAAAAA

Pt52G2-
TTTTTTTTTTTTTGGGCGAAAAGTNACATAGATATAGGACATAACAATTGCCGGGTATATATGGACACTACATGGATGCGA
TGATCTTGACTACATGCGAGCGCGGAGGAGTGTGGTGATGCGATAGTGATACAGATGCGGTATGCGTAAGCCTGGGACAC
AACAGAGTGCACAAAAACGTGGAATTGCAGAGAGACCGTCCGTGAGATTACCAATCCGGCCATAACTCGAGAAGTCTATT
GCCCTCTTCCTCGGGCTT

V. Pt52G3+
AAGCCCGAGGACTTCCTCCTCAAGAAGGAGCTCGACGAGCTCGCGGAGAAGCACAGCCACCGCTTCAAGGTGTACTACGT
CCTCAACAACCCGCCGCCCAACTGGCAGGGCGGCGTCGGTTTCGTGTCCAAGGAGCAGATCGAGAAGCACCTGCCCCCGA
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CAGACCACAACATCAAGGTTCTGCTTTGCGGCCCTCCGCCGATGATGACCGCTATGAAAAAACATCTGGCCGAATCTCAG
CTATCCTGCACCGAGGACGGTCAGCAAGCTTGACGATCAGGGTATTCTTTTTTTTTTTTNNGGGGGGGGGG

VLPt5 2G5+
AANCCCGTAGGACATCCTCCTCAAGAAGGATTTCGTTTTAGCTCGCGGANAAGNNACAGNCNCCGNTTCAAGGTGTACTA
CGTCCTCAACAACCCGCCGCCCAACTGGCAGGGCGGCGTCGGTTTCGTGTCCAAGGAGCAGATCGAGAAGCACCTGCCCC
CGACAGACCACAACATCAAGGTTCTGCTTTGCGGCCCTCCGCCGATGATGACCGCTATGNAAAAAACATCTGGCCGATCT
CNGCTATCCTGCACCGAGGACGGTCAGCAAGCTTGNACGATNAGGTATTCTTGTTCTAGGGCNTTGGTTGGCCTGACACAA
NACGGGATTAGACGGCTGTCGNGTTNANCATGCNTGCTTCTCGATTTAACCNNGTTAATAAATCNC

Pt52G5-
AAGCCCCGAGGTTTTTTTTTCCTCCTCAAGNAAGGAGCATCGACGAGTCTCGTCGGNAGTAAGCNACAGCTCACCGTCTTT
CAAGGTGTTACTACGNTCCTCCAACAACTCCGCCGCCCAACCTGGCAGGNGNCGNGTCGTCGGATTTCGTGTCCAAGGAG
CAGCATCGAGNAANGTCTACCTTGCCCCCGACAGACCACNANCATTCCNANAGGTTCTTGCTTTGCGGCCCCTCCCGTCCG
ATGATGNACCCGCTATGTAAAAAAAATCATTTCCTGGCCCGATCTCAGCTTAATTCCCTGCTANCCCGAGTGAACGGTTCC
AGTCCTNAAGCCTTTGGNACCGAAATTTAGGGTTATTTTTCCNTTTTTCNTNTTTTNNGGGGGNGNN

VII. Pt53G3+
CCNATTCCTTCTATTGGAGNTTNCTTTCCNANNNGANGNGATGTTTCCCCCCAACGNCATGNNNGNNCGTCGCTAATTNCG
ATAGGACTTTTTTTTTTAGGAACAAGGAGNGGCTATGCNACCNTTAGGAGGCCGNNNCNATTTTCGCGACNAAGGNCCAA
CCTCACGCGANGGTGATCTTGCGNCGGNGCTTGCTCCGGNNGTCGTCTCTNANGGAACGCTGACAGTCAGGACAACACAN
TTGTCCATCCCTGCCATNTGATCTCCTCGGNCCTTA

VIIIL. Pt54G4+

AAGCCCGAGGATGTATGATGGTCTGGCCCGCCTCGTTGTTGTGCAGA

PT54G4-
AAAAATCCNACCCGACGTTGCGNNNAGGCTCCTCCCGATATGGATCGGGACCTGCGANGCGNACTCNCGAAATTCACCTA
GATGTATTCTGACACAACAACGAAGGCGGGTCAGACCATCATACATCCGTCGGGGCTT

IX. Pt15 2G6+
AAGCCCGAGGATAGGGGCTGGGATCAATACGGGGGTNCAGTANCAAAGGTCGCCCCGAACGGCACATTCAAAGTAGCAC
CGATAGCTAAGAGCGTGTAGTGAGATGACGGAGCCAGTGATATGAATTCTTGGTGACTGGCGATTGTATCGGCCTCGGTT
GCACATGCACTCCCGAAATTGTTGGCCTATCATATATATGATGAGACTTCCTCTGTAATCTGTAGTGCCAAAAGTACTCGA
CTCTCCCAAAAAAAAAAAAA

X. Pt152G4-
TTTTTTTTTTTTTGGGAGAGTTTAGTACTTTTGGCACTACAGATTACAGGAGGAAGTCTCATCATATATATGATAGGCCAAC
AATTTCGGGAGTGCATGTGCAACCGAGGCCGATACAATCGCCAGTCACCAAGAATTCATATCACTGGCTCCGTCATCTCAC
TACACGCTCTTAGCTATCGGTGCTACTTTGAATGTGCCGTTCGGGGCGACCTTTGCTCTGTCCCCCGTATTGATCCAGCCCC
TATCCTCGGGCTT

XI. Pt153G3+
TATCAGCCATTGACACAAACCAGTANTCAGAGGGATATGGTACAAGGACTGCTAGGAGCCATTAGAGGGACAGGCAGGG
AAACGGGGTAATACGNATAGATAAAAAGCCAGAGAGCGCGCGGGGAACGATGATAGGTCGGTATACAAGTCAACGAGCA
TGTCAAATCCGCGCTATGTCCTTGACCGCAGGCCCAGAGATGTAATCAAACAATGTCCTCGGGCTTA

Pt153G3-
TAAGCCCGANNTACATTGTTTGGATTACATCTCTGGGCCTGCGGTCAAGGGGATAGCGCGGGATTTGACATGCTCGTTGAC
TTGTATACCGACCTATCATCGTTCCCCGCGCGCTCTCTGGCTTTTTATCTATCGTATTACCCCGTTTCCTGCCTGTCCTCTAA
TGGCTCTAGCAGTCTTGTACCATATCCTCTGACTCTGGTTTGTGTCAATGGCTGATA

XII Pt153G5+
AAGCCCGGAGGTAAACAGCGCCTGGTGTCCTCACAACTGAAGGAGGGATCTGGATATCTGGACCTTGGATAGCAAGTCAG
GATCTTATTGCAAGTGTATCGTGACAGAAGAAACGTAGATATCAAGA
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XIILPt154G2+
AAGCCCGAGGGTAGAGGGGGGACAGTATGTGGACAGCTAGACGCGGGACTGGCGAGACGACCAGCTAGTGTATTGGTGT
ACCCTACAGCCCCGTAATGCACGCTGCGACAGCGTATGCACTGCATGCTCCGGACTTCACGCGCTCTGCGCTGCGATCATG
ACCATTGGACATTATTCTTACACCGCCGTGTACCATACTGTATTCTTGAATACGAGTCCGAGCCCAAAAAAAAAAAAA
XIV. Pt154G3+
AAGCCCGGAGGGACAAACATGACAAAGNACGACTAAAAGTTTCATAAAGCCGTCTCCAGGGATGGANCATGGTCTTAAC
CCGGACACCGTCTTTCATAGGCTGTCCACAGGTACGCACACTTCCGTAATCATAACGTATGGACACGATCAGCCACGATGG
TTTGTCGACTATGCCGTTTGATCTGCCTCTACTGTACACTGGTCAAAAATCATACGACCGGATACCCAAAAAAAAAAAAA
XV. Pt201G1+
TCTTTCCCCANAGAAAATTTGGNTTGCCCCCCAGGGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
AAGGCCCGAGGGTACAAGGGCGGCAAAAATTAGATAACCAATAATGGAGGCAGTGCCTCCATAATAGTGGTTAAACTATT
AAGGAACAGGATACTACACTTGATCTAAGCCAAAAGGCCAGAGTGGTAAGGATTCCACATGTCCGCGCCCGGTATATATA
CGCCCGCCTCGTTGTTGTGTAGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCG
TTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCAACCTAAATAGCTTGGCGTTA

Pt201G1-
CTACACAACAACGAGGCGGGCGTATATATACCGGGCGCGGACATGTGGAATCCTTACCACTCTGGCCTTTTGGCTTANATC
AAGTGTAGTATCTGTTCTTAATAGTTTAACCACTATTATGGAGGCACTGCCTCCATTATTGGTTATCTAATTTTTGCCGCCC
TTGTCCCTCGGGCTT

XVI Pt201G2+
AAGGATGTTTGGACTAAGATTCCCTGGGTCGAGCGGTATGCCTGGTTCGGTGCGATGGAGAACCTGCAAGGGGTCAACCA
AGCGAGTGTTCTTGATATCCTAGCCTCGGGCTTA

Pt201G2-
TAAGCCCGAGGCTAGGATATCAAGAACACTCGCTTGGTTGACCCCTTGCAGGTTCTCCATCGCACCGAACCAGGCATACC
GCTCGACCCAGGGAATCTTAGTCCAAACATCCTT

XVIL Pt202G5+
AAGCCCGAGGGTGCGATAGCATGCGTAGGCGCAGGGAGGCACCCTGCGGACGATGTAAGGGACCAGCCGGCGCATGNAA
TGTTTCAGTCAGCCGGATGCGGGAAGCTTCGGCGGGGGACGTGTACGAGGGCGGAGAGGAGGTCATTTGAAACGGGGCT
AGGGAATTGACTTGAGAATATGGCTGCTATCTCGCAGAGGGATATGGTCCAGAAGCAGCTCTGGTGGGATGTGAGCAGGA
TGGCTCTGTCGGTTGATTACTGGAACATACCCTTAGAACGATAGGCAGGTAGGTATGGAATAAAGTGCTGTCACTGCCTTT
ATATTTTTCCTGTTCTTCCTCGGGCTTA

Pt202G5-
TAAGCCCGAGGAAGAACAGGAAAAATATAAAGGCAGTGACAGCCACTTTATTCCATACCTACCTGCCTATCGTTCTAAGG
GTATGTTCCAGTAATCAACCGACAGAGCCATCCTGCTCACATCCCACCAGAGCTGCTTCTGGACCATATCCCTCTGCGAGA
TAGCAGCCATATTCTCAAGTCAATTCCCTAGCCCCGTTTCAAATGACCTCCTCTCCGCCCTCGTCACGTCCCCCGCCGAAGC
TTCCCGCATCCGGCTGACTGAAACATTCATCGCCGGCTGGTCCTTCATCGTCGCAGGGTGCCTCCTGCGCCTCGCATGCTAT
CGCACCCTCGGGCTT

XVIIL Pt202G2+
AAGCCCGGAGGGAGACGAGGGATCCTTTCCGGAACGTAAGGCTATCAACGCAGCGGATCGTCGGAGAACCTGCCATGCG
CTAGAAGGCTTCGCGGGTAGGCCTTCGATCATATTTGTTGACGCTGCTTTGCACTAGTGTATGCCAACGTTGATGATGGCA
CACGACAGGGAACAATACAGCCTTCCATCCACGAGCTGAGTGTTAAGCGAGTAGGGTGATCGTCACTTCCAAATTAGGAA
GTCGGCAAATGAGAAGCTAGTGCGTGTGGCTGGTTTCACCGAGAGACTCGACCTGCCTTGTCACCGGCCACGCCTGCTTTC
TTGTATTTATACCTTCACCGCCGGGTCCTTCTGGTTGCCCCTGAAACTGCACGCGACCCTCTGGNAGNGCTATAAGTCTTTT
CCNCGGGCTTA

Pt202G2-
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TAAGCCCGAGGAATCTGCCGAGAGTATGTTTGCTCATTTGATATCACTGGGAACGGGACCGCAACAGCACTAGAAGGCTC
TAGGGTTGATACACAAGAAAAGGGGTAAGCGTCGTGTACGCCATGCTCCTGCATGCTTGACGCTTGTTGGTTGTGTGCCAA
GACGATGGCGACAGCCCGGCACAGATATGAGCGACTCGTGGGGATTTATACCCAAAAATATGAAGTCATCGCAGAAGAT
ACACCTGCTGATCATATTGCCCAGCTGCGGCCAGAATGATAGCTGCGGGAGCTCTCTTGGATTCAGTCCTCGGGCTT

XIX. Pt203G1+
AAGCCCGGAGGGACTGGAATCCAAGAGTAGCTCCCGCAGCTATCATTCTGGCCGCAGCTGGGCAAGATGATCAGCAGGTG
TATCTTCTGCGATGACTTCATATTTTTGGGTATAAATCCCACGAGTCGCTCATATCTGTGCCGGGCTGTCGCCATCGTCTTG
GCACACAACCAACAAGCGTCAAGCATGCAGGGAGCATGGCGTACACGACGCTTACCCCTTTTCTTGTGTATCAACCCTAG
AGCCTTCTAGTGCTGTTGCGGTCCGTTGCCAGTGATATCAAATGAGCAAACATACTCTCGGCAGATTCCTCGGGCTTA
Pt203G1-
TAAGCCCGAGGAATCTGCCGAGAGTATGTTTGCTCATTTGATATCACTGGGAACGGGACCGCAACAGCACTAGAAGGCTC
TAGGGTTGATACACAAGAAAAGGGGTAAGCGTCGTGTACGCCATGCTCCTGCATGCTTGACGCTTGTTGGTTGTGTGCCAA
GACGATGGCGACAGCCCGGCACAGATATGAGCGACTCGTGGGGATTTATACCCAAAAATATGAAGTCATCGCAGAAGAT
ACACCTGCTGATCATATTGCCCAGCTGCGGCCAGAATGATAGCTGCGGGAGCTCTCTTGGATTCAGTCCTCGGGCTT

XX. Pt204G3+
AAGCCCGAGGAATTGGTAGTTGGGCAGGATTTTCTATCGGGTGGTTATATTGGTCATTTTGGACTTTATTAATGGGTTGGG
AAGCATTTGTTGCGGGAAAGATCCTTAATAGTTGGTTTCCGTTTATTCCGATTTGGGGCTATATGTTACTGGTGACAATAA
GCCTAGTATGGGTAAATTTACGCAATGTCAAAAACTATGGTGAGTTTGAAATTCTGGTTTGCCATGATTAAAGTAGTTGCG
ATTGTCCTCTTCTTGGTGATCGGAAGTTTAGCGGTTTTACACCTTTGGCCTCGGGCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGC
CTGCAGGTCGACCATATGGGAAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCCATAGCTTGGAGTATTCTATAGGGTCACCTAAATAG
CTNGGCGTAATCANGGCCATAGC

Pt204G3-
AAGCCCGAGGTCCAAAGGTGTAAAACCGCTAAACTTCCGATCACCAAGAAGAGGACAATCGCAACTACTTTAATCATGGC
AAACCAGAATTCAAACTCACCATAGTTTTTGACATTGCGTAAATTTACCCATACTAGGCTTATTGTCACCAGTAACATATA
GCCCCAAATCGGAATAAACGGAAACCAACTATTAAGGATCTTTCCCGCAACAAATGCTTCCCAACCCATTAATAAAGTCC
AAAATGGACCAATATAACCACCCGATAGAAAATCCTGCCCAACTACCAATTCCTCGGGCTT

XXI. Pt204G5+
AAGCCCGAGGAGATAGAGCATCACATGCGATACGGAAGTAGGAGATAAAAGGGGATCCTGGCCTTTCAATAGCTAATTTA
CAGTGTGGTTGCGAGCTGGACAAATCATGGCTTGCGAGGCGAACTGGATCATATGTCCGAGGAAGCGTAGGGGGCGACG
GCATCTTTTACACAACGATGTCAGCCACTATCAAGATGTACAACGGTGAATCACGAACCTGAACGACGTGTATATACAAT
GGCCGCCCTATATTGGTCCAATCCCACAATACCAAATTGTATTGAGAGAGCGACACCCCTCGGGCTTA

Pt204G5-
TAATTCCGAGGGGTGTCGCTCTCTCAATACAATTTGGTATTGTGGGATTGGACCAATATAGGGCGGCCATTGTATATACAC
GTCGTTCAGGTTCGTGATTCACCGTTGTACATCTTGATAGTGGCTGACATCGTTGTGTAAAAGATGCCGTCGCCCCCTACG
CTTCCTCGGACATATGATCCAGTTCGCCTCGCAAGCCATGGATTTGTCCAGCTCGCAACCACACTGTAAATTAGCTATTGA
AAGGCCAGGGATCCCTTTTATCTCCTACTTCCGTATCGCATGGGGATGCTCTATCTCCTCGGGCTT

XXII. Pt402G3+
AAGCCCGAGGCCAACAGGCAGAGGGTCTTCGAGCGCGTGCTCGGCTGCTGCGATATATGCGAAATTCACGAGCAAGTCTA
CAGTCTCCGGGTTCGTACAGATCTCATACTGTAACACCCATTCGATGCCATGTCACTATGGTTCTGAAAGGTAGATATGCA
CTACTTGCCTCCAGAGATGCACCACGGATTGTGGTTGTAGAATTGGTATGCACAAAGTGTAGAGGCGCACACGGTGGGCT
TGGAGGGACCTCGTATTCAGATTTGAGTCGGTTGTGNACCAGGACANANACAATNTCTAGTTGTNAAANCCTNTTAACNA
AGCAATTAANCNAAATCNATTCANGNGGGTNTATTTTTAANGTNACCANANTNANTTCCCC

Pt402G3-
TAATTTCCGAGGCTGATAAAACCCCAGNAAATGGAAGATGGGTTTCGATTATTTAGTCTCAGTTCCTCTCTAGGAGGACGT
TACTCAACAACTATTTCGCGAAAGTTGTCCATTTGCGGTTGAAGTTACGATCTTTGGATGGGCAGGAGCAGAAACCCTATG
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CCTGGGAAGCGGAATTGTTGCAGCAGACGCCAGAAGCCATCTTCAAGTCCATGCGGAAGGTGCGGTTGTTTCCCGTCGTT
GTTTCACAATTCGGGTTTATGTTTATAGGACCGAACGTTGCCTTGACTTGAACCAAAATTCGGTTTAACNAAGGGAAAAAA
AATTCCTTCCCTTGGGNCCGNNGGNCCCCGGNAAAANGGGAAANGGGGNAAGGNGGGGAAGGCAATTAACCCCAAAAAT
TTTTATTTNCCTTNCCAAANAAAACCCCCCTTAANCCACAAATTNTTTTTTAAACCCC

XXIII. Pt402G1+
AAGCCCGAGGCCAACAGGTNAGTAGGGTCTTCGAGCGCGTGCTCGGCTGCTGCGATATATGCGAAATTCACGAGCAAGTC
TACAGTCTCCGGGTTCGTACAGATCTCATACTGTAACACCCATTCGATGCCATGTCACTATGGTTCTGAAAGGTAGATATG
CACTACTTGCCTCCAGAGACGCACCACGGATTGTGGTTGTAGAATTGGTATGCACAAAGTGTAGAGGCGCACACGGTGGG
CTTGAGGACCTCGTATTCAGATTTGAGTCGGTTGTGACAGACAGAGCAGTATCGAGTGCAAAGCTGAACAAGCATAAGCA
ATCATCGTGGGGCATTGGAAGTACCAATATA

Pt402G1-
NTTNCCNAAGGTGGCCATTTTCCCNNANGCGGGTTGNGGGGNAGNCNTNTTCCCCACTAAATGTGGGTCGNACCCTGNCC
AGNGNCCGGGNCCGNCCGNAANTTCCACNTAGNTGGNAATTTNATAGTNTCTCCGNAGNGNCCTGNAATANANANACCC
CCAGNANANAATGGGNANAGGNAATGGGGGCTCTCTCGNAATNTAATTTNTAGGNTCCTCCAGGNTTTCCCTCCTCCTAA
GGNAGGGACGGNTNTACNTCCANACNANACNTAATNTTCCGNCCGNANAAAGNTTGGNTCCCAATNTTGGGCCGGGNTTT
GGGAAAGGNTACCGNAATCCTNTGGGNAATGGGGGNCCAGGGGNAGNCCAGGNAAANACCCCCTTAATTGGGCCTGGGG
GNAAAGGCCGGGNAAAATTGGGTTTTGGCCAAGNCCAAGNACCGGCCCCAGGNAAAAGGCCCCAATCCTTTTCCAAAAG
GNTTCCCCAATGGCCGGGNAAAGGAGGTGGCCGGGTGGNTTTTCCCGGGTTCCGGTTTTGGGTTTTCCAAACCAAAATTCC
GGGGGTTTTNAATTGGTTTTTTTAATTAAGGAAACCGGNAAGGCCGGGNTGGGCCTTGGNAACCTGGNAACCCAAAAATT
CCGGGTTTAACCCAGGGAAAAAAAAAAATTCCTTTCCCTGGGGCCGGGGGGCCCCCGGGAAAAAAGGGAAAGGGGGAAA
GGGGGGAAAGGAAAATTAANCCCAAAAAATTTTTAAATTCCCTTTCCCAAGGGAAAACCCCCCTTTAAACCCAAAAATTT
TTTTTTACCGTGGAG

XXIV. Pt403G3+
AAGCCCGAGGACAATGAAGGCGGAGNAGGATAAGCGGTGCATCGAGTGGACCGTGGACAATCAGTCGTTGCAGGGAACA
TAGCAATGATCATGATAGCGAGCGGTAGGCTTGCCGATAGCACTGCAAGAGAAAAAGTCGAGGTAATGAGGGAGAGGTG
AGCAGAATGAGGTTTCAAAGCAGCTGCTAAAAGCCCTCCAGAGGAGGACGTGGCGCCGAGTGGCCACCACCGGTAGGAA
GCCCCAGGTGGGGGTGNTCGGTTTTNCCCGGAATACCTGGTGGGNTCCAATGGCCCGGCAACCCACCCCCTGGATTCGGTT
TAAAAGGTTACGGTCCAAATCCCAATCGNTCCNAAATTTGGTTTTTTCCCCCTGGTTAACCTGGCCTTCCANCAATTTGGTT
AANTGGAAAATCCANTTTNCC

Pt403G3-
TTCCGNTTNCCAAAGGTGTCCTTTTNCCCNNAAGAGAGTGTGTGNGTAGTNTTNTTTCCCCCACTAGTGNGNGTNCGNGAC
GCGTGTGCGAGTGGNGGGGGCNCCGTCCGNNACANTGTCCANCCTNAAGANTGNGATTTTATATTTNTNTCNGNAAAGAG
NGTAACGNTNAANAATTGGCCGNCCGNANTGGCTCCTTTGGGCACGGNGNGGCCCCNCCNCCGNTTNACTTNAGCCAAGG
AATNAATGTGACCCCCATTTGAATTGGCNTGGTCCGACCACTCACNTNACGGNCAAGGAAGNNGCGTCCTTACCAATNAG
GGGNAATTGGNTTNTCCCACCCGGCGTGGGCNTGGGCCTGGGCGANAACGTTAGTGGGAATAAAAANTGGCNTTGNGNA
AGNNTGGGNTGGNCGGNTTANCCCNAATAATTCNTGCGGCCCCNTTANTAATTCCTTCCTGGGTTTTTCCTGNCCGGGCCG
NTATAANATTGGGAAACCAATTCCNAGNCCCNAATTTTCCTTAGGNAGCGCCAGTCCAAAACGGGAAAGGNTTTTTTGGG
GGGGGGGAATTTNTGGGGGCGGGGGGCNAATTCCCCGGGAATNTTTNCCTTCCCTTAACCGNNCCTTTTTTGGGTNGGGN
GAGGCCCANTTGGTTGGGGNTGGGGGNTTCCAAGTNTTCCGTTTGGGGGTTAAACTTTCCGGCCNGGCCTTCNCCTTGGAA
TCNAGGNCGGGGNTTTCCGGGGGTAAAAANNGGAATTTCCCNCTTNAACCAAAANNTGGGTTGGTAAANCCCTANNTTTT
TTTACCC

XXV.Pt403G4+
ACTGGGGGNTCCGCAACGCTCGGCGATGGCNTCCCGTGTCCGNCCCAATGGGNCNGNGTCCGCCGCGGGGAAAATNTCCG
GANTNTNAGAGGCCCGGAGGGGTGACGCGTGAGATATTGTCTNTCGNGATGGCCCTTGNGGACCGNGTCNTCCCGTCCAC
GNTTTTACCTTAGGGGGAGCACNCACTGNGGCNCCCAATTTTAATGGCCTGGNTCCGTCCAATCCCCTTACCGACCAAGGA
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AGNCCCCTCCTACNAATAAGAGGGATTGGNTTTTTCCCCCCCGGCCTGGCCTGGCCTGGCCAAACCTAATGGANTTAAAA
NTGGCCTTGGGNAAGCTGGGNTTGGCCGGTTACCCAATTAATTCCTTCCGGCCCCCCTANTTAATCCTCCTGGGTTTNTNC
NTGGCGGCCGGGANAAAATGGGAGAGCGAATCNAAGNCNCCAGTNTCCTAAGGGAACCCCAAATCNACACCGGGAAAA
GNNTTNTGGGGGGGGGAATTTTTTGGGGNCCGGGGNCAAATTCCCGGGAAATTTTTTCCTTCCTTAACGGACCTTTTTTGG
GTGGGGGGGGGGGCNANTNNNTTGGNGGNTTGGGGNNNTTCCAAANNTCCCNNNTGGGGGNTNAACNTTCCGGNCCGNC
NTTTCNCCTTGGGAACAAAN

XXVI. PT405G4+
AAGCCCGAGGGTTGAATACACGGTGATAGCACCCGTACGGACGCCTACTGGCCAGATTCTGAATGACGTCCAAGTCAGAC
ATTCTCGCTGGGATACGCACCTGACGAAACGAGGTGCGCCGATGACGGTGAGCGCTGTCCTTGCAGTTAGGTTATCATATT
TGTTTATCGTTTGAGTCTCAGGGTACATTGCAGTTTTATGGGGCCGNTTGGTTCTGTTAGAGTCGNCTTGGAAGAACGTGT
GGTGGAAAATGAAAACCAAGGAAACCGCCCGTTCGGGGGCCCAACCTTAATTGGGAAGGGCCCCAAAATTTAAAAAAGG
GGGGGGGGTTTGGGGGCCCCAAANCCCCCCCAAAATTTGGGNGA

PT405G4-
TAGGGGGGGGGGTTNCAAGATGTCCCAANGCGTTGGGACTCTCCCATATGGTCGACNGGGAGGCGGCCGCGAATTCACTA
GTTNTTAAGCCCGAGGATGCCGCTTGGAGTGGANGGGCCAAAATATCGCTATGNAAGCGAGGTCTTCAACGTTTGGTCAA
CATGGGCCCACCAGGCTGACTTATCCGGCATCATTCACCTTCGGAAGGCCNTCCACAACGGATGGATACGGTCGTCATCA
GGGCTGGTAAAGTGGAGGAACCGCATATAGAATGGACTCGGATGGTCCNTGGATGCACCTNTATGGCTCCCATAGAGNTG
TGNCCCGAACGGGGCGGTTCTGGTTCCAATTCCACACCACGNTTCNTTCNAAGNCGGANCTCCTAACTANCAAACCAACG
AGNCCNATTAAAACCGTGGGCNANAN

XXVII. Pt405G5+
AAGCCCGGAGGGTTGAATACACGGGTGATAGCACCCGTACGGACGCCTACTGGCCAGATTCTGAATGACGTCCAAGTCAG
ACATTCTCGCTGGGATACGCACCTGACGAAACGAGGTGCGCCGATGACGGTGAGCGCTGTCCTTGCAGTTAGGTTATCAT
ATTTGTTTATCGTTTGAGTCTCAGGGTACAATTGCCAAAGTTTTTATGGGCCGTTTGTTCTGGTTAGGAGTTCCGCCTTTTG
AAAAGGAAAACGGTGGTTGGTTGGGGAAAATTGGAAAACCAAGGAAAACCGGCCCCGGTTCCGGGGGGCCCCCCCCAAA
CCCCCCCNTTAAATTTGGGGGGGGGAAAGGGNCCCAAATTTAAAAAAAGGGGGGGGTTGGGCCCCNAANCCCCCCNAAA
TTNG

XXVIIL Pt406G2+
AAGCCCGAGGTATGAGGTCGAAGACCATGTCCGATAATGTACCGCTTGCAGTGCTGGTCCGCGAAAGCCTCGAATGAATG
ATGTGGAGGCCAAGGATGGCTCGATGGTGATGTGCGCAGGATACCCGGGTTCATTGATGCAAGGGCGAATTACTTCGGTT
CAAGAATGTGTCGTCCGAGAGGATTAAGATCCGCGGCTAGGCCAGCAACCCCTCCCAAAGGTGGAATTGGAATGGTTCCC
AATCTCCTTGGTTCCTTTCCAAGGGTTCCCCTTCCCCAAACCAATGGGGGGGAATTCCCCTTTTGGCCGGAAAATTTTCCNN
AAAAGGCCTTGGTTTGGAAAAAGGCCCCCCCCTTCCCGGGTTTTCCCCGGGAAAAATTTCCCGGGGTTTC

XXIX. Pt406G3+
AAGCCCGAGGTATGAGGTCGAAGGACCATGTCCGATAATGTACCGCTTGCAGTGCTGGTCCGCGAAAGCCTCCGAATGAA
TGATGTGAGCCAGATGCTCGATGGTGATGTGCGCAAGGATACCCGGGTTCATTGATGCAAGGGCGAATTACTTCGTTCAA
GAATGTGTCGTCCGAGAGGATAAGATCCGCGCTAGCCAGCACCCTCCAAGTGATGATGTCCATCTCTGTCTTCAGGTCCTC
CACATGGGATCCTTTGCGAATTCCGNAAAGGCTGTTTGGAAAGCCCCCTTCCCCGGGGTTTTCCCCGNGAAAAANTTTCCC
CGG

Pt406G3-
TAAGCCCGAGGGACGTTATGGGCAATCGNACAGGCGGCGCTAGATAGCGTCATTTCTAGCGCATCTTTTGCGCTATGGTCT
GTTCTTGAATGGTTGGATGAAGAAGACTCTCGGAAGGTTTACATTAGGCTGGAGCGCCCAGGAACGTGGGACGATCGGAC
GGAGGGGCTTCAACAGCTTCGAATTCGCAAAGGATCCCATGTGGAGGACCTGAAGACAGAGATGGACATCATCACTTGGG
AAGGGGGTTGCTTGGGCCCTAAGCCGGGCCGGGGGAAATTTCCCTTTTTTNAAAATTNCCCCCCCTTTTCCCCTTTNCCCG
GGGGGGAAAAACCGGGGGAAAACCCCAAAC

XXX. Pt407G4+
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AAGCCCGAGGGGTAATGACGTGCCAGTCATAGCATTAGACTTATCCGTGACGGCGAAGTTATTGTTCGGTAGAGGAGTGA
ATACTTCCAGCTCGCGCTGGAACATCAGTAAACTGTTTTTTTGAAATCAGTCTGTGTCCTATAATCAACAGAAAAGATACG
CGTACGTTATAGTTGCTGAAAAGGTATATGTCGCAAGGGTATTCCTCGGTCGGAGCAGCGGAATATGGAAGATGTATTAG
GGCTTCGGATTGAGTGACGGGGGCGGTAGCGGGGGGGGGGGGGGGGGGCCCCGGGGAAAAACCCCNTTTTTGGGGGGNA
AAATTTTCCCCCCCCAAACCCCCTTTTTTTTTTTNG

Pt407G4-
AGCCCGAGGCATTGTGGCACATACCGGAGCGTTGCAGTCACTGCGGACATGCGCGTCCGTCTCCCCCAGGAGGAAATGCG
CGCAACCCCTACATCACCGAAGCTCGGAAAGCCCGGTGCACGATTCAAAGTGGATCAAGTCGCCCCCGCTACCGCCCCCG
TCACTCAATCCGGAAGCCCTAATACATCTTCCATATTCCGCTGCTCCGACCGAGGAATACCCTTGCGACATATACCTTTTCA
GCAACTATAACGTACGCGTATCTTTTCTGTTTN

XXXI. Pt407G5+
AAGCCCGAGGCATTGTGGCACATACCGGAGCGTTGCAGTCACTGCGGACATGCGCGTCCGTCTCCCCCAGGAGGAAATGC
GCGCAACCCCTACATCACCGAAGCTCGGAAAGCCCGGTGCACGATTCAAAGTGGATCAAGTCGCCCCCGCTACCGCCCCC
GTCACTCAATCCGAAGCCCTAATACATCTTCCATATTCCGCTGCTCCGACCGAGGAATACCCTTGCGACATATACCTTTTCA
GCAACTATAACGTACGCGTATCTTTTCTGTTGATATAGGAACACAGA

XXXII. Pt408G3+
AAGCCCGAGGAAAAGACTTATAGCACTGCCAGAGGGTCGCGTGCAGTTCAGGGCAACCAGAAGGACCCGGCGGTGAGGG
TATAAATACAAGAAAGCAGGCGTGGCCGGTGACAAGGCAGGTCGAGTCTCTCGGTGAAACCAGCCACACGCACTAGCTTC
TCATTTGCCGACTTCCTAATTTGGAAGTGACGATCACCCTACTCGCTTAACACTCAGCTCGTGGATGGAAGGCTGTATTGTT
CCTGTCGTGTGCCATTATCAACGTTGGCATACACTAGTGCAAAGCA

Pt408G3-
GTGTATTAAGCCCGAGGGAGACGAGGATCCTTTCCGGAACGTAAGGCTATCAACGCAGCGATCGTCGAGAACCTGCCATG
CGCTAGAAGGCTTCGCGGGTAGGCCTTCGATCATATTTGTTGACGCTGCTTTGCACTAGTGTATGCCAACGTTGATAATGG
CACACGACAGGAACAATACAGCCTTCCATCCACGNAGCTGAGTGTTAAGCGAGTAGGGTGATCGTCACTTCCAAATTAGG
AAGTCGGCAAATGAGAAGCTAGTGCGTGTGGCTGGTTTTTTTTTCCC
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