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RESUMO

O fungo Moniliophthora perniciosa, agente causal da doenga “vassoura-de-bruxa”
(VB) do cacaueiro (Theobroma cacao L.) é responsavel pela diminui¢cdo da producao
de cacau no Brasil e em outras regidbes da América do Sul e Central. Esse
decréscimo esta diretamente associado a graves problemas sociais e ambientais,
particularmente nas regides amazbnica e Sul da Bahia. A interacdo cacau-M.
perniciosa envolve mecanismos genéticos complexos e pouco estudados em nivel
molecular. Portanto, este trabalho objetivou estabelecer uma metodologia de
silenciamento génico por RNA de interferéncia (RNAi) em M. perniciosa, visando
analises funcionais de genes relacionados a sua patogenicidade. RNAi é uma
eficiente ferramenta para reprimir a expressdo génica experimentalmente, portanto,
uma alternativa tecnolégica muito promissora. Devido ao fato de RNAi ser um
mecanismo pos-transcricional que promove o silenciamento de genes com alta
especificidade e de modo sistémico € considerado uma ferramenta versatil para o
estudo de fungos filamentosos heterocaridticos. O trabalho foi conduzido em trés
etapas integradas: 1) estabelecimento e avaliagdo das condigbes adequadas para
eletroporacdo e regeneragdo de protoplastos de M. perniciosa, como método
alternativo para a transfeccdo de DNA e de dsRNAs nos experimentos de
transformacao e de silenciamento do fungo, respectivamente; 2) produgédo de uma
linhagem transgénica de M. perniciosa que expresse o gene heterdlogo gfp e o
estabelecimento da metodologia de silenciamento por RNAi, usando o gene gfp
como modelo; 3) silenciamento mediado por dsRNAs de dois genes enddgenos de
M. perniciosa, vinculados a detoxificacdo de ROS e a producdo de corpos de
frutificacdo. Os parametros que promoveram a maior freqiéncia de regenerag¢do dos
protoplastos eletroporados foram a aplicagdo de um pulso de 1.5 kV. Em relacdo a
transformacao de M. perniciosa, o gene repérter gfp foi estavelmente introduzido no
genoma do fungo e posteriormente silenciado por transfeccdo de gfodsRNA
sintetizado in vitro, comprovando a operacionalidade do mecanismo de RNAi em M.
perniciosa. Em adigédo, os genes endégenos MpPRX1 e MpHYD que codificam para
peroxiredoxina e hidrofobina, respectivamente, foram silenciados, usando dsRNAs
especificos e apresentaram niveis reduzidos de mRNAs que variaram de 18% a 98%
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quando comparados aos controles. O silenciamento dos genes gfp e MpPRX1 foi
corroborado pela reducédo da fluorescéncia de GFP e da atividade da peroxidase,
bem como da sobrevivéncia do micélio submetido a H»O», respectivamente. O
silenciamento de gfp e de MpPRX1 persistiu por aproximadamente quatro meses,
indicando silenciamento sistémico. O estabelecimento da técnica de silenciamento
génico por RNAi em M. perniciosa abre novos caminhos para explorar
funcionalmente o genoma deste fitopatogeno, bem como o desenvolvimento de

mecanismos que bloqueiem ou diminuam a agéo deste.
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ABSTRACT

The fungus Moniliophthora perniciosa, causal agent of cacao (Theobroma cacao L.)
witches’ broom (WB) disease, is responsible for the decrease in cacao production in
Brazil and other regions of South and Central America. This decrease is directly
associated to severe social and ecological problems, particularly in the Amazon and
Southern Bahia regions. The cacao-M. perniciosa interaction involves complex
genetic mechanisms little studied at the molecular level. Therefore, this study aimed
to establish a methodology of gene silencing by RNA interference (RNAi) in M.
perniciosa, aiming functional analyses of genes related to his pathogenicity. RNAi is a
powerful tool to experimentally suppress or regulate gene expression, therefore, a
very promising technological alternative. Because RNAI is a post-transcriptional event
that promotes gene silencing with high specificity and in a systemic way, it is
considered a versatile tool for the study of heterokaryotic fungi. The work was
conducted in three integrated steps: 1) establishment and evaluation of appropriate
conditions for electroporation and regeneration of M. perniciosa protoplasts, as an
alternative method for transfection of transgenic DNA and dsRNAs in transformation
and fungus silencing experiments, respectively; 2) production of a transgenic strain of
M. perniciosa that expresses the heterologous gene gfp and the establishment of
methodology for silencing by RNAI, using the gfp gene as a model; 3) silencing
mediated by dsRNAs of two endogenous M. perniciosa genes linked to detoxification
of ROS and the production of fruiting bodies. The parameters that promoted the
highest frequency of regeneration of electroporated protoplasts were the application
of one pulse of 1.5 kV. Regarding M. perniciosa transformation, the gfp reporter gene
was stably inserted into the genome of the fungus and subsequently silenced by
transfection of gfodsRNA synthesized in vitro, demonstrating the operationality of the
RNAi mechanism in M. perniciosa. In addition, the endogenous genes MpPRX1 and
MpHYD, coding for peroxiredoxin and hydrophobin, respectively, were silenced using
specific dsRNAs showing reduced levels of mMRNAs ranging from 18% to 98% when
compared to controls. Silencing of gfo and MpPRX1 was validated by experiments
that showed correlation between reduced levels of GFP fluorescence and peroxidase
activity, as well as survival of mycelium subjected to H>O,, respectively. The silencing
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of gfb and MpPRXT1 persisted for approximately four months, indicating systemic
silencing. The establishment of the gene silencing technique by RNAi in M. perniciosa
opens new paths to functionally explore the genome of this pathogen and the
development of mechanisms that block or decrease his action.
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1. INTRODUCAO

Existe uma diversidade de patdogenos responsaveis por doengcas que atingem
plantas. O processo da interacdo planta-patégeno € complexo e envolve diferentes
etapas como o reconhecimento genético, o processo de transducdo de sinal e a
ativacdo de genes especificos que induzem mecanismos de resisténcia local, que

por sua vez podem produzir na planta uma resposta sistémica.

Os fungos patogénicos empregam diversas estratégias para infectar e desenvolver
doencas em plantas hospedeiras. Atualmente, essas estratégias estdo sendo
elucidadas utilizando técnicas de biologia molecular na analise genética da interacao

patdgeno—hospedeiro.

O fungo Moniliophthora perniciosa (Aime, Phillips Mora, 2005) [Syn. Crinipellis
perniciosa (Sthael) Singer], agente etiolégico da doencga “vassoura-de-bruxa” (VB) do
cacaueiro (Theobroma cacao L.) foi identificado pela primeira vez na regiao sul da
Bahia em 1989 (Pereira et al., 1989), provocando uma diminuicdo na producéo de
cacau com consequentes prejuizos econdmicos, sociais e ambientais. Este
basidiomiceto é hemibiotréfico, apresentando em seu ciclo de vida uma fase
parasitica que coloniza qualquer tecido meristematico em crescimento da planta e
uma fase saprofitica que culmina com a necrose generalizada e morte dos tecidos
infectados. Nestes tecidos necrosados sao formados os basidiomas e basidiésporos,
estruturas reprodutivas, responsaveis pela disseminagdao e perpetuacdo do fungo

(Evans, 1980, 1981; McGeary, Weeler, 1988).

Atualmente existe um sistema integrado de manejo da VB que visa o controle da
doenca. Este sistema consiste de: controle genético (plantio de gendtipos

1



resistentes/tolerantes), controle cultural (remogao sistematica de material infectado),
controle biolégico (aplicacdo do biocontrolador Trichoderma stromaticum) e controle
quimico (aplicacdo de fungicidas protetores e sistémicos) (Pereira, Valle, 2007).
Estas praticas, apesar de efetivas quando aplicadas integralmente s&o de custo
elevado, o que tem impossibilitado sua realizacdo devido a descapitalizagdo da
maioria dos produtores. Por outro lado, o uso irracional de agentes quimicos, como
os fungicidas, cujo nivel de especificidade em relacdo ao organismo patdégeno nem

sempre é adequado tem resultado em danos ao meio ambiente.

Apesar de nas Uultimas décadas ter se obtido progressos em relacdo ao
desenvolvimento de medidas que visam o controle da VB é imprescindivel a
ampliacdo de conhecimentos da biologia do fitopatdégeno e, mais especificamente, a
elucidacdo dos mecanismos de interagdo planta-patégeno que fundamentem

proposicdes de novas estratégias de controle dessa doenca.

O silenciamento de genes essenciais para reproducdo, desenvolvimento ou
patogenicidade dos fungos é considerado uma estratégia importante para gerar
conhecimentos e produtos vinculados ao controle de fitopatégenos. Dentre as
metodologias utilizadas para bloquear a expressdo dos genes, RNA interferente
(RNAI) é uma poderosa ferramenta usada para reprimir a expressao génica. Além
disso, RNAi é considerada uma ferramenta versatil para o estudo de fungos
patogénicos que freqlientemente resistem a manipulagdo por meio de técnicas de
biologia molecular convencionais. Por exemplo, a analise genética de fungos
filamentosos heterocariéticos, de modo geral é comprometida devido a necessidade

do isolamento de transformantes homocariéticos, a partir de um Unico evento de



transformacao (Vijn, Govers, 2003). As dificuldades encontradas para produzir
transformantes a partir de hifas heterocaridticas podem ser contornadas utilizando a
técnica de RNAI, uma vez que esse mecanismo atua sobre a degradagédo do mRNA,

sem causar mutagéo no gene enddgeno.

Nos ultimos anos, a técnica de RNAi tem se tornado uma ferramenta alternativa, uma
vez que, sua utilizacdo evita os problemas associados aos eventos de knockouts de
genes em geral. Por se tratar de um evento pds-transcricional que promove o
silenciamento de genes com alta especificidade e de modo sistémico, sua eficiéncia
ndao € comprometida pela presenca de nucleos néo transformados ou de genes

multicépias (Nakayashiki et al., 2005).

Recentemente foram publicados dados referentes ao sequienciamento do genoma de
M. perniciosa (Mondego et al., 2008). Foram identificadas e depositadas no banco de

dados (http://www.Ige.ibi.unicamp.br/vassoura) um grande numero de sequéncias

que precisam ser analisadas em relacdo as suas fungées nesse organismo. Este
conjunto de sequéncias pode estar envolvido em diversos processos bioldgicos, a
exemplo de: manutencao do potencial de membrana da célula, sintese de enzimas,
divisdo celular, sintese da parede celular, metabolismo energético, sinalizacdo
celular, detoxificagcdo de ROS (espécies reativas de oxigénio), produgéo do corpo de
frutificacdo e esporulacéo, entre outros. A selecao destes genes como alvos para o
silenciamento por RNAi é importante para o estudo funcional, devido a provavel

vinculagao destes com processos de patogenicidade do fungo.

Inicialmente foram identificadas no banco de dados do genoma de M. perniciosa

sequéncias que apresentam similaridade com genes de N. crassa (qde-1, qde-2 e


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

qgde-3) vinculados ao mecanismo de RNAIi. A presenca dessas sequéncias em M.
perniciosa sugere que as proteinas requeridas para RNAIi estao presentes e que este
mecanismo de silenciamento de genes pode ser funcional neste basidiomiceto. Para
testar essa hipdétese foi usado como modelo experimental o gene reporter gfp e
foram selecionados dois genes enddgenos como alvos para estabelecer o

procedimento do silenciamento génico por RNAi no fungo, mediado por dsRNAs.

A selegcao dos genes endogenos foi realizada com base em analises feitas no banco
de dados do projeto genoma de M. perniciosa, bem como em estudos anteriores
(Santos 2005). O primeiro gene (MpHYD3) integra uma familia multigénica que
codifica hidrofobinas. Estas proteinas participam da formagédo de estruturas aéreas
(hifas aéreas, basidiomas e basidiésporos) que contribuem para o processo de
reproducao, dispersédo e sobrevivéncia do fungo (Wessels, 1997; Woésten, Wessels,
1997). O segundo gene selecionado, MpPRX1 codifica uma 1-cis peroxiredoxina
mitocondrial. Essa enzima participa do processo de detoxificagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) geradas durante a respiracdo ou como resposta a varios
agentes externos, protegendo as células contra o estresse oxidativo e conseqlente

aceleracao do envelhecimento e morte (Monteiro, Netto, 2004).

Portanto, este trabalho se reveste de importancia, uma vez que o estabelecimento da
técnica de silenciamento génico por RNAi em M. perniciosa abre novos caminhos
para explorar funcionalmente o genoma deste fitopatbgeno, bem como o
desenvolvimento de mecanismos que bloqueiem ou diminuam a sua acgao,

garantindo a integridade estrutural e funcional da planta. Isto contribuira para eliminar



ou minimizar os graves problemas fitossanitarios que comprometem a produtividade

potencial do cacaueiro e a conservagao do meio ambiente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Moniliophthora perniciosa: Caracterizacao morfofisioléogica e sua

importancia no contexto socioeconémico

O fungo M. perniciosa pertencente a classe Basidiomycota, ordem Agaricales, familia
Marasmiaceae é o0 agente etiologico da VB do cacaueiro. Em 1915 este fungo foi
classificado como Marasmius perniciosus (Stahel, 1915). Posteriormente, Singer
(1942) transferiu esse fitopatdogeno para o género Crinipellis, nomeando-o Crinipellis
perniciosa. Em 2005 este basidiomiceto teve sua classificagdo novamente alterada,
agora para M. perniciosa, uma vez que, Aime e Phillips-Mora (2005) demonstraram

que esse fungo estava evolutivamente mais relacionado a M. roreri.

As espécies de M. perniciosa consistem de populacdes separadas geograficamente
que infectam diferentes hospedeiros. De acordo com as caracteristicas morfoldgicas
do basidioma foram identificadas trés diferentes variedades: perniciosa, ecuatoriensis
e citriniceps (Pegler, 1978). Para a variedade perniciosa foram reconhecidos quatro
diferentes biétipos (bidtipo C, H, L, e S) com base na especificidade do hospedeiro.
Moniliophthora perniciosa (biétipo C), objeto de nosso estudo, parasita, além do
cacau, outras espécies relacionadas aos géneros Theobroma e Herrania, a exemplo

de T. grandiflorum (cupuacu) e H. albiflora.



A vassoura-de-bruxa do cacaueiro tem sido alvo de muitas pesquisas, uma vez que
esta doenga vem diminuindo drasticamente a producdo de cacau em muitos paises
da América do Sul, América Central e parte do Caribe. Endémica da bacia
amazénica, esta doenca foi detectada pela primeira vez em 1895, no Suriname
(Wheeler, Mepsted, 1988). Em 1989 foi constatada na regido sul da Bahia, regiao
responsavel por 84,5% da producao brasileira de cacau, causando grande impacto
econdmico, social e ambiental (Pereira et al., 1989; Pereira, Valle, 2007).
Recentemente a VB também foi detectada no Estado do Espirito Santo (Oliveira;

Luz, 2007).

Vale destacar que, a severidade do patdégeno, associada a elevada susceptibilidade
das variedades de cacau cultivadas e ao clima da regido cacaueira da Bahia
constituiram um ambiente extremamente favoravel para a disseminagéo da doenca,
com reflexos acentuados ndo apenas na produtividade da lavoura, mas também na
conservacao do ecossistema Mata Atlantica. Este ecossistema tem sido mantido pelo
sistema de producao de cacau em sub-bosque, conhecido localmente como cacau-
cabruca, que propicia 0 sombreamento necessario a essa cultura (Lobao et al.,

2007).

Por outro lado, esforgcos tém sido feitos pela comunidade cientifica no sentido de
procurar solugdes que modifiguem este cenario. Assim, pesquisas vém sendo
desenvolvidas pelo Centro de Pesquisa do Cacau — (CEPEC), da Comissao
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), pela Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC) e pela Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), dentre

outras instituicdes, visando ampliar os conhecimentos relativos a genética, fisiologia



e ecologia desse fungo com o objetivo de subsidiar medidas de controle para a

enfermidade.

O fungo M. perniciosa se reproduz por meio de basididésporos produzidos na
superficie de lamelas situadas na parte inferior do pileo ou “chapéu” dos basidiomas,
em ceélulas especializadas denominadas basidias. A frutificagdo do fungo ocorre sob
umidade relativa do ar maior que 90% e temperaturas entre 25 e 27°C, sendo
necessarios regimes alternados de chuva e seca (Rocha, 1983). Os basidiésporos,
fontes infectivas do fungo (Bastos, 1986), tém vida curta, sdo sensiveis a disseca¢ao
e sao liberados quando a umidade relativa do ar encontra-se entre 80 e 85% e a
temperatura entre 20 e 25°C. (Rocha, Wheeler, 1985). A disseminacdo de
basididsporos na regido sul da Bahia pode ocorrer o ano todo pelo ar e/ou agua da
chuva. A disseminacdo pela chuva depende, principalmente, da intensidade das
precipitacdes que apresentam picos maiores nos meses de julho, agosto e setembro,

e picos menores variando de época do ano e de ano para ano (Almeida, Luz, 1995).

O ciclo de vida de M. perniciosa tem inicio com a germinacao dos basididsporos e
infeccdo de qualquer tecido meristematico da planta de cacau (Fig. 1A), incluindo
extremidades de botbes germinativos, flores que estdo se abrindo, raiz, flores e

frutos em desenvolvimento (Evans, 1980).

Por outro lado, tem sido reportado o processo de infeccao a partir da penetragao dos
tubos germinativos de basidiésporos através dos ostiolos de estdbmatos (Suarez,
1977; Frias et al., 1991), bem como através de tricomas danificados (Frias et al.,

1991).



Uma vez que M. perniciosa coloniza a planta, este fungo se comporta como
hemibiétrofo, ou seja, na fase inicial da doenga age como um parasita, retirando
nutrientes do seu hospedeiro, sem matar as células. Em fases mais adiantadas da
infecgcdo age como saprofita, alimentando-se dos tecidos mortos do hospedeiro. Dois
tipos de micélios distintos podem ser observados durante o ciclo de vida desse fungo
e progressdo da doenca. O miceélio monocariético, encontrado em tecidos vivos
infectados, € caracterizado por apresentar crescimento intercelular, hifas
relativamente espessas (5-20 um de largura), sem grampos de conexao (Figs. 1B e
B1). J& o micélio dicaridtico, encontrado, geralmente em tecidos mortos e em meio
de cultura é caracterizado por apresentar crescimento inter e intracelular, hifas
menos espessas (1.5 — 3,0 um de largura) e grampos de conexao (Evans, 1980,
1981; McGeary, Weeler, 1988; Pegus, 1972; Calle et al., 1982) (Figs. 1C e C1). Na
literatura, de modo geral o micélio monocariético é associado a fase parasitica e o
micélio dicariético a fase saprofitica, entretanto o momento de transicao entre essas
fases, bem como o mecanismo e fatores de sinalizacdo ainda ndo estdo bem

esclarecidos.
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Figura 1. Ciclo de vida de M. perniciosa. A. Germinacao de basidiésporos em tecidos
meristematicos do cacaueiro. A foto ilustra a germinacao de basidiésporos (b) com
projecao do tubo germinativo (tg) na epiderme (e) da gema apical do cacaueiro; B.
Micélio monocariético formado por hifas espessas com crescimento intercelular; B1.
Imagens de epifluorescéncia mostrando um nucleo (n) por compartimento de hifa,
separados por septos(s); C. Micélio dicariético formado por hifas menos espessas,
com grampo de conexao e crescimento intracelular; C1. Imagens de epifluorescéncia
mostrando dois nucleos (n) por compartimento de hifa e a presenga de grampos de
conexao (cf); D. Formacdo de basidiomas em tecido necrosado do cacaueiro,
estruturas responsaveis pela producdo de basidiésporos que apds disseminagao,
germinarao iniciando um novo ciclo. Figuras A, B e C extraidas de Silva (1997).
Figuras B1 e C1 extraidas de Kilaru e Hasenstein (2005). Figura D
(CEPLAC/CEPEC/SEFIT).



O conjunto de sintomas da VB depende do cultivar, do tipo de tecido infectado e do
estagio de desenvolvimento (Cronshaw, Evans, 1978). A Figura 2A mostra o aspecto

geral de uma area de plantacdo de cacau severamente afetada pela doencga.

De modo geral, na fase parasitica a doenga € caracterizada por hipertrofia e
hiperplasia dos tecidos infectados. Em langamentos foliares, por exemplo, ocasiona
perda da dominancia apical, resultando na proliferacdo de gemas axilares, formando
uma estrutura conhecida como vassoura verde (Evans, 1981. Figs. 2B e C).
Almofadas florais infectadas podem produzir vassouras vegetativas (Fig. 2D) e flores
anormais, que por sua vez produzem pequenos frutos partenocarpicos com formas
atipicas, cenoura (Fig. 2F) e morango (Fig. 2G) (Oliveira; Luz, 2007). Os frutos ainda
podem apresentar amadurecimento precoce (Fig. 2H). Esses sintomas sé&o

produzidos entre quatro a seis semanas apo6s a inoculagao.

Ap6s um periodo que pode variar entre cinco a 12 semanas (Oliveira, Luz, 2007)
ocorre necrose generalizada e morte dos tecidos infectados, formando uma estrutura
conhecida como vassoura seca (Fig. 2M) correspondente a fase saprofitica. Os
frutos também podem apresentar necrose parcial ou total, afetando as sementes
(Fig. 21, J e L). Os basidiomas sao formados nesses tecidos necrosados (vassouras
secas e frutos) apds um periodo de dorméncia de quatro a 66 semanas, quando o

ciclo recomega (Figs. 1D, 2M e N).
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Figura 2. Sintomas da vassoura-de-bruxa do cacaueiro causada por Moniliophthora
perniciosa. A. Aspecto geral de uma éarea afetada pela doenca; B e C. Vassoura
verde em langamento foliar; D. Vassoura vegetativa em almofada floral; E. Vassoura
terminal em gema apical; F. Fruto partenocarpico (cenoura); G. Frutos
partenocarpicos (morango); H. Fruto com amarelecimento precoce; |. Fruto
deformado com a presenga de lesdo necrotica; J. Fruto quase totalmente necrosado;
L. Sementes infectadas; M. Vassoura seca com desenvolvimento de basidiomas; N.
Fruto necrosado com um grande numero de basidiomas desenvolvidos. Figuras A, B,
C, D, G, H, I, J extraidas de Lopes e Luz (2007). Figuras E, F e N
(CEPLAC/CEPEC/SEFIT). Figura L extraida de Aime e Phillips-Mora (2005). Figura
M extraida de Lindel et al. (2008).
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2.2. Transformacao genética em fungos

Estudos de gendmica funcional em fungos filamentosos envolvem estratégias para
manipulagdo genética que possibilitam correlacionar respostas in vitro com
consequéncias bioldgicas in vivo. Muitas dessas estratégias dependem de um
sistema de transformacao bem caracterizado para o organismo de interesse e que
resulte na producao de transformantes estaveis. Desta forma, importantes avangos
no desenvolvimento de varios sistemas de transformacdo contribuiram para a
ampliacdo do numero e da variedade de fungos filamentosos viaveis para a

manipulagéo genética.

O marco da genética molecular fungica € representado pelo desenvolvimento de um
sistema de transformacdo em Saccharomyces cerevisiae usando marcadores
auxotréficos, bem como de vetores para este organismo (Beggs, 1978; Hinnen et al.,
1978). Ainda na década de 1970, Case et al. (1979) desenvolveram técnicas de
transformacao genética para o fungo filamentoso Neurospora crassa, seguidos dos
trabalhos com Aspergillus nidulans (Ballance et al., 1983; Tilburn et al., 1983; Yelton
et al., 1984). A partir destes relatos, um numero crescente de trabalhos sobre
transformacao, envolvendo diferentes fungos filamentosos, vem sendo publicados
(Chakraborty et al., 1991; Ruiz-Diez, Martinez-Suarez, 1999; Sanchez, Aguirre, 1996;
Riach e Kinghorn, 1996; Gomes-Barcellos et al., 1998; Hazel et al., 2000; Davidson

et al., 2000; Fitzgerald et al., 2003).

A transformacado é um aspecto essencial para a tecnologia do DNA recombinante e
uma importante ferramenta para a caracterizagdo genética e compreensao das vias

biol6gicas de diversos organismos. Segundo Weld et al. (2006) existem muitas
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possibilidades de combinagdes de sistemas de transformacédo e de estratégias de
gendmica funcional viaveis, entretanto nem todas sao praticas padrdes em fungos
filamentosos, uma vez que, existem muitas variaveis a serem consideradas,

dependendo da especificidade de cada organismo.

Atualmente existem diversos sistemas de transformacao viaveis que devem ser
otimizados para cada organismo, considerando a escolha do DNA transformante e a
fisiologia e bioquimica do organismo alvo. Transformagbes bem sucedidas em
fungos filamentosos tém sido alcancadas, utilizando diferentes estratégias:
CaCly/polietilenoglicol (PEG) (Fitzgerald et al., 2003; Lopes et al., 2004; Lima et al.,
2003), eletroporacdo (Chakraborty et al., 1991; Ruiz-Diez, Martinez-Suéarez, 1999;
Sanchez, Aguirre, 1996), biobalistica (Riach, Kinghorn, 1996; Gomes-Barcellos et al.,
1998; Hazel et al., 2000; Davidson et al., 2000) e Transformagdo Mediada por
Agrobacterium tumefaciens (ATMT) (Fitzgerald et al., 2003; Chen et al., 2000,

revisado por Michielse et al., 2005).

Em relagédo especifica ao basidiomiceto M. perniciosa foi desenvolvido um sistema
de transformacdo baseado na técnica de CaCly/PEG (Lima et al.,, 2003). Esse
método de transformacdo se baseia no aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica pela interagdo das cargas positivas dos polications (CaCl, e PEG) com as
cargas negativas do DNA e da membrana, permitindo a passagem passiva do DNA
para o interior da célula. Segundo Lima et al. (2003) a eficiéncia de transformacao
para M. perniciosa usando esse método foi baixa (cerca de dois transformantes/ug
de DNA plasmidial), detectando-se um elevado numero de inser¢des plasmidiais.

Posteriormente, Lopes et al. (2008) obtiveram um aumento da eficiéncia desse
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sistema de transformacédo e uma reducdo das integracdes plasmidiais no genoma,
usando algumas enzimas de restricdo na mistura de transformag¢do, com base na

técnica REMI.

Considerando que na ultima década, a eletroporacdo tem sido usada como um
método alternativo de transformacgédo para células animais, leveduras, bactérias,
protoplastos de plantas e de fungos (Chakraborty et al., 1991; Riach, Kinghorn,
1996), neste trabalho foi proposto o uso dessa estratégia para a transformacéao de M.
perniciosa. Essa técnica se baseia na permeabilizacédo reversivel de biomembranas
induzidas por um campo elétrico de alta amplitude e curta duracdo. A alteragdo no
potencial de membrana que ocorre durante um pulso elétrico permite a formagéo de
poros transientes e consequente passagem de DNA exdgeno. N. crassa, A. oryzae
(Chakraborty et al., 1991), Metarhizium anisopliae (Leger et al., 1995) e A. nidulans
(Sanchez, Aguirre, 1996) sdo exemplos de fungos filamentosos transformados por

meio de eletroporacéo.

Estudos comparativos entre estratégias de transformacédo em fungos filamentosos
tém apontado diferentes freqiéncias de transformacdo em relacdo a eventos de
integracao e estabilidade mitética, bem como vantagens e desvantagens desses
métodos (Ruiz-Diéz, 2002; Weld et al., 2006; Meyer, 2008), entretanto comparacdes
diretas ndo sdo adequadas devido as diferentes estruturas alvos, género fungal e

otimizag&o do protocolo.

Um problema potencial na andlise genética de fungos filamentosos € a natureza
multinucleada destes organismos. A presenga de multiplos nucleos pode interferir na

eficiéncia de métodos (como mutagénese insercional) que dependem do isolamento
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de transformantes homocaridticos derivados a partir de um Unico evento de

transformacao para estudo de mutantes por perda de funcao (Vijn, Govers, 2003).

De modo geral, a eficiéncia de transformacao em basidiomicetos € baixa. Este fato
esta vinculado a baixa regeneragdo de protoplastos devido, possivelmente, ao
pequeno numero de nucleos por compartimento hifal. Em M. perniciosa, por
exemplo, cerca de 60% dos protoplastos produzidos sdo anucleados (Santos, 2001),

0 que implica em uma reducéo significativa da eficiéncia de regeneracao.

Dentre os materiais bioldgicos usados como substrato no processo de
transformacao, os protoplastos sdo considerados como uma importante ferramenta.
Estas células, desprovidas de parede celular, permitem manipulagdes, como a
transferéncia de acidos nucléicos através da membrana plasmatica que fica exposta
(Kim et al., 2000). Entretanto, algumas limitagcdes apresentadas durante o processo
de producdo e de regeneracdao dos protoplastos influenciam na eficiéncia da
transformacao. As condi¢des fisioldgicas da cultura, a idade e a natureza do meio de
cultura sédo os principais fatores na determinacéo da protoplastizagéo, processo que
requer a agao de enzimas liticas sobre a parede celular. Por outro lado, levando-se
em consideracdo que 0 mecanismo de regeneracdo de protoplastos envolve a
sintese de nova parede celular e reversdo para a forma micelial (de Vries, Wessel,
1975), este processo também depende de alguns fatores, entre os quais, a espécie
do fungo, o meio de regeneragao e os parametros fisicos e quimicos associados com
os métodos de transformacdo. Mesmo com os avancos relativos ao desenvolvimento
de novas estratégias de transformagéo, quando consideramos sistemas biolégicos

individuais, as variaveis tém que ser otimizadas.
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2.3. RNAi - Silenciamento génico em fungos
2.3.1. Caracterizacao geral e importancia

O silenciamento de genes pode ocorrer no nivel transcricional — silenciamento
transcricional de genes (TGS) — que envolve alteragdes no DNA, por exemplo,
metilagdo do DNA (Voinnet et al., 1999; Agrawal et al., 2003), bem como no nivel
pds-transcricional — silenciamento pés-transcricional de genes (PTGS) — no qual
transcritos sdo produzidos, mas sao rapidamente degradados no citoplasma

(Nakayashiki, 2005; Aigner, 2006; Rana, 2007).

O PTGS mediado por RNAi é um mecanismo evolutivamente conservado,
encontrado em uma ampla gama de organismos eucarioticos, incluindo fungos
(Kadotani et al., 2003; Goldoni et al., 2004; Tanguay et al., 2006; Heneghan et al.,
2007; Meyer, 2008; Eastwood et al., 2008), plantas (Vance, Vaucheret, 2001;
Tenllado et al., 2004; Herr et al., 2005) e animais (Lee, Rossi, 2004; Ashrafi et al.,
2003; Haley et al., 2003; Pereira et al., 2008). Este mecanismo de silenciamento
protege o genoma de elementos exdgenos (patdégenos) e endégenos (elementos de
transposicao) e participa da regulacdo do programa celular de expressao génica e
desenvolvimento (Bernstein et al., 2001), bem como da prevencdo do acumulo de

RNAs mensageiros nao funcionais (Matzke et al., 2000).

A visdo emergente é que o silenciamento de RNA integra uma rede sofisticada de
rotas interconectadas para defesa celular, vigilancia de RNA e desenvolvimento.
Portanto, este mecanismo pode se tornar uma ferramenta poderosa para manipular a

expressao génica experimentalmente (Vance, Vaucheret, 2001).
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O silenciamento de RNA foi observado pela primeira vez em plantas transgénicas de
petunias, contendo copias extras do gene que codifica pigmentos “dihidroflavonol 4-
redutase”. RNAs resultantes dos transgenes e dos genes enddgenos homodlogos
foram degradados, tendo como conseqiiéncia a perda do fendtipo pigmentado

(Napoli et al., 1990). Esse fen6meno foi chamado de cosupressao ou PTGS.

Com base em estudos bioquimicos e genéticos foi proposto um modelo que explica o
mecanismo de RNAI (revisado por Cerutti, 2003; Aigner, 2006; Weld et al., 2006;
Rana, 2007). Nesse modelo (Fig. 3), o mecanismo de silenciamento € iniciado por
um longo RNA dupla fita (dsRNA) produzido pelo organismo ou sintetizado in vitro e
introduzido na célula de interesse, sendo o0 mesmo homdlogo ao gene alvo para o
silenciamento. Inicialmente o dsRNA é processado em pequenos RNAs de
interferéncia (siRNAs) com cerca de 21-23 nucleotideos em animais (Zamore et al.,
2000) ou 25 nucleotideos em plantas e fungos (Hamilton, Baulcombe, 1999;
Catalanotto et al., 2002), por acdo de uma RNase Il chamada de DICER (Bernstein
et al., 2001; Forrest et al., 2004; Meister, Tuschl, 2004; Kim et al., 2005). Em seguida,
os siRNAs dupla fita sdo incorporados ao complexo multiprotéico RISC — RNA-
induced silencing complex (Hammond et al., 2000, 2005; Maiti et al., 2007), onde séao
desenrolados em fitas simples. Por sua vez, os siRNAs fita simples antisenso séo
usados como guia pelo complexo RISC para identificar por complementaridade de
bases o0 mRNA alvo, o qual é finalmente degradado por clivagem endo e
exonucleolitica (Rana, 2007). A clivagem ocorre entre os nucleotideos 10 e 11

upstream da extremidade 5 da fita guia, portanto quando existe uma perfeita
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complementaridade entre a cadeia guia e a cadeia alvo, proximo ao sitio de

clivagem, o RNA alvo é clivado e degradado (Rana, 2007).

ATP
ADP + Pi DICER

“TTTTTTM o

dsRNA

SIRNA
QAAAREE.  SLANLRAR

Proteinas RISC l UKL SIRNA
. —_—> ’ Complexo RISC

ATP
ADP + Pn

Desenrolamento de
SIRNA
[~E [‘: RISC ativado

'1| Associado com o mRNA alvo

l Clivagem do mRNA alvo
JIiiN0NNgN RRRRNNRNNNN

Figura 3. Mecanismo de RNAI. O processo € iniciado por um longo RNA dupla fita
(dsRNA) que é processado pela enzima DICER em pequenos fragmentos (siRNAs).
Os siRNAs sao incorporados ao complexo enzimatico RISC, que entao € ativado. Os
siRNAs dupla fita sdo desespiralizados, convertendo-se em fitas simples. O
complexo RISC se liga ao mRNA, usando a fita simples do siRNA como guia para
encontrar a sequéncia alvo. O mRNA é clivado por uma endoribonuclease e
degradado por uma exoribonuclease, resultando na perda de funcao do gene. Figura
extraida de Mahmood-ur-Rahman et al. (2008).
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Vale ressaltar que estes dois complexos protéicos tém papéis centrais e atuam de
forma integrada, como parte de uma rota de silenciamento perfeitamente

coordenada.

Como mencionado anteriormente, o silenciamento de RNA integra uma rede
complexa de rotas interconectadas, portanto, embora RNAi seja geralmente
associado com siRNAs, este processo também pode ser mediado por microRNAs
(miRNAs), uma classe de RNA que participa de mecanismos de regulacdo da
expressao génica (Bernstein et al., 2001; Bartel, 2004; Rana, 2007). Estes miRNAs
tém papel importante na regulagdo pds-transcricional de genes vinculados a diversas
fungbes bioldgicas em organismos metazoa, de nematodos a mamiferos (Bartel,
2004), em plantas (Baulcombe, 2004) e virus (Bartel, 2004). Nesta rota de
silenciamento, os mMiRNAs também sado incorporados ao RISC, entretanto o
complexo miRISC formado n&o apresenta uma perfeita complementaridade com a
molécula alvo de RNA, se ligando a regiao 3UTR do mRNA. Desta forma, o RNA
alvo nao é clivado, mas sua traducdo é reprimida. Como consequéncia, o RNA
mensageiro pode ser estocado ou entrar na rota de destruicdo celular. A depender
das condi¢cées e estimulos celulares 0 mRNA pode retornar a rota de traducao
(Rana, 2007). Outra rota de RNAI envolve o silenciamento por meio de modificagdes
da heterocromatina e metilacdo do DNA pelos siRNAs, entretanto esta ainda nao foi

bem elucidada (revisado por Lippman, Martienssen, 2004).
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2.3.2. Maquinaria Molecular do RNAi

A investigacdo genética do PTGS, particularmente em N. crassa, Arabidopsis
thaliana e Caenorhabditis elegans, tem propiciado a identificacdo de muitos genes
homologos requeridos para este tipo de silenciamento. Este fato corrobora com a

idéia de que a base molecular do PTGS & similar em diferentes organismos.

Alguns genes que participam do silenciamento de RNA em N. crassa foram
identificados em outros organismos. O gene QDE-1 (Cogoni, Macino, 1999) que
codifica uma provavel RNA polimerase dependente de RNA (RdRP) é similar aos
genes SGS2/SDE1 de Arabidopsis (Dalmay et al., 2000; Mourrain et al., 2000) e ao
gene EGO-1 de C. elegans (Smardon et al., 2000). Esta enzima é responsavel pela
amplificagéo do silenciamento, uma vez que, gera novos dsRNAs, usando os siRNAs
como primers, retroalimentando assim o processo. O gene QDE-2 que codifica uma
proteina contendo os dominios PAZ/PIWI esté relacionado com os genes AGOT de
Arabidopsis (Fagard, et al., 2000; Dalmay et al., 2001) e RDE-1 de C. elegans
(Tabara et al., 1999). O gene QDE-3 codifica uma provavel Rec-Q DNA helicase
(Cogoni, Macino, 1999) e esta relacionado ao SDE3 de Arabidopsis e ao SMG-2 de

C. elegans.

Estudos in vitro em C. elegans e em Drosophila identificaram duas ribonucleases
envolvidas em sistema de silenciamento de RNA naqueles organismos. O gene
MUT-7 de C. elegans (Ketting et al., 1999) codifica uma proteina semelhante a
RNase D (que exibe atividade de exonuclease), enquanto o gene DICER de
Drosophila (Bernstein et al., 2001) codifica uma proteina semelhante a RNase Il

(que exibe atividade de endonuclease).
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Dicer é evolucionariamente bem conservada nos organismos, entre 0s quais se
encontram os fungos (N. crassa e Saccharomyces pombe), plantas (Arabidopsis) e
animais (C. elegans, Drosophila e mamiferos). Pertence a uma familia de proteinas
que atua no processamento de dsRNA em siRNA. E caracterizada por conter dois
dominios cataliticos (RNase Ill a e b) envolvidos em reagdées de endonuclease que
resulta na clivagem de dsRNAs em siBRNAs e um dominio PAZ
(PIWI/Argonaute/Zwille), também encontrado na familia de proteinas Argonaute, que
se liga ao dsRNA para clivagem, bem como aos seus produtos (siRNAs),
provavelmente, visando a orientacdo do processo de incorporacdo destes ao
complexo RISC (Bass, 2000; MacRae et al. (2006); Rana, 2007). MacRae et al.
(2006) apresentaram um modelo para a estrutura de DICER, a partir de estudos
desta molécula no protozoario Giardia e propuseram que a DICER atua como uma
régua molecular que cliva os dsRNAs em pequenos fragmentos, cujo tamanho

depende da distancia entre os dominios PAZ e RNase Il (Fig. 4).

Ja os genes com dominios PAZ/PIWI que pertencem a familia Argonaute foram
conservados durante o processo de evolugao e tém papéis chaves no silenciamento.
Muitos membros desta familia participam do silenciamento em diferentes sistemas
biolégicos, sendo essenciais para diversas rotas do silenciamento mediado por RNA.
Estas proteinas integram o complexo RISC e sao caracterizadas por conter dois

dominios, PAZ e PIWI (Liu et al., 2004; Rana, 2007).

No modelo estrutural de Argonaute (Fig. 5) apresentado por Song et al. (2004),
baseado em estudos desta proteina em Pyrococcus furiosus, os dominios N terminal,

médio e PIWI compdem uma base. O dominio PAZ é mantido acima desta base por
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uma regiao similar a uma “haste”. Analises estruturais e bioquimicas revelaram que o
dominio PAZ interage diretamente com o siRNA, uma vez que contém um sulco
central com residuos aromaticos conservados que se ligam especificamente a
extremidade 3’ do siRNA fita simples, provavelmente, orientando o reconhecimento e

clivagem do substrato (mRNA).

65 A = 25 nucleotides

Figura 4. Visao frontal da representacado em fita da Dicer mostrando o dominio PAZ,
um modulo que se liga a uma extremidade do dsRNA, separado dos dois dominios
cataliticos da ribonuclease Ill (RNase Il a e b) por uma superficie plana, com carga
positiva. Os 65 A de distancia entre os dominios PAZ e RNase Il funcionam como
uma “régua molecular” usada para medir segmentos de 25 nucleotideos (bases) de
comprimento. Um segmento de RNA de fita dupla (azul) é mostrado passando

através da enzima. Figura extraida de MacRae et al. (2006).
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Enquanto o dominio PIWI é similar a ribonuclease H (RNase H), com sitio ativo
conservado (aspartato-aspartato-glutamato) e relacionado a sua atividade nuclease,

responsavel pela clivagem do mRNA alvo (Song et al., 2004).

Figura 5. Estrutura cristalizada da Argonaute de P. furious. A. Vista da
representacdo em fita da Argonaute mostrando o dominio N-terminal (azul), a “haste”
(azul claro), o dominio PAZ (vermelho), o dominio do meio (verde), o dominio PIWI
(roxo) e o conector entre dominios (amarelo). B. Representacdo esquematica das
fronteiras dos dominios. C. Modelo esquematico da clivagem de mRNA guiado por
siRNA. Os dominios estdo coloridos como em A. O siRNA (amarelo) se liga pela
extremidade 3’ na fenda do dominio PAZ e a extremidade 5’ interage com a outra
extremidade da fissura. O mRNA (marrom) entra pelo sulco de ligacao pela sua
extremidade 5’, entre os dominios PAZ e N-terminal e os dominios PIWI e do meio. O
sitio ativo no dominio PIWI (mostrado como tesouras) cliva 0 mRNA. Figura extraida
de Song et al. (2004).

Os principios basicos deste mecanismo de silenciamento foram conservados em
muitas espécies de fungos, contudo existem algumas excecbes. Por exemplo,
pesquisas relativas aos componentes da maquinaria envolvida no silenciamento por
RNA realizadas no banco de dados publico do genoma de fungos resultaram na

identificacdo de RdRP, dominios PAZ/PIWI (PPD) e proteinas similares a Dicer em
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varios fungos pertencentes as divisbes Ascomycota, Basidiomycota e Zygomycota.
Entretanto estas ndo foram identificadas em outros fungos, incluindo o ascomiceto S.

cerevisiae e o basidiomiceto Ustilago maydis.

A perda desta maquinaria ao longo do processo evolutivo foi observada em fungos
taxonomicamente distantes (Nakayashiki, 2005). Em basidiomicetos, pelo menos
duas classes distintas de Dicer, trés de RARP e duas de proteinas similares a PPD
foram identificadas. Em alguns casos foi verificada uma relagdo evolutiva entre os
grupos de proteinas dos basidiomicetos e ascomicetos, entretanto o ganho de genes
e uma maior diversidade de proteinas relacionadas ao silenciamento s&o observados

nos basidiomicetos.

2.3.3. Amplificacao do silenciamento por RNAi

Um dos aspectos mais fascinantes do silenciamento mediado por RNAi é o fato de
este ser induzido localmente e depois ser propagado para sitios distantes no
organismo (Palauqui et al., 1997; Voinnet, Baulcombe, 1997; Fire et al., 1998;
Winston et al., 2002). A propagacao sistémica do silenciamento esta vinculada a um
sinal mével como componente integrante da rota de silenciamento por RNA (Winston
et al., 2002). Considerando a especificidade do silenciamento, em principio, o sinal
movel é um acido nucléico, como os siRNAs e os dsRNAs. Ambos estao envolvidos
com o mecanismo de silenciamento de RNA, sendo que os siRNAs além de serem
suficientemente longos para prover a especificidade da seqliéncia sdo pequenos o
suficiente para se mover facilmente através das células, especificamente através dos

plasmodesmatas, no caso de plantas (Hamilton, Baulcombe, 1999).
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Embora o estabelecimento do silenciamento sistémico em resposta ao sinal mével,
ainda ndo seja bem compreendido, uma hipotese corrente € que a amplificagdo do
sinal € imprescindivel para um eficiente silenciamento sistémico (Palauqui,

Vaucheret, 1998; Voinnet et al., 1998; Rana, 2007).

Em plantas, o silenciamento de RNA é considerado um mecanismo geral de defesa
antiviral, podendo ser ativado localmente e propagar-se via um sinal de
silenciamento mével célula-a-célula, até alcancar o tecido vascular e estender-se a
outras partes da planta (Mlotshaw et al., 2002). Assim, se o virus encontra o
silenciamento de RNA ja estabelecido em tecidos de forma sistémica o processo de
infeccdo sera abortado (Baulcombe, 1997; Palauqui et al., 1996; Voinnet,

Baulcombe, 1997).

Segundo Miotshwa et al. (2002) o padrdao de silenciamento sistémico sugere que o
sinal mével célula-a-célula e através do floema é similar ao padrdo de movimento
viral através da planta. Experimentos apontaram evidéncias de que o sinal mével
célula-a-célula se propaga através dos plasmodesmatas em plantas (Voinnet et al.,

1998).

Recente trabalho demonstrou a existéncia de duas classes de siRNA em plantas
(Hamilton et al., 2002), sendo que o siRNA longo (24 a 26 nucleotideos) esta
correlacionado com o silenciamento sistémico e com a metilacdo de DNA homélogo
que conduz ao TGS, enquanto que o siRNA curto (21 a 22 nucleotideos) esta
relacionado com a degradagdo de sequéncias especificas de mRNA (PTGS).
Zamore e colaboradores mostraram que cada classe de siRNA em plantas é

produzida por diferentes enzimas do tipo Dicer (Tang et al., 2003).
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Em C. elegans o silenciamento efetivo pode se propagar e passar para as geracoes
futuras (Fire et al., 1998; Melo, Conte, 2004). Neste caso € requerida
especificamente uma proteina com multiplos dominios transmembrana (Whinston et
al., 2002). Esta proteina provavelmente atuaria como um receptor ou um canal

transmembrana para o sinal mével.

O aspecto sistémico do silenciamento também ocorre em outros organismos e foi
demonstrado em fungos (Mucor circinelloides) pela primeira por Nicolas et al. (2003).
Nesse trabalho foram identificadas duas classes de siRNA antisenso que se
acumulam diferencialmente ao longo do crescimento vegetativo. Fazendo uma
comparacdo com o silenciamento sistémico em plantas o siRNA longo (25
nucleotideos) poderia estar envolvido na propagacao do silenciamento através das
hifas cenociticas do fungo, enquanto que o siRNA curto (21 nucleotideos) estaria

vinculado a degradacdo do mRNA alvo.

A amplificacdo do silenciamento por RNAI esta vinculada a presenca de seqiéncia
similar ao gene QDE-1 de N. crassa que codifica para a enzima RNA-polimerase
dependente de RNA (RdRP). Esta enzima € responsavel pela retroalimentagdo da
producédo de novos siRNAs (siRNAs secundarios) por meio de diferentes rotas, a
depender do organismo (Axtell et al., 2006; Sijen et al.,, 2001, 2007; Alder et al.,
2003; Aoki et al., 2007; Baulcombe, 2007). Em C. elegans, por exemplo, RARP opera
diretamente na sintese de siRNAs secundarios, a partir de fragmentos de mRNAs

degradados que sao usados como moldes (Pak, Fire, 2007; Sijen et al., 2007).
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Por outro lado, em plantas a RARP usa os fragmentos de mRNAs alvos como fonte
para produzir novos dsRNAs, os quais por sua vez séo clivados pela Dicer, gerando

os siRNAs secundéarios (Fig. 6).
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Figura 6. Mecanismo de amplificagdo do silenciamento por RNAi. Producéo de
siRNA em plantas e animais. siRNAs secundarios s&o sintetizados pela agédo da
enzima RdRP, a partir de fragmentos de mRNA degradados. Figura extraida de
Baulcombe (2007).
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2.3.4. Vantagens associadas a RNAi

O silenciamento por RNAi é uma ferramenta da genética reversa que apresenta
vantagens quando comparada aos métodos convencionais de knockout de genes. A
principal delas é sua aplicagdo na regulagdo da expressao génica sem alterar a
estrutura do gene alvo, devido ser um mecanismo pos-transcricional que atua na
degradacdo do mRNA. Por se tratar de um mecanismo de silenciamento l6cus-
independente, transmitido por um sinal movel através do citoplasma de cada célula,
pode ser aplicado com sucesso, por exemplo, em fungos compostos por hifas
multicelulares e multinucleadas ou que apresentam dois ou mais nucleos
geneticamente diferentes em um citoplasma comum. A eficiéncia do RNAi n&o é

comprometida pela presenca de nucleos nao transformados.

Além disso, pode promover o silenciamento simultaneo de genes homologos, pois 0s
alvos neste mecanismo sao sequéncias conservadas dentro de uma familia de
genes, ou seja, induz a supressdao génica em uma sequéncia especifica e ndo de
maneira locus-especifica, como mencionado anteriormente (Nakayashiki et al.,
2005). Desta forma, uma construgcdo de RNAI pode ser usada para silenciar uma
familia inteira de genes. Esta caracteristica pode ser especialmente util onde existe

redundancia de genes que poderiam mascarar o fenétipo do gene silenciado.

2.3.5. RNAi em fungos e oomicetos

Muitas pesquisas tém investigado o silenciamento por RNAi em fungos e oomicetos.

No fungo modelo N. crassa foi demonstrado que siRNAs com 25 nucleotideos estdo
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envolvidos na rota de silenciamento (Catalanotto et al., 2002). Para fungos
fitopatogénicos, o primeiro relato sobre o mecanismo de RNAi foi descrito para o
ascomiceto M. oryzae, agente causal da doenca do bruzone do arroz. Esta doenca
causa perdas de importancia econdmica na produgcdo mundial de arroz. O trabalho
conduzido por Kadotani et al. (2003) apresentou uma analise detalhada do
mecanismo molecular do silenciamento por RNAi em M. oryzae, usando a proteina
fluorescente (eGFP), como modelo. Eles desenvolveram construgdes plasmidiais
expressando RNAs em trés orientagdes: senso-senso, antisenso-antisenso e senso-
antisenso, cada uma contendo uma seqiéncia parcial do gene gus como espacgador
interno. Essas construgdes foram introduzidas em um transformante expressando
eGFP. A fluorescéncia de eGFP nos transformantes foi silenciada com maior
eficiéncia pelo dsRNA (hairpin). Além da medida da atividade de eGFP nos
transformantes silenciados foi detectada uma reducdo na concentragcdo do mRNA
relativo ao eGFP e um acumulo de siRNAs de trés tamanhos diferentes que variou
entre 19 e 23 nucleotideos. Os trabalhos conduzidos por Nicolds et al. (2003)
demonstraram a existéncia de um mecanismo de silenciamento pos-transcricional no
fungo filamentoso Mucor circinelloides, usando o gene carB como marcador. Esse
mecanismo esta associado com pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) senso e
antisenso, sugerindo que os transcritos sdo convertidos para dsRNAs, os quais por

sua vez sao clivados em siRNAs.

Whisson et al. (2005) descreveram a primeira aplicacao de silenciamento transiente
de gene mediado por dsRNA no oomiceto Phytophthora infestans. Em Schizophyllum

commune o gene SC15, que codifica uma proteina estrutural, foi silenciado a uma

29



frequéncia de 80%, usando uma construcdo em hairpin (de Jong et al., 2006).
Silenciamento simultdneo em cerca de quatro grupos de genes foi detectado em M.
oryzae usando o vetor pSilent-Dual 1 (Nguyen et al., 2008). Analises por RT-gPCR
detectaram que transcritos de dois genes de Agaricus bisporus (URA3 e CBX)
silenciados com construcées em hairpin foram significativamente reduzidos (Costa et

al., 2009).

Nakayashiki et al. (2005) desenvolveram um vetor versatil (pSilent-1) para fungos
ascomicetos que carregam um cassete de resisténcia a higromicina e uma unidade
transcricional para expressao de RNA hairpin, com multiplos sitios de clonagem e um
espacgador composto por uma sequéncia intronica. Os experimentos com este vetor
demonstraram que o gene enddégeno mpgl de M. oryzae foi silenciado,
apresentando diferentes graus de intensidade para o silenciamento. Entre os 70 a
90% de transformantes, 10 a 15% apresentaram fenotipo quase nulo. Este vetor
também foi eficiente no silenciamento do gene repoérter gfo do fungo ascomiceto

Colletotrichum lagenarium.

Outros trabalhos demonstraram o envolvimento de complexos protéicos no
mecanismo de RNAIi, como Dicer que foi detectado em A. nidulans, M. oryzae e N.
crassa (Hammond et al., 2005; Kadotani et. al., 2004; Catalanotto et al., 2004). A
biogénese dos siRNAs foi demonstrada em A. nidulans, M. oryzae, Mucor
circinelloides e N. crassa (Hammond et al., 2005; Kadotani et al., 2003; Catalanotto

et al., 2002).
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2.3.6. Fatores que influenciam a eficiéncia de RNAi

Vale ressaltar que para que a tecnologia do RNAI seja implementada com sucesso, a
selecdo apropriada da seqiéncia dos dsRNAs em relagdo a regidao especifica do
gene alvo é um fator crucial. Analises em células HelLa sugeriram que os siRNAs que
mediam o silenciamento génico podem afetar outros genes que compartilham

seqlUéncias similares com o gene alvo (Jackson et al., 2003).

Cui et al. (2004) desenvolveram o programa computacional OptiRNAi que utiliza os
critérios estabelecidos por Elbashir et al. (2002) para identificar adequadamente as
sequéncias alvos, a partir das quais seréao feitos os desenhos dos siRNAs. Esses
critérios envolvem, dentre outros fatores, a exclusdo de introns; a exclusdo das
regidbes ndo traduzidas (UTRs), uma vez que elas podem se ligar a proteinas
regulatérias e tornarem-se inacessiveis para os siRNAs ou para o complexo RISC; a
exclusdo de sequéncias muito ricas em GC, devido a tendéncia para formar
estruturas quadruplex, bem como a exclusdo de sequéncias ricas em AT, por estas

apresentarem baixa estabilidade termal.

Outros requisitos que aumentam a eficiéncia do silenciamento sdo a escolha da
sequéncia alvo para a producao do dsRNA com pelo menos 500 pb separadas por
uma sequéncia espacadora de cerca de 250pb (Mouyana et al., 2004), bem como a

inclusao de um intron na regido espacadora (Goldoni et al., 2004).

Com a finalidade de contribuir para a discussao e decisdao em relagdo as estratégias
mais adequadas de RNAI, Pauls e Esté (2004) apresentaram uma comparagao das
principais tecnologias de RNAi que tém sido utilizadas in vivo e in vitro. Entre estas
pode ser citada a introducao de siRNAs sintetizados in vitro diretamente nas células.

31



Esta técnica tem sido muito utilizada em mamiferos e apresenta a vantagem de ser
rapida e de ter muitos kits disponiveis no mercado, contudo tem um custo alto e

promove um silenciamento transiente.

Outra técnica a ser destacada refere-se ao sistema baseado em DNA plasmidial que
expressam siRNAs e envolve trés estratégias de construgdo. Na primeira as cadeias
senso e antisenso de siRNAs sdo sintetizadas separadamente; na segunda as
cadeias senso e antisenso sdo transcritas como um pré-siRNAs, ligados por um
pequeno espacador que formara um loop de 19 pares de base, conhecido como
pequeno RNA hairpin (shRNA) e, uma terceira estratégia permite codificar
simultaneamente dois siRNAs contra diferentes alvos. Este sistema oferece
estratégias de baixo custo e mais eficientes para criar uma linhagem de células
silenciadas estaveis, que sdo selecionadas por gene de resisténcia a antibidticos co-
expressados pelo mesmo plasmideo. O problema apontado para esse sistema esta
relacionado a transfeccao do DNA. Outros sistemas como o viral, o de peptideos e o
de bibliotecas de siRNAs sdo mais onerosos e tem tido uma utilizagdo maior na

terapia génica.

Como alternativa mais econdémica e eficiente para a construgdo de um vetor para
RNAi, Chang (2004) desenvolveu uma técnica para produzir os pequenos RNAs
hairpin (shRNAs) a partir da sintese de dois oligonucleotideos (shRNA-F e shRNA-R)
contendo sequiéncias complementariamente parciais de shRNA com uma regiao
sobreposta para formagdo do /loop. Este cassete é clonado em um vetor de
expressao e introduzido em Escherichia coli. Os resultados dessa técnica apontam

para uma redugao dos custos, dos esforgos e dos potenciais erros que acompanham
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o uso de longos oligonucleotideos (cerca de 60 pb) que codificam as seqliiéncias de
shRNA e € inserido em um vetor de expressao sob o controle de um promotor

especifico.

3. Genes alvos para o silenciamento por RNAi

Os projetos de seqlienciamento genémico geram uma quantidade enorme de
sequéncias que necessitam ser correlacionadas as fungdes bioldgicas. O estudo das
fungbes dos genes, tradicionalmente tem sido realizado por meio de analises do
fendtipo ou de alteragdes bioquimicas de organismos provocadas por mutagdo em
um gene de interesse. Este processo € considerado muito trabalhoso e consome
muito tempo. Neste sentido, RNAI, se constitui em uma ferramenta alternativa e

poderosa para a gendmica funcional.

O Projeto Genoma de M. perniciosa foi desenvolvido por um consércio formado pela
UESC, UNICAMP, CEPLAC, EMBRAPA, UEFS, UCSAL e UFBA. Nesse projeto foi
realizado o seqlenciamento do genoma do fungo, como subsidio para a analise
funcional, isto €, para a compreensao das fun¢des dos genes individuais e como eles
interagem entre si. Até o0 momento o tamanho estimado do genoma foi de 39 Mbp,
com 14.072 genes preditos. Foram identificados genes que codificam proteinas
envolvidas na resisténcia a ROS e degradagao da parede celular, dentre outros. O
grande numero de genes codificando citocromo P450 monooxygenases (1.15% de
genes modelos) indica que M. perniciosa tem um grande potencial para detoxificacéo
e producdo de toxinas e horménios. Isto pode conferir uma grande capacidade
adaptativa a esse fungo (Mondego et al., 2008).
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A partir do banco de dados do projeto Genoma de M. perniciosa, do banco de dados
da Biblioteca de ESTs do desenvolvimento de C. perniciosa em Sistema in vitro e do
banco de dados na Biblioteca de ESTs correspondente a interacao T. cacao-C.
perniciosa foram selecionados dois genes endbgenos MpPRX1 e MpHYD, como
alvos para o silenciamento por RNAI, devido aos seus importantes papéis bioldgicos,

bem como pelo fato do seu silenciamento poder ser validado fenotipicamente.

O gene MpHYD3 integra uma familia multigénica caracterizada por Santos (2005).
Inicialmente foram identificadas quatro sequéncias de nucleotideos, correspondentes
a fragmentos de genes de hidrofobinas (Santos, 2005). Recentemente foi identificado

um quinto membro nesta familia (Santos, 2009. Comunicacao pessoal).

As hidrofobinas sdo pequenas proteinas com baixo peso molecular (7 a 9 kDa) que
apresentam propriedades biofisicas especiais, ou seja, sdo moléculas surfactantes
que podem se polimerizar em uma interface ar-dgua ou ar-6leo, formando uma
camada polimérica capaz de reverter a hidropaticidade de superficies, tanto in vivo

quanto in vitro (Wdsten, Welssels, 1997).

Essas proteinas sdo produzidas por fungos filamentosos e estdo entre as proteinas
de superficie mais ativas até hoje conhecidas. S&o transcritas em diferentes estagios
da vida do fungo, por exemplo, durante a formagdo do corpo de frutificacao,
esporulacédo e infeccdo de plantas e insetos (Linder et al., 2005) e formam uma
cobertura hidrofébica que protege suas estruturas evitando a perda de agua (Talbot,
1997). Durante o desenvolvimento do fungo, as hidrofobinas desempenham papéis
cruciais que ajudam o fungo a se adaptar ao ambiente e sobreviver. Essas proteinas

participam da formacao de estruturas aéreas (hifas aéreas, basidiomas e esporos)
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que propiciam a saida do fungo do meio aguoso para o ambiente hidrofébico (ar),
visando a sua preservagao (Wessels, 1997; Wdsten, Wessels, 1997). Propiciam a
formacao de canais hidrofobicos em basidiomas que permitem trocas gasosas
quando o fungo se encontra em ambiente aquoso (Lugones et al., 1999; van Wetter
et al., 2000). Adicionalmente, estas contribuem para fixagao das hifas do patdégeno a
superficie hidrofébica do seu hospedeiro, passo imprescindivel para ocorréncia dos

processos de penetracdo e de infec¢ao (Talbot et al., 1996; van Watter et al., 2000).

As hidrofobinas s&o caracterizadas por possuirem oito residuos de cisteina
conservados que formam quatro pontes de dissulfeto intramoleculares e um padrao
de hidropatia tipico (Woésten, Wessels, 1997; Wessels, 1997). De acordo com as
diferencas de hidrofobicidade, bem como das propriedades quimicas, as hidrofobinas
séo classificadas em classe | e classe Il (de Vries et al., 1993; Wessels, 1994). As
membranas formadas pelas hidrofobinas da classe Il sdo pouco estaveis, podendo
ser dissociadas quando submetidas a tratamentos com dodecil sulfato de sédio
(SDS) a 2% ou com etanol a 60%. As membranas formadas pelas hidrofobinas da
classe |, hidrofobinas identificadas em M. perniciosa, se caracterizam por sua alta
insolubilidade e capacidade de suportar tratamentos com SDS a 2% e temperaturas
de 100°C, sendo dissociada apenas pela acdo do acido formico ou acido
trifluoroacético (Russo et al., 1982). Estas caracteristicas conferem as membranas
de hidrofobina que revestem as hifas, resisténcia a tratamentos quimicos e
enzimaticos, propiciando protecado dessas estruturas contra condi¢cées adversas do

meio ambiente (Wdsten et al., 1993).
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Por outro lado as hidrofobinas da classe | parecem ser funcionalmente relacionadas,
isto é, essas podem substituir parcialmente a fungdo uma da outra (van Wetter et al.,

2000).

s

E interessante considerar que os fungos, para formar estruturas aéreas e interagir
com as superficies, sdo capazes de baixar a tensdo superficial do meio aquoso e
crescer em direcao ao ar (Talbot, J. N., 1997). A formacao de estruturas aéreas (Fig.
7) como os corpos de frutificagcdo em fungos filamentosos foi descrita por Wésten et
al. (1999) e van Wetter et al. (2000). O primeiro passo para o desenvolvimento do
corpo de frutificagdo € a agregagcdo de hifas aéreas por embebimento em uma
mucilagem que as mantém unidas. Em um segundo passo a tensdo superficial do
ambiente aquoso é baixada para permitir que a hifa rompa a barreira representada
pela interface meio aquoso-ar. Para que esse fendmeno ocorra, monémeros de
hidrofobina s&o secretados pelos apices das hifas submersas. Esses monémeros
possuem dois dominios hidrofébicos e dois hidrofilicos que se polimerizam ao
alcancar a superficie agua-ar, formando uma membrana anfipatica que quebra a
tensdo superficial do meio aquoso e permite que a hifa emerja envolta nessa
membrana. A face interna da membrana é hidrofilica e fica voltada para a parede
celular da hifa, enquanto a face externa é altamente hidrofobica e fica em contato
com o ar e com a superficie do hospedeiro, prevenindo a perda excessiva de agua,
assegurando assim a producdo e dispersao de esporos. Em ambos 0s casos a
interacado entre as superficies, provavelmente é estabelecida devido a atividade de

lecitinas (Wdsten, Vocht, 2000).
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Figura 7. Modelo de emergéncia das hifas aéreas baseado nos experimentos de
Wésten et al. (1999) com o fungo S. commune. a. Durante o crescimento a hifa
secreta hidrofobina em abundancia. Os mondmeros de hidrofobina tém dois
dominios hidrofébicos e dois dominios hidrofilicos que se agregam na interface ar-
agua, formando uma membrana anfipatica. b. Isto causa uma reducdo na tensao
superficial permitindo que a hifa cres¢ca em direcdo ao ar. ¢. A hifa emerge envolta
nessa membrana, sendo que a sua face hidrofilica fica em contato com a parede da

hifa e a face hidrofébica fica voltada para o ar. Figura extraida de Talbot (1999).
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Relatos de silenciamento de genes que codificam para hidrofobinas em fungos
filamentosos elucidaram a funcédo dessas proteinas. O silenciamento do gene SC3
em S. commune, por exemplo, demonstrou que a inibicdo da sua expressao afetou a
formacao e a fixacao de hifas aéreas a superficies hidrofébicas (Wdésten et al., 1994;
van Wetter et al., 1996). Entretanto esses processos nao foram completamente
excluidos, uma vez que outras proteinas de superficie estdo envolvidas nos mesmos.
O silenciamento do gene rodA de A. nidulans produziram mutantes com esporos que
foram facilmente dessecados, devido a falta da cobertura hidrofébica (Stringer et al.,
1991). Por outro lado, mutantes de S. commune (ASC3) tiveram a composicao da

parede celular modificada.

Considerando que a funcdo das hidrofobinas esta relacionada a formagéo de um
filme anfipatico que protege as estruturas aéreas do fungo, € esperado que o
silenciamento dos genes MpHYDs em M. perniciosa propicie a inibicdo ou reducao
dos niveis de transcritos. Isto provocaria uma consequente reducdo ou total inibicdo
da producéo de basidiomas. Contudo, havendo formagédo de basidiomas, se espera
que estes apresentem morfologia atipica ou ainda, que seja reduzido o percentual de
formacao e/ou a viabilidade dos basidiésporos formados. Esse fato pode promover a

interrupgéo do ciclo de vida do fungo ou interferir na sua eficiéncia.

Em relacdo a MpPRX1, segundo gene enddgeno selecionado como alvo para o
silenciamento via RNAi, este codifica para a enzima mitocondrial 1-cis
peroxiredoxina. A funcdo desta enzima é vinculada a detoxificagdo de ROS (espécies
reativas de oxigénio) gerados durante o processo respiratério ou como resposta a

muitos agentes externos, tais como compostos quimicos, radiagdes ionizantes e UV
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e alta pressao de oxigénio (Monteiro, Netto, 2004), protegendo as células contra o

estresse oxidativo que induz ao envelhecimento e morte.

O envolvimento do oxigénio nos processos metabdlicos dos organismos vivos,
incluindo os fungos esta associado a formagdo e ativacdo de um numero de
compostos altamente reativos, dentre estes: radical superoxido (Oz'), radical hidroxila
(OH"), radical peréxido (HO,), ion perdxido (HO2 "), perdxido de hidrogénio (H20,) e
oxido nitrico (NO) (Gessler et al., 2007). Em baixas concentracées, ROS tém um
papel importante na sinalizagdo celular vinculada a iniciagao da diferenciagao celular
(Aguirre et al., 2005). Entretanto quando presente em altas concentragdes, ROS
desencadeia estresse oxidativo que pode causar danos ao DNA, proteinas e
membranas lipidicas (Storz et al., 1987), bem como pode induzir a proliferacao

celular descontrolada e a morte celular programada (Cerutti, 1985).

Por outro lado, um dos mecanismos de defesa da planta contra fitopatégenos
consiste em uma resposta localizada e freqiientemente associada com uma explosao
oxidativa que gera ROS (Gesteira et al., 2007), formando uma barreira toxica contra
a invasao do patégeno. Para neutralizar o sistema de defesa da planta, patégenos
fungicos, incluindo M. perniciosa, tém desenvolvido estratégias que limitam a
formacao ou inibem diretamente os efeito gerados por ROS (Ceita et al., 2007),
conduzindo ao sucesso da infeccdo. Desta forma, o estresse oxidativo induz a
sinalizagao e ativagdo de genes envolvidos na produgéo de proteinas que atuam na
remocao ou neutralizagdo de ROS, tais como superdxido dismutases, catalases,

peroxidases e glutationa.
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As peroxiredoxinas (Prxs) integram uma familia de enzimas antioxidantes que atua
como peroxidases na reducao de peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos para agua
ou alcool correspondente, respectivamente (Gessler et al.,, 2007). A atividade
catalitica de Prxs depende de uma cisteina peroxidatica (Cp) conservada, na regiao
N-terminal da proteina. Os residuos circunvizinhos a Cp e o sitio catalitico parece

que também foram bem conservados (Knoops et al., 2007).

Em eucariotos, diferentes isoformas de peroxiredoxinas sdo enderegadas para
diferentes compartimentos celulares (citosol, mitocdndria, cloroplastos) e também
podem estar associadas as membranas plasmatica e nuclear (Gessler et al., 2007).
Dentre essas, a enzima 1-cis-peroxiredoxina atua especificamente na mitocéndria e
pertence ao subgrupo, 1-cis-Prx, devido a presenca de um unico residuo de cisteina
conservado e envolvido diretamente na catalise. A primeira etapa relativa ao
mecanismo da reacao peroxidase é similar para todas as peroxiredoxinas e consiste
na oxidacdo da cisteina (cis-SpH) para acido sulfénico (cis-SOH) com reducao
simultanea do substrato perdxido (Wood et al., 2003). Entretanto a segunda etapa da
reacao peroxidase, ou seja, a resolucdo do 4cido sulfénico é distinta para as trés

classes de peroxiredoxina existentes.

Uma das principais fontes de superdxido anion na célula é a redugédo parcial do
oxigénio, usado na mitocdéndria (2 a 5%), durante o processo respiratorio
(Selozerkaya, Gessler, 2007). A detoxificacdo de ROS formado nesse processo é,
provavelmente, a principal funcdo da peroxiredoxina mitocondrial. A expressao de
PRIX1 é induzida pelo aumento da concentracao de HO. e hidroperdxidos, bem

como pelas baixas concentragdes de glicose (Monteiro, Netto, 2004). De acordo com
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Belozerskaya e Gessler (2007), em leveduras, a atividade dessa peroxiredoxina é
dependente do pH e aumenta sob pH acido, o qual € detectada na ativacado da
respiragcdo com reducdo de glicose no meio, durante a transicdo para a fase

estacionaria do crescimento da levedura.

Segundo Pedrajas et al. (2000) a sensibilidade de células de leveduras silenciadas
para o gene Prx1 em condicoes oxidantes demonstra a importdncia dessa
peroxidase para protecao contra exposi¢cao a H>.O,, uma vez que seu crescimento foi
reduzido em relagédo a linhagem controle. Entretanto a funcdo peroxidativa de Prxs
provavelmente é compensada em parte, pela peroxidase glutationa e catalases

(Woode et al., 2003).

Considerando que o silenciamento de MpPRX1 pode promover uma inibicdo ou
reducdo dos niveis de expressao desse gene é esperado um decréscimo da
atividade da enzima 1 cis-peroxiredoxina, o que implicaria em maior sensibilidade de
M. perniciosa a exposi¢ao de peroxido de hidrogénio, refletindo numa menor taxa de

sobrevivéncia deste fungo.

Além destes dois genes enddgenos, o gene heterblogo gfp, foi escolhido como
modelo visando verificar a operacionalidade do silenciamento por RNA interferente
em M. perniciosa e sua aplicacdo para o estudo funcional de genes desse

basidiomioceto.
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4. OBJETIVOS

1. Estabelecer um sistema de eletroporacao e regeneracao de protoplastos de M.
perniciosa como método alternativo para a transfeccdo de DNA e de dsRNAs nos

experimentos de transformagéo e de silenciamento do fungo, respectivamente;

2. Produzir uma linhagem transgénica de M. perniciosa que expresse 0 gene
heter6logo gfp e verificar a operacionalidade do silenciamento génico por RNAI,

usando o gene gfp, como modelo;

3. Estabelecer uma metodologia de silenciamento génico por RNAi em M. perniciosa,
a partir de genes enddgenos, visando anadlises funcionais de genes vinculados ao

desenvolvimento e patogenicidade do fungo.
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ABSTRACT

Protoplasts are important tools for genetic manipulation of fungi. The efficiency of
mycelia regeneration from protoplasts is highly dependent on the fungus species, the
regeneration medium and the physicochemical parameters of the method used. The
electroporation-induced pore formation, crucial for transformation, is determined by
the intensity and duration of the electric pulse. To optimize the conditions for
electroporation and frequency of protoplasts regeneration of Moniliophthora
perniciosa, protoplast suspensions were electroporated with a range of voltages and
different number of pulses. Increasing the voltage and number of pulses during
electroporation decreased the regenerative capacity of M. perniciosa protoplasts. The
condition that promoted higher regeneration frequency was the application of a single

1.5 kV electric pulse.

Key-words: Moniliophthora perniciosa, witches’ broom, regeneration of protoplasts,

electroporation.
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INTRODUCTION

The genetic manipulation of filamentous fungi, including transformation, uses
biological substrates like protoplasts, osmotically sensitive spherical cells devoided of
cell wall. Several processes of fungi protoplastization have been reported (de Vries
and Wessels, 1975; Yanagi; Takebe, 1983; Bok et al., 1994; Kim et al., 2000; Marchi
et al.,, 2006). In general, protoplasts are obtained from spores or young mycelium
submitted to the action of lytic enzymes in osmotically balanced medium. The
mechanism of protoplast regeneration has been studied by many researchers.
Peberdy (1972) and Tanaka et al. (1981) characterized its initial stage as the
synthesis of new cell wall and subsequent return to the hyphal form. Furthermore, de
Vries; Wessel (1975) considered the formation of new cell wall as a process of
regeneration and the subsequent protrusion of the germ tube-like hyphae as
reversion. This process depends, among other factors, of the fungus species, the
physiological stage of the culture, the regeneration medium, and the physical and

chemical parameters associated with the transformation methods.

Several protocols to obtain protoplasts from Moniliophthora perniciosa, the causal
agent of cacao (Theobroma cacao) witches’ broom disease, have been described
establishing efficient and reproducible protocols for protoplasts isolation and
regeneration (Thompson et al., 1986; Santos, 2001; Lima et al., 2003; Lopes et al.,
2008). Successful transformation and subsequent regeneration of M. perniciosa
protoplasts using polyethylene glycol (PEG)-mediated methods were reported by

Lima et al. (2003) and Lopes et al. (2008). More recently, protoplasts were used to
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prove that RNAi-mediated gene silencing is an effective approach to challenge M.

perniciosa gene function (Caribé dos Santos et al., 2009).

Electroporation is an alternative system for direct gene delivery and has been used
for many filamentous fungi, including Neurospora crassa, Aspergillus oryzae
(Chakraborty et al., 1991), Metarhizium anisopliae (Leger et al., 1995) and A.
nidulans (Sanchez; Aguirre, 1996). This technique is based on the reversible
permeabilization of the plasma membrane induced by an electric field of high
amplitude and short duration. The change in transmembrane potential promoted
during the application of an electrical pulse allows the transient formation of pores
(Kinosita; Tsonga, 1977; Neumann et al.,, 1982; Neumann et al., 1996) and
consequent migration of macromolecules, like DNA fragments, loaded through these
pores. These macromolecules eventually reach the nucleus and can be integrated to
the genome promoting genetic transformation (Ruiz-Diez, 2002). However, depending
on the intensity of the electric field applied an irreversible electroporation can be
produced, with permanent rupture of membranes and subsequent cells death
(Zimmermann, 1986; Langridge et al., 1987; Shillito et al., 1985). Therefore, when
parameters for protoplasts electroporation of a given species are not known, it is
necessary to primarily determine and optimize the intensity of the voltage and the

number and duration of the pulse.

To establish the relationship between the conditions for electroporation and the
frequency of M. perniciosa protoplasts regeneration, an evaluation of the physical

parameters influencing electroporation was done. The evaluation of these parameters
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supports the establishment of an efficient protocol of M. perniciosa protoplasts

transformation by electroporation as an alternative to other transformation methods.

MATERIAL AND METHODS
Fungus strains and culture conditions

The wild type CP02 strain of M. perniciosa (biotype C) used in this study was isolated
from cacao branches and kindly provided by Dr. Karina Gramacho (CEPLAC/CEPEC,
Bahia, Brazil). The fungus was maintained in the saprophytic phase at 25°C in
darkness on potato-dextrose-agar media - PDA (Acumedia ®) modified by addition of

0.15% casein hydrosylate, 0.2% yeast extract and 0.2% peptone.
Protoplast production

Protoplasts of strain CP02 were obtained from mycelia grown on Potato Dextrose
Grow - PDG (Acumedia ®) with agitation in darkness at 25°C for 8 d. The procedure
for protoplasts production was carried out according to Lima et al. (2003). The
obtained protoplasts were washed three times with sorbitol 1.0 M by centrifugation at
5000 rpm and 4°C for 10 min. After that they were resuspended in 1.0 mL sorbitol 1.0
M/PEG 6000 1% for a concentration of 107 protoplasts/mL (Fig. 1) Protoplast counting
was performed in a Neubauer chamber, with the aid of an optical microscope. The
calculation of the total number of protoplasts was done using the formula: Number of
protoplasts/mL= average of protoplasts counted (5 fields) X total number of fields of a

Neubauer-counting chamber (25) X dilution factor of the sample (1 mL) x 10*.
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Figure 1. Protoplastization from hyphae of M periciosa. A. Intact
hyphae. B. Partially digested hyphae. C. Produced protoplasts {white
light) 200X. D. Protoplasts, phase contrast micrograph, 200X. E.
Protoplasts, phase contrast micrograph 400X.

Protoplast Electroporation

The experiment designed to evaluate the regenerative capacity of electroporated
protoplasts consisted of three repetitions of nine different treatments and one control.
For each treatment 400 uL of a 10’ protoplasts/mL were electroporated in 0.2 cm
cuvettes using three voltages, 1.5, 2.0 and 2.5 kV/4.0 ms and varying number of

pulses (1, 2 and 3) using a Bio-Rad MicroPulse Electroporator.
Hyphal regeneration from protoplasts

The suspension of electroporated protoplasts was diluted in 5 mL of PDG medium

with 0.5 M sucrose and after two hours of incubation an aliquot (200 uL) was plated in
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triplicate in PDA regeneration medium with 0.5 M sucrose, and incubated in dark
room BOD at 25°C for 10 d. The control experiment was done with non-
electroporated protoplasts and incubated under the same treatment conditions. After
10 d of incubation the new mycelia were counted and the frequency of regeneration
was calculated, using the formula: regeneration percentage= A/B x 100 where: A=
number of colonies grown and B= number of protoplasts per mL. The level of

significance was determined by Tukey test at 5% probability level.

In parallel to this experiment, an aliquot of protoplast suspension diluted in PDG
medium with 0.5 M sucrose was incubated under the same conditions for 5 d to
monitor, by optical microscope (white light and phase contrast), the regeneration

process and reversal to the mycelial form.

RESULTS AND DISCUSSION

The use of fungal protoplasts for molecular studies and transformation experiments
depends on their successful regeneration to a mycelial form. On the other hand the
frequency of protoplast regeneration is associated, among other factors, to the
methods used for transformation. Thus to evaluate the influence of the conditions of
electroporation on the frequency of regeneration of Moniliophthora protoplasts,
suspensions of protoplasts were electroporated with a range of voltages and different
number of pulses. Protoplast viability was checked based on the regeneration and
consequent reversion of the protoplasts in osmotically stabilized agar medium.
Additionally, it was observed by optical microscopy the pattern of regeneration of the
fungus hyphae, using a diluted aliquot of protoplast suspension in PDG medium with

49



0.5 M sucrose and incubated by 5 d.

The pattern of hyphal regeneration of M. perniciosa protoplasts was similar to type 3
regeneration pattern observed in other filamentous fungi like Pyricularia oryzae
(Tanaka et al., 1981), Agaricus bisporus (Maeta et al., 1990), Trichoderma harzianum
and T. viride (Balasubramanian; Lalithakumari, 2008). This pattern is characterized by
the protrusion of a germ-tube like hyphae directly from the single spherical protoplast
cell, after synthesis of a new cell wall. This was observed in M. perniciosa, that is, a
germ-tube emerged from a single protoplast and normal hyphal growth was restored
(Fig. 2). The first mycelia forms emerged after 5 to 7 d of incubation in PDA

regeneration medium with 0.5 M sucrose.

Figure 2. Reversion of M perniciosa protoplasts to hyphal form. Aand B
a germ-tube like hypha protruded directly from the single spherical cell.

It is noteworthy to point out the difficulty to exactly determine regeneration
percentages in M. perniciosa due to the clustering of regenerated protoplasts (Fig. 3).
Similar difficulties were raised in P. oryzae (Tanaka et al., 1981) and in Lentinus

lepideus (Kim et al., 2000).
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Figure 3. Clustering of the regenerated mycelium from protoplasts. A. Clustered
protoplasts. B. Several aggregated protoplasts in process of regeneration
contributing to the formation of mycelia. C. Development of hyphae in a more
advanced stage.

Protoplast aggregation contributes to the formation of chimerical mycelium from
several protoplasts in process of regeneration. This fact will probably influence the
results of transformation events in M. perniciosa, since hyphae may be formed from

transformed and untransformed protoplasts.

The frequency of regeneration varies greatly between fungal species, ranging from
0.1 to 50% (Peberdy, 1991), not reaching 100% (Aguilar, 1991). For M. perniciosa,
Santos (2001) obtained a frequency of protoplast regeneration of 1.54%, using 1.0 M
sorbitol as osmotic stabilizer. This value is consistent with the regeneration frequency
of 1.04% obtained in our experiments on protoplasts used as control and incubated in

medium with 1.0 M sorbitol and 1% PEG (Fig. 4A e B).

Importantly, the regeneration frequency of electroporated M. perniciosa protoplasts
was found to be inversely proportional to voltage and number of pulses applied during
electroporation (Figs. 4A e B). The increase in voltage intensity associated with
increased number of pulses consistently resulted in reduction of the regenerative

capacity of protoplasts. Even though, electroporation is a fast and simple technique,
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done without the addition of toxic agents to the cell, the electrical pulses can have

deleterious effects on protoplast survival and subsequent regeneration.

The highest percentage of regeneration (0.71%) was obtained from protoplasts
electroporated with the application of one pulse with an intensity of 1.5 kV (Fig. 4B).
Among the treatments in which 2.0 and 2.5 kV were applied with one, two or three
pulses, the frequency of protoplast regeneration was smaller than the regeneration
obtained with one or two 1.5 kV pulses and not significantly different among them

according to Turkey’s test (Fig.4B).

In M. perniciosa the decrease in the frequency of protoplast regeneration caused by
the increase in voltage intensity and number of applied pulses, decreased protoplast
viability. This was probably due to membrane rupture caused by the pressure
resulting from the interaction between accumulated charges on the membrane
surface when 2.0 or 2.5 kV pulses were applied (Zimmermann, 1986). Similar results
were also obtained for the fungus Candida albicans (Mazurek; Lubicki, 1995) and
protoplasts of Stylosanthes guianensis (Quecini et al., 2002) in which electric fields
higher than 250 V.cm™ promoted the formation of irreversible pores in the plasma

membrane, causing extensive cell death and almost no transformation.

Overall, a low regeneration frequency was obtained. This limitation may be related to
the fact that M. perniciosa, as well as basidiomycetes like L. lepideus (Kim et al.,
2000), produce a small number of nuclei per hyphal compartment, which leads to
formation of a great proportion of anucleated protoplasts (up to 58% according to

Lima et al., 2003) that are unable to regenerate mycelium. The low regeneration
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attributed to anucleated protoplasts was also observed in Trichoderma sp by

Mrinalini; Lalithakumari (1998) and Tschen; Li (1994).

PFR (%)

%9

Figure 4. Regeneration and reversion to
mycelial form of electroporated
protoplasts. A. Mycelia from M. pemniciosa
protoplast after 10 d of incubation in
PDA/sucrose 05M. B. Percentage of
regeneration frequency (PFR) of M.
pemiciosa electroporated protoplasts.
PFR was inversely proportional to voltage
and number of applied pulses dunng
electroporation. C= Control; T1, T2, T3=
application of 1, 2 and 3 electnc pulses of
15 kV, respectively. T4, TS5, T6=
application of 1, 2 and 3 electnc pulses of
2,0 kV, respectively. T7, T8 and T9=
application of 1, 2 and 3 electnc pulses of
2.5 kV, respectively. Means fallowed by
the same letter are not significantly
different from each other according to
Tukey’s test (p=0.05).

a mn1 12 13 T4 15 T6 T7 718 19

Treatments
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Therefore, this implies in the existence of correlation between the number of nuclei
per hyphal compartment and the frequency of regenerated protoplasts. Thus, the
dikaryotic nature of M. perniciosa hyphae provides the formation of near 60% of
anucleated protoplasts, which per se reduces by that much the frequency of

regeneration of this fungus.

Another significant factor that may affect the ability of regeneration and reversion is
the source of protoplasts in the hyphal organization (Peberdy, 1979). Currently, it is
well established that the deposit of fungal cell wall materials occurs more actively at
the hyphal apex. Therefore, protoplasts from regions near the hyphae apex, that is,
from younger parts, exhibit greater capacity for synthesis of new cell wall. Protoplasts
released from the distal regions of the apex have less potential for reversion due to

less ability to synthesize cell wall (Kim et al., 2000).
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ciency of gene silencing by dsRNA. We showed that the reporter gfp gene stably introduced into the fun-
gus genome can be silenced by transfection of in vitro synthesized gfpdsRNA. In addition, successful
dsRNA-induced silencing of endogenous genes coding for hydrophobins and a peroxiredoxin were also
achieved. All genes showed a silencing efficiency ranging from 18% to 98% when compared to controls
even 28 d after dsRNA treatment, suggesting systemic silencing. Reduction of GFP fluorescence, peroxi-

RNAI dase activity levels and survival responses to H,0, were consistent with the reduction of GFP and perox-
Peroxidise idase mRNA levels, respectively. dsRNA transformation of M. perniciosa is shown here to efficiently
GFP promote genetic knockdown and can thus be used to assess gene function in this pathogen.

Hydrophobins © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The basidiomycete Moniliophthora perniciosa (Aime and Phil-
lips-Mora, 2005) [Syn. Crinipellis perniciosa (Sthael) Singer; Tricho-
lomataceae], causal agent of witches’ broom disease of cocoa
(Theobroma cacao L.), occurs in ail cacao producing countries of
South and Central America (Arévalo et al., 2007). This pathogen
was the main cause for the decrease of cocoa production and envi-
ronmental, social and economic decline in producing regions of
those countries. The fungus shows a hemibiotrophic life cycle with
distinct parasitic and saprophytic phases. The parasitic phase is
characterized by intercellular monokaryotic mycelia that cause
hypertrophy and hyperplasia in the infected tissue. The sapro-
phytic phase shows intercellular and intracellular dikaryotic myce-
lia responsible for necrosis (Evans, 1980, 1981; McGeary and
Wheeler, 1988) with subsequent programmed cell death of the tis-
sues (Ceita et al., 2007). Although several studies have already
uncovered important aspect of M. perniciosa pathogenicity, for
example, the identification of three putative genes encoding necro-
sis and ethylene-inducing proteins, MpNEPs (Garcia et al., 2007)
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and genes involved in defense responses to pathogen infection or
in programmed cell death (Gesteira et al., 2007), as well as, studies
relative to chitinase regulation (Lopes et al., 2008), further efforts
need to be undertaken to better understand the plant-pathogen
interaction and therefore be able to design new strategies to con-
trol this disease.

Direct genetic analysis of dikaryotic filamentous fungi, such as
M. perniciosa would not be easily implemented mainly due to the
restricted access to the haploid uninucleate spores. This character-
istic impairs gene replacement and insertional mutagenesis at least
at this stage of life cycle and/or methods relying on isolation of
homokaryotic transformants derived from single transformation
events to study loss of functional mutants (Vijn and Govers,
2003). In this context, knockdown of candidate genes using reverse
genetic strategies such as dsRNA-induced RNAi-mediated gene
silencing represents an important alternative to get new insight
into key features of the M. perniciosa pathogenic process. Since this
mechanism acts at the mRNA level, its efficiency is not compro-
mised by the presence of non-transformed nuclei or multicopy
genes (Nakayashiki et al., 2005).

RNAi-mediated gene silencing is a mechanism that has been
conserved along evolution and found in a wide range of eukaryotic
organismes, including fungi (Kadotani et al., 2003; Goldoni et al.,
2004; Tanguay et al., 2006; Heneghan et al. 2007; Meyer, 2008;
Eastwood et al., 2008), plants (Vance and Vaucheret, 2001; Tenlla-
do et al., 2004; Herr et al., 2005) and animals (Lee and Rossi, 2004;
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Ashrafi et al., 2003; Haley et al., 2003; Pereira et al., 2008) and is
related to protecting the genome from exogenous (pathogens)
and endogenous (transposons). Furthermore, RNAI participates in
regulatory mechanisms of genic expression mediated by some
classes of small endogenous RNAs like miRNAs (Bernstein et al.,
2001; Bartel, 2004; Rana, 2007). Based on biochemical and genetic
studies, a model for the RNAi mechanism was proposed (reviewed
by Ceruti, 2003, Aigner, 2006; Weld et al., 2006; Rana, 2007).
Briefly, the process of gene silencing is initiated by a long dou-
ble-stranded RNA (dsRNA) expressed by the organism or intro-
duced in the cell of interest or even from viral origin. The dsRNA
is next cleaved into small interference RNAs (siRNAs) with around
21-23 bp in animals (Zamore et al., 2000) or 25 bp in plants and
fungi (Hamilton and Baulcombe, 1999; Catalanotto et al., 2002)
by a specific dsRNA endonuclease named Dicer (Bernstein et al.,
2001; Forrest et al., 2004; Meister and Tuschl, 2004; Kim et al.,
2005). The double-stranded siRNAs are rapidly incorporated to
the multiprotein complex RISC (RNA-induced silencing complex)
where the siRNAs are unwinded into single strands (Hammond
et al., 2000; Maiti et al., 2007). In this manner, the antisense single
strand siRNAs are used as guides by RISC to identify complemen-
tary bases of the target mRNA, which finally is degraded by endo-
and exonucleolitic cleavages (Rana, 2007). Even though RNAi is
predominantly characterized as a post-transcriptional process, it
can participate of the transcriptional silencing pathway involving
DNA methylation, histone modification, as well as meiotic gene
silencing (Mette et al., 2000; Sijen et al., 2001; Volpe et al., 2002;
Shiu et al., 2006).

Several studies have investigated the occurrence of the silenc-
ing mechanism by RNAi in fungi and oomycetes. In Neurospora
crassa, Catalanotto et al. (2002) reported that siRNAs with 25
nucleotides were involved in the RNAi silencing route. Nicolds
et al. (2003) demonstrated the mode of action of the RNAi-medi-
ated gene silencing mechanism in the filamentous fungus Mucor
circinelloides using carB as marker. Whisson et al. (2005) described
the first application of transient gene silencing by delivering
in vitro synthesized dsRNA into protoplasts of the oomycete Phy-
tophthora infestans to trigger silencing. In Schizophyllum commune
the SC15 gene, which encodes a secreted structural protein, was si-
lenced at a frequency of 80% using a hairpin construct (de Jong
et al., 2006). Simultaneous silencing in at least four groups of genes
was detected in Magnaphorthe oryzae using the RNA-silencing vec-
tor pSilent-Dual 1 (Nguyen et al., 2008). RT-qPCR analyses indi-
cated that transcripts of two Agaricus bisporus genes (URA3 and
CBX) silenced with hairpin constructs were significantly reduced
(Costa et al., 2009). In Coprinopsis cinerea, Costa et al. (2008) re-
ported that the use of short hairpin constructs promoted the for-
mation of transformants with reduced transcripts of the Green
Fluorescent Protein (GFP) transgene.

In N. crassa RNAi-mediated gene silencing requires the follow-
ing set of four genes: gde-1 (Cogoni and Macino, 1999) that en-
codes a probable RNA-dependent RNA polymerase (RdRP), the
Dicer gene dcl-2, which encodes an endonuclease that processes
dsRNA into siRNAs strands (Catalanotto et al., 2004); gde-2, which
encodes a component of RISC (Catalanotto et al., 2000) and gde-3
that codes for a probable Rec-Q DNA helicase (Cogoni and Macino,
1999). The identification of sequences similar to these four N. cras-
sa key genes in the genome of M. perniciosa (Mondego et al., 2008)
suggests that silencing should also be functional in this fungus.

To determine if the RNAi route is indeed functional in M. pernic-
iosa and could be efficiently used to silence specific genes, the
transformation of dikaryotic hyphae with long dsRNA correspond-
ing to three target genes was performed and the reduction of
mRNA of the target genes was evaluated. We showed that this ap-
proach was efficient to silence a heterologous gfp reporter gene and
two endogenous genes, MpHYD3 and MpPRX1.

2. Materials and methods
2.1. Fungus strains and culture conditions

The strain CP02, a wild type of M. perniciosa (biotype C), used in
this study was isolated from cacao branches (CEPLAC/CEPEC, Bahia,
Brazil). This strain was used for sequencing the genome of this spe-
cies (Mondego et al., 2008). The fungus was maintained in the sap-
rophytic phase at 25 °C in darkness on potato-dextrose-agar media
- PDA (Acumedia®) modified by addition of 0.15% casein hydrosy-
late, 0.2% yeast extract and 0.2% peptone.

2.2. Transformation vector

The vector pHSP70-SG contains the Escherichia coli hygromycin
B phosphotransferase gene (hph) and gfp reporter gene, both fused
to the Heat Shock Protein (hsp70) promoter of Ustilago maydis that
exhibits a strong basal activity and can be further stimulated under
stress condition. For the construction of this vector, Spellig et al.
(1996) used an improved version of GFP, SGFP-TYG (Sheen et al.,
1995). In SGFP-TYG a Ser65 — Thr point mutation was introduced
in the chromophore domain, which resulted in GFP with a single
excitation and emission peak, brighter fluorescence and more rapid
chromophore generation (Heim et al., 1995).

2.3. Protoplasts production and transformation procedure

Protoplasts of strain CPO2 were obtained from mycelia grown
on modified Potato Dextrose Grow — PDG (Acumedia®) with agita-
tion in darkness at 25 °C for 8 d. The procedure of protoplasts pro-
duction was carried out according to Lima et al. (2003).
Transformation of M. perniciosa with DNA was performed by two
methods. The first followed Yelton et al. (1984) and Balance and
Turner (1985) procedures with some modifications. To a suspen-
sion of protoplasts (1 x 10 protoplasts/mL) 10 pug of plasmid
pHSP70 in circular shape, 10U of Ssp1 restriction enzyme and
50 pL of PEG/CaCl, solution (25% PEG 6000, 50 mM CaCl,) was
added, incubated on ice for 20 min, followed by addition of
500 pL of the same PEG/CaCl; solution and incubated for another
20 min at room temperature. The protoplasts were then plated
on selective regeneration medium (PDA medium containing
0.5 mM sucrose, with 100 pg hygromycin B/mL) and incubated at
25 °C, in darkness. Positive and negative controls, that is, proto-
plast suspensions treated with PEG/CaCl, solution with and with-
out pHSP70 were plated on regeneration medium with and
without addition of 100 pg hygromycin B/mL, respectively, and
incubated in similar conditions.

The second method of transformation consisted in using elec-
troporation to promote DNA transfer into the cell. Aliquots of
400 pL protoplast suspensions (10° protoplasts/mL) treated with
10 pg of plasmid pHSP70 in circular form and 10 U of Ssp1 restric-
tion enzyme were electroporated in cuvettes (0.2 cm) with the
application of a 1.5 kv/4.0 ms pulse using a Micropulser Electropo-
rator (BioRad, Hercules, CA). The parameters used in electropora-
tion were selected from a previous set of experiments aimed at
establishing a protocol for regeneration of electroporated protop-
lasts of M. perniciosa (unpublished data). The protoplasts treated
with pHSP70-SG and negative control (without plasmid) were
incubated in selective regeneration medium and the positive con-
trol in non-selective regeneration medium.

2.4. Mitotic stability
The mitotic stability of the transformants was investigated by

monitoring growth on non-selective medium (PDA modified
medium without hygromycin B) for 40 d. That is, cultures were
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sequentially transferred to non-selective medium five times and
cultured for 8 d each time. Mycelial fragments were then trans-
ferred back to selective medium to determine the expression sta-
bility of hygromycin resistance.

2.5. Molecular analysis of transformants

Genomic DNA of the parent strain and two randomly chosen
transformants were extracted according to Melo et al. (2006). In
order to confirm the presence of plasmid pHSP70 in M. perniciosa
hyphae, a PCR analysis was performed to detect an 1025 bp ampli-
fication product of the hph gene using the primers hphF (5'-
CTATTTCTTTG CCCTCGGACGAG-3') and hphR (5-ATGAAAAGCCCT
GA ACTCACCGC-3’). PCR amplification included 30 cycles of
1 min at 94 °C, for denaturing, 1 min at 50 °C for annealing and
1.5 min at 72 °C for extension. The reaction products were ana-
lyzed by electrophoresis on 1% agarose gel. In addition, a PCR anal-
ysis was performed to detect a 119 bp amplification product of the
gfp gene using the primers gfpF (5’ATCATGGCCGACAAGCAAA3')
and gfpR (5'GCCATCGCCAATTGGA GTAT3’). The fragment was re-
solved on a 12% polyacrylamide gel, and visualized with ethidium
bromide under UV light.

2.6. Detection of GFP by fluorescence microscopy

GFP was detected in regenerating protoplasts and hyphae by
fluorescence microscopy using an Epifluorescence Photomicro-
scope DMR2 with filter cube GFP (excitation range blue, excitation
filter BP 470/440 nm, dichromatic mirror 500 nm, and suppression
filter BP 525/550, Leica, Germany). Images from microscopy were
recorded on the Leica image system analysis — software IM50.

2.7. Construction of gfp, MpPRX1 and MpHYD3 templates for dsRNA
preparation

The plasmid template strategy was used to obtain gfp and
MpHYD3 in sense and antisense orientations both cloned to the
T7 promoter seeking the synthesis of gfpdsRNAs and MpHYD3dsR-
NA, respectively. The gfp target, sequences with 717 bp were
amplified by PCR from pCAMBIA 1302 vector using gfp-NcolF and
gfpR primers (Table 1) and cloned in pTZ57R/T. The target sequence

Table 1

in sense and antisense orientations with a single T7 promoter
assembled at opposite ends of the region to be transcribed was
amplified using T7 F/gfpR and T7/gfp-NcolF primers, respectively
(Fig. 1A). On the other hand, MpHYD3 target sequences were
amplified from pDNR-LIB vector, which was utilized for construc-
tion of a library of the interaction Moniliophthora—Cacao, using
PDNR-LIB F and PDNR-LIB R primers (Table 1). The MpHYD3 frag-
ment was cloned in pGEM T-easy. The amplification of the target
sequence in sense and antisense orientations with a single T7 pro-
moter placed at opposite ends of the region were amplified using
T7 F and SP6 R primers (Fig. 1B).

The PCR template strategy was used to obtain MpPRX1 sequences
in sense and antisense orientations to synthesize MpPRX1dsRNAs.
In order to do that a pair of primers MpPRX1 forward and reverse
with a 5’-T7 promoter sequence (Table 1) were designed to amplify
390pb MpPRX1 sequences from the Moniliophthora-Cacao interac-
tion library. These primers were used in a single PCR to generate
transcription templates for both orientations (Fig. 1C).

2.8. dsRNA synthesis and transformation procedures

The dsRNAs for gfp, MpPRX1 and MpHYD3 (Fig. 1D) were pro-
duced by in vitro transcription at 37 °C for 4 h using a RNAi kit
according to the instruction of the manufacturer (Megascript®
RNA:i Kit, Ambion), from sense and antisense templates generated
through the two strategies mentioned above.

For gfp, MpHYD3 and MpPRX1 silencing assays up to 10 pg of
specific dsRNA were used in protoplasts transformation experi-
ments via PEG/CaCl, (Yelton et al, 1984; Balance and Turner,
1985) and electroporation using the same condition described for
DNA transfer above.

Regenerated mycelia from different plate regions submitted to
transformation treatment with dsRNA were considered as individ-
ual lines in gene expression and phenotype analyses.

2.9. RNA extraction and cDNA synthesis

Mycelium of lines exposed to gfpdsRNA, MpPRX1dsRNA or
MpHYD3dsRNA and their respective control lines were collected,
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.
Samples were macerated and total RNA was extracted using a

Oligonucleotide primer pairs and respective amplicon size used in template preparation for dsRNA synthesis, and RT-qPCR.

Gene Primer name Primer sequence Application Amplicon size (pb)
g T7/gfp-NcolF 5'TAATACGACTCACTATAGGGG3'[5'CCATGGTAGATCTGACTAG3' dsRNA synthesis n7
T7/2fpR 5'TAATACGACTCACTATAGGGG3' /5’ CATCCATGCCATGTGTAATCC3!
gfpF 5'ATCATGGCCGACAAGCAAA3'
gpR 5'GCCATCGCCAATTGGAGTAT3! RT-PCR 119
hf-3 PDNR-LIBF S5’ATCAGTCGACGGTACCGGAC3’ dsRNA synthesis 808
PDNR-LIBR ACAGCTATGACCATGTTCAC3’
T7 5'TAATACGACTCACTATAGGGG3' dsRNA synthesis
Sp6 5'GTAAAACGACGGCCAGT3
Hidrof1F 5'TCATCGGCCTTTTGGGT3' RT-PCR 333
HidrofiR 5'GCACGAGTTACCACCAAG3!
Hidrof2F 5'GCTGCAATAGCGTTCAGT3! RT-PCR 321
Hidrof2R 5'GTGCAAGAGTTGCCTCCAAT3’
Hidrof3F CGATCCTGCTGCCAGGTA3! RT-PCR 336
Hidrof3R ACGGGAACGCATCCAATCGA3
Hidrof4F CGATAACGCCCACAACAAG3! RT-PCR 330
Hidrof4R ACAGCAGACGGGTTGTGG3!
Hidrof5F GCAGGTGTCCITGCCTTGATA3! RT-PCR 288
Hidrof5R 5'CTCGCAGCAAACTGGGCT3
prxMp1 T7prxMp1F S'TAATACGACTCACTATAGGGATATCCAAATACCTGGGCGACTCAT3! dsRNA synthesis 414
T7prxMpIR STAATACGAGTCACTATAGGGATATCTCATCAAAGTTTCGTCCAGC3! real-time PCR
Act ActinF 5'CCATCTACACCACAATGGAGGGAZ RT-PCR 165
ActinR 5'CCCGACATAGGAGTCCTTCT3

62



828 A.C. Caribé dos Santos et al./Fungal Genetics and Biology 46 (2009) 825-836

A B
Sall
| 17 promoter >l afp sense llacZ tacz | 77 promoter >! HMp-3 sense l Sp6 [
5 ] |
MCS Neol s mcs  Sall Mcs
Salt
' T7 promoter gfp antisense !lacz ] l lacz l T7promoter>";Mp-3antisense! Spb ]
1
mcs Neol MCS MCS Sall MCs
7>
Yo Primer F
| PONR-LIB | prxiMp IPDNR-LIB
Primer R T7p\r
%%’

Fig. 1. Strategies for dsRNA synthesis. (A) Plasmid template strategy for obtaining gfp in sense and antisense orientations both cloned next to the T7 promoter (pTZ57R/T)
aiming the synthesis of gfpdsRNAs. (B) Plasmid template strategy for the obtention of HMp3 gene in sense and antisense orientations both cloned next to the T7 promoter
(PGEM T-easy) aiming the synthesis of MpHYD3dsRNAs. (C) PCR template — amplification strategies to add T7 promoter sequences to fragment prx1Mp in both orientations
for the synthesis of MpPRX1dsRNA. T7 promoter sequences were added to DNA (MpPRX1) using PCR. The strategy begins by synthesizing PCR primers with the T7 promoter
sequence appended to the 5’ end of the primer. (D) Synthesis of dsRNAs with MEGAscript RNAi Kit transcription reaction. 1. dsRNA control from kit (500 pb), 2. gfpdsRNA

(717 pb). 3. MpPRX1dsRNA (414 pb), 4. MpHYD3dsRNA (808 pb), 5. Marker 1 kb.

RiboPure™ Kit (Ambion®), which allows obtaining total RNA free
of genomic DNA. Quantitative real-time PCR test was performed
with the RNA samples to verify the absence of DNA contamination.
The cDNA was synthesized from a 1.0 pg of total RNA per reaction
(20 pL) using RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas) and oligo(dT);s primers according to the manufac-
turer's instructions. The resulting cDNA was stored at 20 °C be-
fore use.

2.10. Quantitative real-time PCR analysis

Real-time PCR (RT-qPCR) was used to quantify gene expression
levels. All real-time assays were done in triplicate for all control
and dsRNA-treated lines using 0.2 uM forward and reverse primers
specific for each gene (Table 1) and 10 pL of each cDNA 1:50 (v/v)
dilution in a final reaction volume of 20 pL. Thermo cycling was
performed utilizing an ABI 7500 RT-qPCR System (Applied Biosys-
tems). Fluorescence data were acquired during the elongation step
in every cycle. After cycling, melting curves for each amplicon were
determined between 80 and 85 °C.

The actinA gene was used to normalize the expression levels of
the studied genes. For control samples, the mean relative expres-
sion level of the assayed gene was assigned a value of 1.0 and
the relative expression levels for all lines were calculated relative
to it. Analysis of variance and ranking by Tukey's test were per-
formed. Mean standard errors of all lines were computed dividing
the standard deviation by the square root of three (since three rep-
lications were taken).

2.11. Determination of 1-cys peroxidase activity

For the determination of the peroxidase activity, six spots of
individual mycelia from control and treated with MpPRX1dsRNA

lines were grown in 50 mL of PDG enriched medium at 25 °C and
stirred in the dark for 12 d. After that, an aliquot of the culture
supernatant was used in a reaction medium containing 10 mM
phosphate buffer pH 6.0, 20 mM guaiacol and 0.3% (w/v) H,0,.
The volume of the aliquot was adjusted to obtain absorbance read-
ings at 470 nm between 0.2 and 1.0 in a reaction time of 3 min. The
enzyme activity was followed through the change in absorbance (1
470 nm, at 25 °C) of the reaction immediately after mixing, and
afterward every 30 s for 3 min. The absorbance was measured with
a microplate spectrophotometer Versamax (Molecular Devices
Corporation, CA, USA).

The measured absorbance values (Abs) were correlated to en-
zyme activity through a standard curve prepared using enzymatic
extract in excess and varying guaiacol concentrations in the reac-
tion medium. This enabled the change in absorbance correlate with
the amount of guaiacol converted into tetrahydroguaiacol. There-
fore, peroxidase activity could be expressed in mMol guaiacol/mL
of supernatant/h using the equation: activity=-0.0135+
1.6444 x Abs (* = 0.999).

2.12. M. perniciosa survival curve in H;0,

Broken hyphae were obtained according to Filho et al. (2006)
from control mycelia and from mycelia of the four lines silenced
with MpPrx1dsRNAs; all grown in enriched PDA media at 25 °C
for 8 d. Three milliliters of the resulting broken hyphae suspension
were transferred to 50 mL of liquid PDG media and incubated at
25 °C for 7 d without agitation. After this period, the sensitivity
of broken hyphae to different concentrations of H,0, (0, 1, 2 and
4 mM) was determined by applying 1.0 mL of broken hyphae sus-
pension in three plates of PDA containing H,0, and incubated at
25°C. After 7d the absolute number of pseudo-colonies formed
from the surviving broken hyphae was counted. Each of the three

63



A.C. Caribé dos Santos et al. /Fungal Genetics and Biology 46 (2009) 825-836 829

plates gave rise to a number of pseudo-colonies/mL of suspension.
Control plates without H,0; yielded M. perniciosa pseudo-colonies
for determination of 100% survival rate. Results are expressed as
the percentage of survival related to the untreated control and rep-
resent the mean of at least three independent experiments. Bars
represent standard deviations as calculated by the GraphPad
Prism® program (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

3. Results
3.1. dsRNA-induced silencing of the exogenous gfp gene marker

3.1.1. Analysis of transformants

In a first step toward a straightforward evaluation of dsRNA-
mediated gene silencing in M. perniciosa, we used the reporter gene
gfp as a target for silencing. Therefore, transgenic hyphae express-
ing gfp were produced. To this end, the pHSP70-SG vector contain-
ing the hygromycin B phosphotransferase gene (hph), which
confers resistance to hygromycin B, and gfp under the control of
Ustilago maydis Heat Shock Protein 70 (hsp70) promoter was em-
ployed to transform M. perniciosa protoplast using a modified
PEG/CaCl, transformation protocol (Yelton et al., 1984; Balance
and Turner, 1985). Hygromycin resistant mycelia from distinct
protoplasts regenerating on separate regions of the plate were iso-
lated after 10 days (d) of selection. Each selected mycelia was de-
fined as an independent transformant and the presence of hph
and gfp was then analyzed in these independent transformants
after a further growth period of 10 d on selective medium.

The transformation efficiency ranged from 0.9 to 0.6 indepen-
dent transformants/pg DNA, in two distinct experiments. Five
hygromicyn resistant regenerants, were tested for the presence
of pHSP70-SG by amplification of the hph and gfp genes (Fig. 2A
and B) and by analysis of gfp expression by fluorescence micros-
copy (Fig. 3. A1-A3 and B).

Furthermore, the mitotic stability of hph gene was evaluated by
testing the ability of transformed hyphae to express hygromycin
resistance even after a growth period in non-selective medium.
We found that all five selected independent transgenic hyphae
when grown up to 40 d in non-selective medium and subsequently
transferred to selective medium containing hygromycin B still kept
their capacity to grow, indicating that hph was stably integrated in
the genome.

Transformation with gfp was monitored by observation and
recording green fluorescence. In transformants GFP fluorescence
was detected in the cytoplasm of protoplasts 24 h after transfor-
mation and at the hyphal extension zone during the early stages
of hyphae development (3-5 d post-transformation). In up to 20-
d old hyphae different degrees of green fluorescence was observed

1000pb

in some hyphae while others did not fluoresce at all (Fig. 3. A1-A3)
indicating a heterogeneous pattern of fluorescence.

It was also recorded that GFP fluorescence in 6-month old trans-
formants was preferentially localized in more specific regions of
the hyphae such as cell wall, hyphae tips, between hyphae com-
partments, points of hyphae ramifications, as well as clamp con-
nections (Fig. 3. B1-B3).

A weak fluorescence background was also detected in 3-5 and
20-d old control hyphae that were regenerated from non-trans-
formed protoplasts. This fact can be attributed to fluorescent phe-
nolic compounds in the mycelium cell wall and this hypothesis is
compatible with the absence of any fluorescence in non-trans-
formed protoplasts which lack cell wall structures (Fig. 3. A4~AB).

We next attempted to induce gfp silencing by direct transforma-
tion of protoplasts obtained from hyphae expressing the heterolo-
gous gfp reporter gene with an in vitro synthesized gfpdsRNA
sequence. Hyphae regenerated from six independent protoplast
transformation events with gfpdsRNA will be referred to as individ-
ual lines T1-T6 and therefore can be considered as biological rep-
licas. The expression level of gfp was measured by RT-qPCR 28 d
after protoplast transformation with gfpdsRNAs. The expression le-
vel of gfp RNA in lines T1, T3 and T4 treated with gfpdsRNA was
found to be reduced to approximately half (51.3-63.6%) the level
measured in the control gfp expressing line. On the other hand,
lines T2, T5 and T6 showed striking decreases in the expression
levels, ranging from 90.8% to 97.3%, compared to the control line
(Fig. 4A).

According to Tukey's test in all six lines treated with gfpdsRNA
the level of gfp expression was significantly lower than the expres-
sion values measured in the control (Fig. 4A). Furthermore, the
reduction in gfp expression in the six silenced lines was compatible
with their reduction in GFP fluorescence (Fig. 4B). These results
strongly suggest that dsRNA can induce silencing of a specific tar-
get gene in M. perniciosa. We next verified whether endogenous
genes could also be efficiently silenced by related dsRNAs.

3.2. dsRNA silencing of M. perniciosa 1-cys peroxiredoxin (MpPRX1)
and hydrophobin (MpHYD) gene family

To assess the possibility to silence endogenous genes by dsRNAs
in M. perniciosa we choose the 1-cys peroxiredoxin (MpPRX1) that
encodes for a mitochondrial protein and the hydrophobin-3
(MpHYD3) genes as targets. These gene sequences were identified
in the M. perniciosa genome database (http://www.lge.ibi.uni-
camp.br/vassoura).

The mitochondrial enzyme 1-cys peroxiredoxin function in the
detoxification of ROS generated by the respiration process or as a
response to several stress agents (Monteiro and Netto, 2004),

Fig. 2. Detection of the hph and gfp genes in lines of M. perniciosa transformed with pHSP70(gfp). (A) DNA from several independent hygromycin resistant M. perniciosa
mycelia was extracted and the presence of the hph gene evaluated by PCR amplification. 1. Marker; 2. Positive Control (pCAMBIA 1381); 3. Non-transformed M. perniciosa; 4,
5, 6, 7, 8 M. perniciosa transformants (T1-T5). (B) DNA from several independent hygromycin resistant M. perniciosa mycelia was extracted and the presence of the gfp gene
(119 pb) evaluated by PCR amplification. 1. Marker; 2. Positive Control (pHSP70-SG), 3, 4, 5, 6, 7 M. perniciosa transformants (T1-T5); 8. Non-transformed M. perniciosa.
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B3

Fig. 3. Expression of GFP in M. perniciosa mycelia transformed with pHSP70, via PEG/CaCl,. Protoplasts and mycelia were examined microscopically using 40x objective
under white light conditions (left) or UV light to detect green fluorescence (right). (A) Expression of GFP in M. perniciosa mycelia transformed with pHSP70 was monitored at
different developmental stages of transformed (A1, A2, A3) and compared to control non transformed mycelia (A4, A5, A6) at equivalent developmental stages. (A1 and A2),
Protoplasts, 1 d after transformation. (A2 and A5), Hyphae in early development, 5 d after transformation. (A3 and A6), Hyphae 20-d old after transformation. (B) Expression
of GFP in 6-month old M. perniciosa transformed mycelia. (B1) Details of hyphae tip shows greater fluorescence intensity at the cell wall and hyphae tip. (B2) Detail of hyphae
shows fluorescence among hyphae compartments. (B3) Detail of hyphae shows greater fluorescence intensity at the ramification points and connection clamps. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

protecting the cells against oxidative stresses. In addition to its
functional importance, the MpPRX1 gene was also chosen for its
phenotypic expression, that is, lines impaired in the expression
of the mitochondrial peroxidase activity at the initial phase of
mycelial development are sensitive to H,0, treatment and, there-
fore, can be readily identified.

The procedure to induce MpPRX1 silencing by a corresponding
dsRNA sequence was essentially identical to the one described

for gfp silencing. Silencing was evaluated by using RT-gPCR to
quantify the MpPRX1 RNA level in 28-d old mycelia that were
regenerated from MpPRX1dsRNA-treated protoplasts (Fig. 5A). A
clear reduction of MpPRX1 mRNA levels was detected in all five
independent lines regenerated from MpPRX1dsRNA-treated pro-
toplasts (Fig. 5A). According to Tukey’s test, in five lines the expres-
sion was significantly reduced (22.8-87.3%) compared to the
control line (Fig. 5A).
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article.)

As expected, the five lines silenced for MpPRX1 presented a
reduction in the corresponding peroxidase activity which appeared
to be proportional to the MpPRX1 mRNA levels (Fig. 5B). Reduction
of peroxidase activity should confer high sensitivity to Hz0,.
Hence, 5-month old hyphae silenced for MpPRX1 were challenged
for their sensitivity to H,0,. In all five lines a clear correlation be-
tween H,0, exposure doses and survival response was observed
(Fig. 5C); with significant reduction in survival values in lines si-
lenced with MpPRX1dsRNAs treated with H,0, as compared to
the control line (Fig. 5C). The differences among the silenced lines
were more accentuated at 4 mM H,0,, indicating that this dose
was the most effective in discriminating the different lines. At this
concentration all lines differed from each other except T5 and T7,
which were not statistically different and showed the lower sur-
vival values (Fig. 5C). Since this assay was performed 150 d after
dsRNA transformation and the lines were replicated almost 19
times, this result suggests that stable silencing of MpPRX1
occurred.

In order to consolidate our findings we reasoned that it would
be important to be able to silence several genes simultaneously.
For that, we chose to simultaneously silence the hydrophobin
(MpHYD) multigene family, which is formed by five members that

share a high degree of sequence similarity (Fig. 6A and F and San-
tos, 2005). In addition, as MpHYD are required for the formation of
aerial hyphae, basidiomes and spores, which are essential struc-
tures in reproduction and preservation of the fungus, silencing of
these genes would result in phenotypes that could be monitored.
Therefore, a dsRNA sequence corresponding to the whole MpHYD3
gene (alignments of MpHYD3 with other hydrophobin sequences
are shown in Fig. 6A), was used to evaluate the efficiency of silenc-
ing the MpHYD gene family.

The efficiency of MpHYD silencing was measured by RT-gPCR
analysis in two independent experiments that differed from each
other by the method of transferring the MpHYD3dsRNA, PEG/CaCl,
versus electroporation transformations. All analyses were per-
formed using the four pairs of primers that specifically amplify
hydrophobins 1, 2, 4 and 5, respectively (Table 1). Although
MpHYD3dsRNA was used to trigger hydrophobin genes silencing,
HMP3 RNA could not be quantified adequately by RT-qPCR and
was therefore not included in our analysis.

Fig. 6B shows that silencing occurred in a set of three indepen-
dent lines that were regenerated from protoplasts electroporated
with MpHYD3dsRNA. The degree of reduction in hydrophobin
gene expression ranged from 89.0% to 97.6% (Fig. 6B) and the
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hydrophobin 1, 2, 4 and 5 were significantly different from the
control line according to Tukey’s test (Fig. 6B).

Transfer of MpHYD3dsRNA into protoplasts via the PEG/CaCl;
transformation protocol also resulted in a wide range of reduction
of expression levels (18.4% to the 97.0%) compared to control lines
(Fig. 6C). According to Tukey's test, the lines T1, T2 and T10 showed
significantly reduced levels of mRNA for hydrophobins 1,2,4 and 5
with the exception of line T3 for hydrophobin 1 (Fig. 6C). Higher
decreases in the expression of hydrophobins were detected in lines
T1, for hydrophobins 1, 2 and 4, and lines T1, T2, T3 and T10 for
hydrophobin 4 (Fig. 6C).

Overall, it appeared that hydrophobins 4 and 5 showed higher
degrees of silencing in most of the silenced lines treated with
MpHYD3dsRNA possibly as a consequence of their higher similarity
with MpHYD3 as compared to hydrophobins 1 and 2 (Fig. 6D). In
any case, the results obtained for hydrophobins 1, 2, 4 and 5
strongly suggest that the simultaneous silencing of several mem-
bers of a multigenic family, by the introduction of a dsRNA that
covers conserved sequences among the family members, was suc-
cessfully achieved. Microscopical and visual analyses of the hyphae
revealed that 50% and 40% of them exhibited a hydrophilic pheno-
type (non-flocculent) for electroporated and PEG silenced lines,
respectively, when compared with the non-silenced lines (Fig. 6E
and F).

4. Discussion
We provided evidences that efficient gene silencing mediated

by dsRNA can be achieved in M. perniciosa. In a first step we
showed that the heterologous gfp reporter gene could be stably

transferred into M. perniciosa through protoplast transformation
with subsequent reduction of gfp expression in stably transformed
lines promoted by transfer of gfpdsRNA synthesized in vitro. Silenc-
ing of gfp in all six transgenic lines submitted to gfpdsRNA was
highly efficient. Reductions of gfp mRNA levels ranging from
51.3% to 97.3% in relation to the control line were found and vali-
dated by the reduction in GFP fluorescence emission. Our results
are compatible with previously reported gfpdsRNA- or hairpin
gfp-induced gfp silencing in different fungi, such as Colletotrichum
lagenarium (de Jong et al, 2006), M. oryzae (Kadotani et al.,
2003), Venturia inaequalis (Fitzgerald et al., 2004), P. infestans
(Whisson et al., 2005) and Coprinopsis cinerea (Walti et al., 2006;
Costa et al., 2008). Silencing of the gfp gene in M. perniciosa was ini-
tially detected after 28 d following transformation with gfpdsRNA.
Additionally, after 4 months of subsequent mycelium growth and
replication, the silenced phenotype was maintained since the trea-
ted lines presented reduction in fluorescence when compared to
the control non-silenced line grown under the same conditions.
This result contrasts with that of Whisson et al. (2005), who con-
sidered silencing of P. infestans treated with gfpdsRNA transient
due to the fact that fluorescence was partially recovered after
4 d. In general, RNAI is activated within one or 2 d and may persist
for many days until the expression of the gene is recovered (Chen
et al., 2003). In our study, the persistence of gfp silencing for a long-
er period (120 d) can be explained by the presence of a sequence
similar to gde-1 of N. crassa that encodes for a RNA-dependent
RNA-polymerase (RARP) present in the M. pemiciosa genome
(Mondego et al., 2008). This enzyme feeds back the production of
new siRNAs (secondary siRNAs), amplifying silencing through
two different pathways (Axtell et al., 2006; Sijen et al., 2001,
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2007; Alder et al., 2003; Aoki et al., 2007; Baulcombe, 2007). Alter-
natively, the late occurrence of gene silencing in M. perniciosa may
involve other mechanisms, such as DNA methylation or formation
of heterochromatin.

In summary, since RNAI is a locus-independent silencing mech-
anism, transmitted by a molecular mobile signal through the cyto-
plasm of each cell, its application is viable in filamentous fungi
formed by multicellular and bi- or multinucleate hyphae, like M.
perniciosa.

To be useful as a reverse genetic tool, dsRNA-induced gene
silencing must be working for endogenous genes. For that, we tried
two approaches, one silencing a gene that encodes for a mitochon-
drial-targeted protein and another silencing a small gene family
that encodes for secreted proteins. We reported that the MpPRX1
silencing was efficiently promoted by MpPRX1dsRNA reaching up
to 87.3% mRNA reduction when compared to the non-silenced con-
trol. Moreover, a positive correlation between mRNA levels and the
degree of the corresponding enzyme 1-cys peroxiredoxin activity
was established indicating that dsRNA-induced silencing can in-
deed result in lower protein levels, which characterizes a knock-
down outcome.

Reduction of mitochondrial 1-cys peroxiredoxin activity was
further confirmed by the increased sensitivity, therefore, lower
survival rates of silenced lines to H,0,. Generally, in this study,
performed 5 months after transformation, we found a strong neg-
ative correlation between survival values in lines silenced with
MpPRX1dsRNAs treated with H>0, as compared to the control line.
We notice, however, that low concentrations of H,0, of 1 and
2 mM were not discriminative since the survival values of the dif-
ferent silenced lines were rather similar to the control line. This re-
sult can be explained if other enzymes such as the cytoplasmic and
mitochondrial catalases involved in the neutralization or removal
of ROS species were activated (Boveris, 1998) and could compen-
sate for the lack of MpPRX1 activity. In S. cerevisae, for example,
the peroxiredoxin-null mutants, including prx4 did not exhibit
serious growth defects in aerobic culture due the induction of
expression of others antioxidant proteins including glutathione
peroxidase and glutathione reductase (Wong et al., 2004). Further-
more, the decrease in the survival rate values of silenced lines trea-
ted with H,0,, when compared to the control line, indicates that
the silencing persisted throughout a 5 month period. This data is
in agreement with the stability of gfp silencing during growth de-
scribed above and further supports the conclusion that silencing is
maintained during long periods. Recently, Pungartnik et al. (2009)
demonstrated the effects of ROS in the M. perniciosa biology, thus,
the silencing of MpPRX1 will be very important to validate several
hypothesis raised in this work.

One way to get around the functional redundancy among mem-
bers of gene families is to silence simultaneously all members of
the family. In order to test such a possibility we evaluated the
dsRNA-induced silencing of four among five members of the M.
perniciosa hydrophobin family. We showed that indeed, by direct
transfer of an MpHYD3dsRNAs full sequence, some part of which
is conserved among all five hydrophobin genes (Fig. 6A), the
expression levels of MpHYD 1, 2,4 and 5 were significantly reduced
as compared to the untreated control.

The levels of relative expression of MpHYDs showed wide vari-
ation (18.4-97.6%) among the lines treated with MpHYD3dsRNA
which is in agreement with the variability in the extent of silencing
that was described for the six hydrophobins of the fungus Clado-
sporium fulvum targeted with inverted repeat chimeras (Lacroix
and Spanu, 2008). It appeared however that hydrophobin 4 and 5
showed the highest degrees of silencing in most of the lines treated
with MpHYD3dsRNA. This can be correlated to the overall high de-
gree of identity of MpHYD4 and MpHYD5 with the silencing se-
quence from MpHYD3, 66% and 88%, respectively (Fig. 6D).

Our results are in line with those obtained by Walti et al. (2006),
who used as targets the isogenes cgil and cgl2 that encode two
isogalectins, which are highly induced during the formation of
fruiting bodies of Coprinopsis cinerea. They demonstrated the pos-
sibility of silencing part of this gene family with a single hairpin
construction. The genes cglt and cgl2, which show 87% identity,
were silenced in a frequency of up to 90%, while the counterpart
cgl3, with 53.5% identity to cgi2 in its coding region, was not af-
fected. In C. fulvum, simultaneous silencing of hydrophobins using
inverted repeat chimeras was obtained, however, it was noticed
that the efficiency of the process decreased with the increase of
genes to be simultaneously silenced (Lacroix and Spanu, 2008). To-
gether, these observations provide guidelines for functional gene
analyses using dsRNA-induced silencing mainly in the cases of
functional redundancy among closely related paralogues. In addi-
tion to the RT-qPCR results, a hydrophilic phenotype was observed
in 45% of the silenced lines, which is accordingly with one of the
expected roles of hydrophobins in aerial hyphae maintenance
(Waosten et al., 1994). Indeed, antisense silenced lines of HCf1 in
Cladosporium fulvum presented a hydrophilic phenotype (Hamada
and Spanu, 1998).

Since the technology used in this work does not rely on labori-
ous methods, it has great potential as a tool for the study of many
functional genes in M. perniciosa, especially those linked to the
developmental and infective stages. Moreover, the adjustment
and optimization of the protocol for silencing mediated by dsRNA
in M. perniciosa, including the technology for plasmidial construc-
tion that express hpRNA and produces stable silencing, is impor-
tant for the functional analysis of genes that are expressed in
more advanced developmental stages, such as basidiocarp forma-
tion. RNAi silencing would be a valuable tool to silence genes that
are active in the heterokaryotic stage and require the inactivation
of them in both nuclei. RNAIi is able to silence genes in both nuclei
by the expression of a hairpin construction in just one of them.

Acknowledgments

We thank Dr. Regine Kahmann and Dr. Karina Gramacho for
kindly providing the pHSP70-SG vector and the M. perniciosa
CPO2 strain, respectively. Research supported by FINEP and FA-
PESB M. perniciosa Proteomic Network. A.C.C.S held a fellowship
from the Programa de Qualificagdo Institucional - PQI-CAPES and
the UNICAMP Genetics Post-Graduation Program. C.V.D held FA-
PESB fellowship as Doctoral student in the Genetics Post-Gradua-
tion Program of UESC.

References

Aigner, A., 2006. Gene silencing through RNA interference (RNAi) in vivo: strategies
based on the direct application of siRNAs. Journal of Biotechnology 124, 12-25.

Aime, M.C,, Phillips-Mora, W., 2005. The causal agents of witches' broom and frosty
pod of cocoa (chocolate, Theobroma cacao) form a new lineage of Marasmiaceae.
Mycologia 97, 1012-1022.

Alder, M.N., Dames, S., Guadet, |., Mango, S.E., 2003. Gene silencing in Caenorhabditis
elegans by transitive RNA interference. RNA 9, 25-32.

Aoki, K., Moriguchi, H., Yoshioka, T., Okawa, K., Tabara, H., 2007. In vitro analyses of
the production and activity of secondary smali interfering RNAs in C. elegans.
EMBO Journal 26, 5007-5019.

Arévalo, E., Ram, A,, Valle, R.R., 2007. Integracao de praticas de manejo no cultivo de
cacau. In: Valle, RR. (Ed.), Ciéncia, Tecnologia e Manejo do Cacaueiro. Gréfica e
Editora Vital Ltda, pp. 324-370.

Ashrafi, K., Chang, F.Y., Watts, ].L., Fraser, A.G., Kamath, R.S., Ahringer, J., Ruvkun, G.,
2003. Genome-wide RNAi analysis of Caenorhabditis elegans fat regulatory
genes. Nature 421, 268-272.

Axtell, MJ, Jan, C,, Rajagopalan, R., Bartel, D.P., 2006. A two-hit trigger for siRNA
biogenesis in plants. Cell 127, 565-577.

Balance, DJ., Turner, G., 1985. Devel of a high-freq
vector for Aspergillus nidulans. Gene 36, 321-331.

Bartel, D.P., 2004. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell
116, 281-297.

Baulcombe, D.C., 2007. Amplified silencing. Science 315, 199-200.

y transforming

69



A.C. Caribé dos Santos et al./Fungal Genetics and Biology 46 (2009) 825-836 835

Bernstein, E., Caudy, A.A., Hammond, S.M,, Hannon, GJ., 2001. Role for a bidentate
ribonuclease in the initiation step of RNA interference. Nature 409, 363~366.

Boveris, A., 1998. Biochemistry of free radicals: from electrons to tissues. Medicina
(B. Aires) 58, 350-356.

Catalanotto, C., Azzalin, G., Macino, G., Cogoni, C., 2000. Gene silencing in worms
and fungi. Nature 404, 245.

Catalanotto, C., Azzalin, G., Macino, G., Cogoni, C., 2002. Involvement of small RNAs
and role of the gde genes in the gene silencing pathway in Neurospora. Genes
and Development 16, 790-795.

Catalanotto, C,, Pallotta, M., ReFalo, P., Sachs, M.S., Vayssie, L., Macino, G., Cogoni, C.,
2004. Redundancy of the two Dicer genes in transgene-induced
posttranscriptional gene silencing in Neurospora crassa. Molecular and
Cellular Biology 24, 2536-2545.

Ceita, G.0., Macédo, J.N.A., Santos, T.B., Alemanno, L., Gesteira, A.S.. Micheli, F.,
Mariano, A.C,, Gramacho, K.P,, Silva, D.C,, Meinhardt, L., Mazzafera, P., Pereira,
G.AG., Cascardo, J.CM., 2007. Involvement of calcium oxalate degradation
during programmed cell death in Theobroma cacao tissues triggered by the
hemibiotrophic fungus Meniliophthora perniciosa. Plant Science 173, 106-117.

Ceruti, H., 2003. RNA interference: traveling in the cell and gaining functions?
Trends in Genetics 19, 39-46.

Chen, S., Hofius, D., Sonnewald, U., Bornke, F., 2003, Temporal and spatial control of
gene silencing in transgenic plants by inducible expression of double-stranded
RNA. Plant Journal 36, 731-740.

Cogom C., Macino, G., 1999 Gene sxlencnng in Neurospora crassa requires a protein

I to RNA-dependent RNA poly Nature 399, 166-169.

Costa, AS.M.B., Mills, P.R, Bailey, AM. Foster, G.D. Challen, M.P, 2008.
Oligonucleotide sequences forming short self-complimentary hairpins can
expedite the down-regulation of Coprinopsis cinerea genes. Journal of
Microbiological Methods 75, 205-208.

Costa, A.S.M.B.,, Thomas, D.J.l,, Eastwood, D., Cutler, S.B., Banley AM., Foster G.D.,
Mills, P.R., Challen, M.P., 2009. Quantifiable d ion of
genes in Agaricus bisporus mediated by expression of RNA hairpin. Journal of
Microbiology and Biotechnology 19, 271-276.

de Jong, J.F.,, Deelstra, H.., Wasten, H.AA.B., Lugones, L.G., 2006. RNA-mediated gene
silencing in monokaryons and dikaryons of Schizophyllum commune. Applied
and Environmental Microbiology 72, 1267-1269.

Eastwood, D.C., Chatlen, M.P., Zhang, C., Jenkins, H., Henderson, J., Burton, S., 2008.
Hairpil diated dow lation of the urea cycle enzyme argininosuccinate
lyase in Agaricus bisporus. Mycological Research 112, 708~716.

Evans, H.C., 1980. Pleomorphism in Crinipellis perniciosa, causal agent of witches'
broom disease of cocoa. Transactions of the British Mycological Society 74, 515~
523.

Evans, H.C,, 1981. Witches' broom disease — a case study. Cocoa Growers' Bulletin
32,5-19.

Filho, D.F., Pungartnik, C., Cascardo, ].C.M., Brendel, M., 2006. Broken hyphae of the
basidiomycete Crinipellis perniciosa allow quantitative assay of toxicity. Current
Microbiology 52, 407-412.

Fitzgerald, A., van Kan, JAL, Plummer, KM., 2004. Simultaneous silencing of
multiple genes in the appel scab fungus, Venturia inaequalis, by expression of
RNA with chimeric inverted repeats. Fungal Genetics Biology 41, 963-971.

Forrest, E.C., Cogoni, C.. Macino, G., 2004. The RNA-d dent RNA pol ase,

Kim, D.H., Behlke, M.A,, Rose, S.D., Chang, M.S., Choi, S., Rossi, }.J., 2005. Synthetic
dsRNA Dicer substrates enhance RNAi potency and efficacy. Nature
Biotechnology 23, 222-226.

lacronx H Spanu, P.D., 2008. Silencing of six hydrophobins in Cledosporium fulvum:

ities of simult. ly targeting multiple genes. Applied and
Envnronmental Microbiology 75, 542-546.

Lee, N.S., Rossi, ].]., 2004. Control of HIV-1 replication by RNA interference. Virus
Research 102, 53-58.

Lima, J.O. Santos, ].K.dos., Pereira, |LF., de Rezende, M.LV., de Aradjo, EF., de
Queiroz, M.V., 2003. Development of a transformation system for Crinipellis
perniciosa the causal agent of witches' broom in cocoa plants. Current Genetics
42, 236-240.

Lopes, M.A,, Gomes, D.S., Koblitz, M.G.B., Pirovani, C.P,, Cascardo, |.C.M., G6es-Neto,
A., Micheli, F., 2008. Use of ¥ surface hodology to ine chitinase
regulation in the basidi ete Moniliophthi perniciosa. Mycological
Research 112, 399-406.

Maiti, M., Lee, H.C,, Liu, Y., 2007. QIP, a putative exonuclease, interacts with the
Neurospora Argonaute protein and facilitates conversion of duplex siRNA into
single strands. Genes and Development 21, 590-600.

McGeary, F.M., Wheeler, B.EJ., 1988. Growth rates of, and mycelial interactions
between isolates of Crinipellis perniciosa from cocoa. Plant Pathology 37, 489-
498.

Meister, G., Tuschl, T., 2004. Mechanisms of gene silencing by double-stranded RNA.
Nature 431, 343-349,

Melo, S.C.0., Pungartnik, C., Cascardo, J.C.M., Brendel, M., 2006. Rapid and efficient
protocol for DNA extraction and molecular identification of the basidiomycete
Crinipellis perniciosa. Genetics and Molecular Research 5, 851-855.

Mette, M.F.,, Aufsatz, W, van der Winden, ], Matzke, M.A,, Matzke, AJ., 2000,
Transcriptional silencing and promoter methylation triggered by double-
stranded RNA. EMBO Journal 19, 5194-5201.

Meyer, V., 2008. Genetic engineering of filamentous fungi - progress, obstacles and
future trends. Biotechnology Advances 26, 177~185.

Mondego, .M., Carazzolle, M.F,, Costa, G.G., Formighieri, E.F., Parizzi, L.P., Rincones,
J.. Cotomacci, C,, Carraro, D.M., Cunha, AF,, Carrer, H., Vidal, R.O., Estrela, R.C,,
Garcia, 0., Thomazella, D.P., de Oliveira, B.V., Pires, A.B., Rio, M.C,, Araujo, M.R.,
de Moraes, M.H., Castro, L.A., Gramacho, K.P., Goncalves, M.S., Moura Neto, J.P.,
Goes Neto, A., Barbosa, LV., Guiltinan, MJ., Bailey, B.A., Meinhardt, LW.,,
Cascardo, J.C., Pereira, G.A., 2008. A genome survey of Moniliophthora perniciosa
gives new insights into witches’ broom dxscase of cacao. BMC Cenomlcs 9 548

Monteiro, G., Netto, LE.S., 2004. Glucose rep of PRX1 exp is
by Tor1p and Ras2p through inhibition of Msn2/4p in Saccharomyces cerevisiae.
FEMS Microbiology Letters 241, 221-228.

Nakayashiki, H., Hanada, S., Nguyen, B.Q., Kadotani, N., Tosa, Y., Mayama, S.. 2005.
RNA silencing as a tool for exploring gene function in ascomycete fungi. Fungal
Genetics and Biology 42, 275-283.

Nguyen, Q.B,, Kadotani, N., Kasahara, S., Tosa Y., Mayama S.. Nakayashlkl H., 2008.

ic functional lysis of calci gnaling proteins in the genome of

the rice-blast fungus, Magnaporthe oryzae, using a high-throughput RNA-
silencing system. Molecular Microbiology 68, 1348-1365.

Nxcolas, F.E., Torres-Martinez, S., Ruiz-Vasquez, RM., 2003. Two classes of small

QDE-1, is a rate-limiting factor in post-transcriptional gene silencing in
Neurospora crassa. Nucleic Acids Research 32, 2123-2128.

Garcia, 0., Macedo, ].N.A., Tiburcio, R., Zaparoli, G., Rincones, J., Bittencourt, LM.C.,
Ceita, G.0., Micheli, F., Gesteira, A., Mariano, A.C., Schiavinato, M.A., Medrano,
F.J., Meinhardt, LW., Pereira, G.A.G., Cascardo, ].C.M., 2007. Characterization of
necrosis and ethylene-inducing proteins (NEP) in the basidiomycete
Moniliophthora perniciosa, the causal agent of witches' broom in Theobroma
cacao. Mycological Research 111, 443-455.

Gesteira, A.S., Micheli, F., Carels, N., da Silva, A.C,, Gramacho, KP., Schuster, I,
Macedo, J., Pereira, G.A.G., Cascardo, J.C.M,, 2007. Comparative analysis of
expressed genes from cacao meristems infected by Moniliophthora perniciosa.
Annals of Botany 100, 129-140.

Goldoni, M., Azzalin, G., Macino, G., Cogoni, C., 2004. Efficient gene silencing by
expression of double stranded RNA in Neurospora crassa. Fungal Genetics and
Biology 41, 1016-1024.

Haley. B., Tang, G.. Zamore, P.D., 2003. In vitro analysis of RNA interference in
Drosophila melanogaster. Methods 30, 330-336.

Hamada, W., Spanu, P.D., 1998. Co-suppression of the hydrophobin gene HCf-1 is
correlated with antisense RNA biosynthesis in Cladosporium fulvum. Molecular
General Genetics 259, 630-638.

Hamilton, AJ. Baulcombe, D.C.. 1999. A species of small antisense RNA in
posttranscriptional gene silencing in plants. Science 286, 950-952.

Hammond, S.M., Bernstein, E., Beach, D., Hannon, GJ., 2000. An RNA-directed
nuclease mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophila cells.
Nature 404, 293-296.

Heim, R, Cubitt, A.B., Tsien, RY., 1995. Improved green fluorescence. Nature 373,
663-664.

Heneghan, M.N., Costa, AM.S.B., Challen, M.P,, Mills, P.R,, Bailey, A., Foster, G.D.,
2007. A comparison of methods for successful triggering of gene silencing in
Coprinus cinereus. Molecular Biotechnology 35, 283-296.

Herr, AJ.. Jensen, M.B., Dalmay, T., Baulcombe, D.C, 2005. RNA poly ase [V

RNAs in fungal RNA silencing triggered by non-integrative
transgenes. EMBO Journal 22, 3983-3991.

Pereira, T.C,, Pascoal, V.D.B., Marchesini, R.B., Maia, .G., Magalhies, L.A., Zanotti-
Magalhdes, EMM., Lopes-Cendes, 1., 2008. Schistosoma mansoni: evaluation of an
RNAi-based treatment targeting HGPRTase gene. Experimental Parasitology
118, 619-623.

Pungartnik, C., Melo, S.C.O., Basso, T.S., Macena, W., Cascardo, }.C.M., Brendel, M.,
2009. Reactive oxygen species and autophagy play a role in survival and
differentiation of the phytopathogen Moniliophthora pemniciosa. Fungal Genetics
and Biology 46, 461-472.

Rana, T.M., 2007. flluminating the silence: understanding the structure and function
of small RNAs. Nature Reviews 8, 23-36.

Santos, S.T., 2005. Caracterizagdo de hidrofobinas do fungo Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer, causador da doenga vassoura-de-bruxa do cacaueiro. M.Sc.
Thesis, UESC, Ilhéus, Bahia, 2005.

Sheen, ., Hwang, S., Niwa, Y., Kobayashi, H., Galbraith, D.W., 1995. Green-fluorescent
protein as a new vital marker in plant cells. Plant Journal 8, 777-784.

Shiu, P.K,, Zickler, D., Raju, N.B., Ruprich-Robert, G., Metzenberg, R.L,, 2006. SAD-2 is
required for meiotic silencing by unpaired DNA and perinuclear localization of
SAD-1 RNA-directed RNA-polymerase. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 103, 2243-2248.

Sijen, T., Fleenor, |., Simmer, F., Thijssen, K.L., Parrish, S., Timmons, L., Plasterk, RH.,
Fire, A., 2001. On the role of RNA amplification in dsRNA-triggered gene
silencing. Cell 107, 465-476.

Sijen, T.. Steiner, F.A,, Thijssen, K.L., Plasterk, RH., 2007. Secondary siRNAs result
from unprimed RNA synthesis and form a distinct class. Science 315, 244-247.

Spellig, T., Bottin, A., Kahmann, R., 1996. Green fluorescent protein (GFP) as a new
vital marker in the phytopathogenic fungus Ustilago maydis. Molecular and
General Genetics 252, 503-509.

Tanguay, P., Bozza, S., Breuil, C., 2006. Assessing RNAi frequency and efficiency in
Ophiostoma floccosum and O. Piceae. Fungal Genetics and Biology 43, 804-812.

directs silencing of endogenous DNA. Science 308, 118-120.

Kadotani, N., Nakayashiki, H., Tosa, Y., Mayama, S., 2003. RNA silencing in the
phytopatt ic fungus he oryzae. Molecular Plant-Microbe
Interactions 16, 769-776.

Tenllado, F., Llave, C, Diaz-Ruiz, R, 2004. RNA interference as a new
biotechnological tool for the control of virus diseases in plants. Virus
Research 102, 85-96.

Vance, V., Vaucheret, H.. 2001. RNA silencing in plants - defense and counter-
defense. Science 292, 2277-2280.

70



836 A.C. Caribé dos Santos et al. / Fungal Genetics and Biology 46 (2009) 825-836

Vijn, 1., Govers, F., 2003. Agrobacterium tumefaciens mediated transformation of the
oomycete plant path F P i Molecular Plant Pathology 4,
459-467.

Volpe, TA., Kidner, C., Hall, LM., Teng, G., Grewal, SI,, Martienssen, RA., 2002.
Regulation of heterochromatic silencing and histone H3 lysine-9 methylation
by RNAI. Science 297, 1833-1837.

Walti, M.A,, Villalba, C., Buser, R M., Grunler, A., Aebi, M., Kunzler, M., 2006. Targeted
gene silencing in the model mushroom Coprinus cinerea (Coprinus cinereus) by
expression of homologous hairpin RNAs. Eukaryetic Cell 5, 732-744.

Weld, RJ.. Plummer, KM., Carpenter, M.A,, Ridgway, H.., 2006. Approaches to
functional genomics in filamentous fungi. Cell Research 16, 31-44.

Whisson, S.C., Avrova, A.O., West, P.V,, Jones, JT., 2005. A method for double-
stranded RNA-mediated transient gene silencing in Phytophthora infestans.
Molecular Plant Pathology 6, 153-163.

Wong, C-M., Siu, K-L, Jin, D~Y., 2004. Peroxiredoxin-null yeast cells are
hypersensitive to oxidative stress and are genomically unstable. Journal of
Biological Chemistry 279, 23207-23213.

Wosten, H.A., Asgeirsdéttir, S.A., Krook, J.H., Drenth, J.H., Wessels, ].G., 1994, The
fungal hydrophobin Sc3p self- bles at the surface of aerial hyphae as a
protein membrane constituting the hydrophobic rodlet layer. European Journal
of Celi Biology 63, 122-129.

Yelton, M.M., Hamer, J.E., Timberlake, W.E., 1984. Transformation of Aspergillus
nidulans by using a trpC plasmid. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 81, 1470-1474.

Zamore, P.D,, Tuschi, T., Sharp, P.A., Barlet, D.P., 2000. RNAi: double-stranded RNA
directs the ATP-dependent cleavage of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals.
Cell 101, 25-33.

71



7. CONCLUSOES GERAIS

O estabelecimento de uma metodologia, bem como a obtencdo da comprovagao
acerca da operacionalidade do silenciamento mediado por RNAi em M. perniciosa
abrem novos caminhos para o estudo funcional de genes e conseqlente
compreensao dos mecanismos de infecgdo, reproducdo e sobrevivéncia deste
fitopatogeno. Por meio das agbes estratégicas implementadas neste trabalho e dos

resultados obtidos pode se concluir que:

7.1. Nos experimentos que integram o Capitulo | foram estabelecidas as condi¢cdes
adequadas para a regeneracao de protoplastos eletroporados de M. perniciosa. A
eletroporagédo € proposta como um meétodo alternativo para a transfecgdo de DNA
transgénico e de dsRNAs nos experimentos de transformacdo e de silenciamento,

respectivamente.

» Foi evidenciado que a capacidade regenerativa dos protoplastos de M. perniciosa
decresceu com aumento da voltagem e do numero de pulsos aplicados durante a
eletroporacéo, sendo que os parametros que promoveram a maior freqiiéncia de
regeneracao foram a aplicagcdo de um pulso de 1.5 kV, entretanto, este protocolo
deve ser otimizado para fins de transformacgéao, usando DNA ex6geno.

» O padrdao de regeneracdo das hifas de M. perniciosa foi caracterizado pela
emersao de um tubo germinativo a partir de uma Unica célula esférica, entretanto
deve ser ressaltado que a reversdo dos protoplastos regenerados para a forma
hifal ocorre de modo geral, a partir da agregacao de varios protoplastos, sendo,

portanto, dificil estabelecer a freqliéncia de regeneracdo de M. perniciosa.
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7.2. No Capitulo Il foi produzida uma linhagem transgénica de M. perniciosa, que

expressa o0 gene heter6logo gfp. Essa linhagem foi utilizada como modelo para o

estabelecimento do protocolo de silenciamento génico por RNAi, bem como para a

confirmagéo da operacionalidade de RNAi em M. perniciosa. A partir deste modelo,

foi estabelecido o silenciamento de dois genes enddgenos (MpHYD3 e MpPRX1),
mediado por dsRNAs, visando o seu estudo funcional.

» Foram obtidas linhagens transgénicas com insercdo estavel do gene gfp no
genoma de M. perniciosa. Essa transformacédo foi validada pela deteccao de
fluorescéncia de GFP nos protoplastos e nas hifas, sendo que estas ultimas
apresentaram um padréo de fluorescéncia heterogéneo.

» Nas linhagens transgénicas tratadas com gfpdsRNAs foi detectado reducao
significativa dos niveis de mRNAs. O silenciamento foi validado pela reducao da
intensidade na emisséo de fluorescéncia.

» Foi estabelecido o silenciamento do gene enddgeno MpPRX1 a partir da
transfeccdo direta de MpPRX7dsRNAs sintetizados in vitro. Este gene foi
significativamente silenciado, alcangando 87,3% de redugdo dos niveis de
mMRNAs. O silenciamento foi validado pelo estabelecimento de uma correlacédo
positiva entre os niveis de mRNAs e o grau de atividade da enzima 1-cis
peroxiredoxina, bem como pelo decréscimo na taxa de sobrevivéncia das
linhagens silenciadas quando submetidas a concentracoes diferentes de H,0O».

» Foi demonstrado que RNAi em M. perniciosa € capaz de silenciar varios genes
simultaneamente. Dessa forma uma familia multigénica (MpHYD) que codifica
hidrofobinas, proteinas requeridas para a reproducdo e disseminacao desse

fungo, teve todos os membros silenciados em diferentes graus, devido a
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introducao de dsRNA homdlogo a uma sequiéncia conservada entre 0s membros
dessa familia. Das linhagens silenciadas 50% apresentaram fendtipo das hifas
correspondentes ao silenciamento, ou seja, redugdo no numero de hifas aéreas.

» Para o gene heterélogo gfo e o gene enddégeno MpPRX1 foi comprovada a
amplificagdo do silenciamento, devido ao fato da persisténcia, por longo periodo,
da reducdo da emissao de fluorescéncia de GFP e na diminuicdo na taxa de
crescimento de M. perniciosa tratado com H»O,, respectivamente, indicando

silenciamento sistémico.
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