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Resumo

A introdugé@o da doenga vassoura de bruxa do cacaueiro no Sul da Bahia representa um
dos maiores exemplos da magnitude de impacto sécio econémico que uma fitopatologia
pode aflingir a uma regido ou pais com um predominante perfil agroexportador. Com a
execugao do projeto genoma do fungo causador da vassoura de bruxa, o Basidiomiceto
Moniliopthora perniciosa, uma série de trabalhos de caracterizagao morfologica, fisiolégica
e genética da doenca foram inciados. Em um primeiro momento, em paralelo com a
caracterizacao das alteracdes bioquimicas da doenca, buscamos entender as diferencas
de expressao génica através de microarranjos de DNA e bibliotecas ESTs comparando as
duas fases morfo-genéticas do fungo reproduzidas in vitro. Apesar de esse esforgo
pioneiro ter permitido a formagdo de um modelo panoramico das alteragdes genéticas do
fungo e fornecido importantes diretrizes para a pesquisa futura, ficou claro a necessidade
de se explorar em maior detalhe a interagdo in vivo. Dentre os aspectos importantes
investigados, o estudo do metabolismo do glicerol durante a fase biotréfica da interagao
através de marcadores de expressdao mostrou que essa fonte de carbono em potencial
pode ter um papel importante no inicio da infec¢do e participar da sinalizagdo de stress
através da modulacdo do shuttle mitocondrial de glicerol 3-fosfato. No entanto, a
necessidade de se entender melhor o panorama das fontes de carbono disponiveis no
apoplasto, o microambiente ocupado pelo fungo nas fases iniciais da interacdo, nos
motivou a caracterizar as alteracdes nutricionais desse espaco ao longo da doenca. Foi
possivel demonstrar que a vassoura de bruxa quebra o ciclo de carbono normal do
apoplasto e que induz o corte da comunicagcédo vascular com as partes sadias da planta
ao final da fase biotréfica. Uma correlagéao entre a sinalizagao por carbono e a expressao
de genes de patogenicidade secundaria foi explorada. Com a expansao dos dados de
genoma e transcriptoma utilizando sequenciamento de DNA de terceira geragéo (lllumina
e 454 Life Sciences), dezenas de genes-alvo com potencial participacdo em vias de
patogenicidade e desenvolvimento da doenga foram identificados. Nesse contexto, dentre
as ferramentas para analises de gendmica funcional nesse modelo, a inativagdo ou
nocaute de genes por gene targeting e o estudo da atividade de proteinas através de
fusbes com genes repdrteres sdo essenciais ao teste das hipoteses geradas como fruto
da pesquisa gendmica da Vassoura-de-bruxa. Transformantes de M. perniciosa
carregando uma copia do gene marcador de autofagia MpATG8 fusionado ao marcador
GFP apresentaram um padrao de fluorescéncia caracteristico da biologia celular de



ATG8, permitindo acompanhar o processo de autofagia sob condi¢cdes de deprivacao de
nutrientes, demonstrando a possibilidade da aplicacdo de fusbes com repdrteres
fluorescentes para experimentos de localizagdo subcelular de proteinas desse
fitopatdégeno. Por fim, uma estratégia baseada na selegdo de recombinantes através da
técnica split marker em conjunto com um silenciamento transiente do sistema de reparo
NHEJ por RNAI foi tracada e executada de modo a obter o nocaute do gene MpKu70,
essencial a essa via de reparo, cuja inativacao esta associada a um aumento da eficiéncia

de recombinagdo homdloga e gene targeting.



Abstract

Cocoa’s Witches Broom Disease (WBD) is caused by the hemibiotrophic interaction
between the Basidiomycete fungus Moniliopthora perniciosa and plants of Theobroma
cacao. One remarkable feature of WBD is its unusual long biotrophic phase in which the
fungal growth is restricted to the apoplastic space of plants. We compared differential gene
expression between biotrophic and saprotrophic-like hyphae in vitro and proposed based
on microarray and EST results that the maintenance of biotrophic-like cultures of M.
perniciosa in vitro is subject to Carbon source regulation, especially regarding the use of
glycerol as a preferential carbon source for biotrophy. To further gain insight into the
carbon source regulation of WBD biotrophic phase in vivo, we characterized glycerol
utilization using fungal expression markers during the initial phases of infection. We also
characterized the carbon source fluctuations in the apoplast of healthy and infected cocoa
seedlings. We showed that healthy cocoa plants possess a rhythmic carbon cycle in the
apoplast that is in fine tune with periodical leaf flushing, expansion and photosynthetic
maturation. WBD completely disrupts the carbon cycle in the apoplast of infected plants
and also arrests leaf photosynthesis at pre sink-to-source transition levels. It was also
possible to distinguish two different phases of carbon availability in the apoplast. The two
phases correlated with fungal growth rates, the expression of a characterized necrosis
inducing gene and the development of a tumor-like callus at the base of infected stems
that completely disrupted normal vascular communication between healthy and diseased
parts of the plant. A possible correlation between carbon starvation and phase switch from
biotrophic to necrotrophic was explored and the evolution of the vascular-disrupting callus
was discussed in the view of the tradeoff between the physiological behavior of infected
tissues as sinks and the avoidance of nutrient remobilization during infected tissue
senescence. Finally, we focused on the development of functional genomic tools for the
study of gene function in this pathogen. As a proof-of-concept, we successfully obtained
fungal strains expressing the autophagy related gene MpATG8 fused with GFP reporter, in
which was possible to visualize the autophagy process in vivo by fluorescence imaging. In
addition we also obtained the first successful gene targeting knockout of MpKu70, an M.
perniciosa homologous of a gene essential to NHEJ in Eukaryotes. MpKu70 knockouts
strains have reported phenotypes of increased homologous recombination, and the M.
perniciosa strain may be an important platform for future functional studies of genes
important in witches broom disease pathogenesis.
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Introducao Geral ao Modelo de Pesquisa

Apresentado em 1964 por Ehrlich e Raven, o termo coevolugdo faz referéncia as
mudancas evolutivas reciprocas dirigidas pelas interacées ecoldgicas entre espécies. De
fato a histéria da evolucdo e da biodiversidade é fundamentalmente a histéria dessas

interacdes e das mudancgas genéticas decorrentes (Thompson, 1999).

Dentre a ampla gama de interagées ecoldgicas existentes, as do tipo parasita-
hospedeiro, particularmente entre plantas e patégenos, estdo entre as mais importantes
ao homem devido ao impacto econémico causado as atividades agricolas (Madden &
Wheelis, 2003). No Brasil, um pais de forte perfil agroexportador, a magnitude do prejuizo
econdmico proveniente dessas interacdes é ainda mais importante, adquirindo inclusive
uma conotacao social. Um dos maiores exemplos brasileiros do impacto sécio-econémico
gerado por uma interagao desse tipo foi a drastica diminuicdo da produgédo de cacau no
pais durante o periodo de 1989 até hoje, devido a introducao da praga Vassoura-de-bruxa
no sul do estado da Bahia (Pereira et al., 1989; Purdy & Schmidt, 1996; Pereira et al.,

1996; Griffith et al., 2003).

O cacau, Theobroma cacao L. [Theo-broma = comida dos deuses], é uma planta
frutifera arbérea de médio porte, pertencente a familia Sterculiaceae e originaria da Bacia
Amazonica (Purdy & Schmidt, 1996). E unicamente cultivada nos trépicos Uimidos e suas
sementes representam uma importante commodity de paises tropicais exportadores de

matéria-prima para a fabricacao de chocolate.

Até 1994, o Brasil figurava como o segundo maior produtor de cacau do mundo
com uma participagao de quase 20% do mercado internacional. Em 1989 a Vassoura-de-

bruxa foi identificada pela primeira vez nas plantagdes de cacau do estado da Bahia
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(Pereira et al.,, 1996), a mais importante regido produtora no Brasil. Em poucos anos
ocorreu o primeiro surto da doenga na regido, causando um impacto devastador,
diminuindo a produgéo e a participagao do pais no mercado internacional, que passou a
ser de apenas 4%. Estima-se que o impacto econdmico da Vassoura-de-bruxa no periodo
seja da ordem de U$ 10 bilhdes, afetando ndo sé a balanca comercial brasileira e os
produtores de cacau, mas também a estabilidade socioecon6mica de cerca de 2,5

milhdes de empregados dependentes dessa cultura na Bahia (Griffith, 2004).

Em 2011, estima-se que o cultivo de cacau, producao e exportacdo de améndoas
movimentardo cerca de U$ 5 bilhdes, impulsionando um mercado de chocolate e
cosméticos derivados que deve operar na casa de U$ 80 bilhdes (www.icco.org). As taxas
de crescimento do mercado tém variado em torno de 3% ao ano sem um
acompanhamento equivalente dos niveis de producdo, gerando um déficit acumulado
responsavel por uma tendéncia significativa de aumento dos precos nos ultimos cinco

anos.

Existe uma grande discrepancia geoeconémica em relagdo a producao de cacau e
o refinamento e consumo. Tradicionalmente a produ¢do comercial sé € possivel em uma
pequena faixa tropical de dez graus ao Norte e Sul da linha do Equador contendo um
conjunto bem particular de condigdes climaticas e de solo tipicos de floresta equatorial.
Por essa razao ela ocorre somente em paises tropicais, em sua grande maioria com um
histérico de baixo padrédo de desenvolvimento tecnologico. De modo contrario, o
refinamento e consumo dos produtos finais ocorrem preferencialmente nos paises
desenvolvidos, notavelmente Unido Europeia e América do Norte, representando o Unico
setor da cadeia produtiva do cacau que historicamente recebeu investimentos em ciéncia

e tecnologia.



Na década de noventa, o impacto econdmico mundial da disseminagcdo da
Vassoura-de-bruxa no sul da Bahia foi atenuado pelos baixos pre¢os do cacau e pelo
drastico aumento da producdo de cacau na Africa e Indonésia. Como consequéncia desse
cenario econémico e da restricdo da doenga a America do Sul, apesar da importancia do
cacau e das caracteristicas bioldgicas singulares da fitopatologia da Vassoura-de-bruxa,
pouco se investiu em ciéncia visando o conhecimento das bases moleculares dessa

interacéo.

Nesse contexto, a iniciativa conjunta do sequenciamento do genoma de
Moniliopthora perniciosa foi uma plataforma pioneira essencial para a construgdo de um
modelo de estudo da Vassoura-de-bruxa, seguida de amplas caracterizacgoes fisiologicas
e bioquimicas, da expressdo génica do fungo e da interacdo com a planta. Mais
recentemente, com a estabilizagdo da produgéo de cacau Africana e o constante aumento
da demanda e pregcos do cacau, uma crescente preocupacdo em relacdo ao
melhoramento genético do cacaueiro visando o aumento da producdo e a resisténcia a
patdégenos tém refletido em um maior interesse mundial no desenvolvimento da ciéncia e
tecnologia da producéo cacaueira. O sequenciamento do genoma do cacaueiro por dois
grupos independentes Norte Americanos e Europeus, sua recente publicacdo e o alto

impacto resultante, estdo entre os primeiros frutos dessa nova realidade.

A doenca Vassoura-de-bruxa do cacaueiro € causada pelo fitopatdgeno
Moniliopthora perniciosa (Stahel) Singer, um fungo hemibiotréfico homotalico primario
(Delgado e Cook, 1976), pertencente ao filo Basidiomicota e a familia Tricholomataceae.
Trata-se de um homobasidiomiceto estruturalmente tipico (fungo filamentoso com
estruturas reprodutivas do tipo cogumelo) embora, alguns aspectos peculiares da sua
biologia sé foram descritos até o momento nessa espécie. Homobasidiomicetos séo

relativamente raros como fitopatdégenos e apesar de uma série de fungos dessa subclasse
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serem conhecidos por manterem infec¢des biotréficas simbibticas nas raizes de plantas
(micorrizas), o fungo M. perniciosa € provavelmente o0 Unico representante capaz de

infectar o tecido das partes aéreas vivas (Griffith, 2004).

A infecgéo e o inicio do desenvolvimento da Vassoura-de-bruxa ocorre através dos
basidiésporos de C. perniciosa que germinam sobre a cuticula da planta, penetrando os
tecidos meristematicos do cacau (Figura 1A) (Sreenivasan & Dabydeen, 1989). Apés a
penetracao inicia-se a fase biotréfica da doencga. Nela ocorre a proliferacdo de um micélio
monocariético presente unicamente no apoplasto (Figura 1B) e induzindo uma série de
alteragdes fisiologicas e morfoldgicas no ramo infectado (Evans, 1980; Silva & Matsuoka,
1999, Orchard et al., 1994). Este estagio € chamado de vassoura-verde e é caracterizado
visualmente na planta pela perda de dominancia apical e um crescimento anormal

hiperplasico do ramo e dos brotos laterais.

Ap6s um periodo de aproximadamente 70 dias, a interagdo planta-hospedeiro
deixa de ser biotrofica e passa a ser necrotrofica (Lawrence et al., 1991). Nesta segunda
fase as hifas de M. perniciosa tornam-se dicariéticas, portando tipico grampo de conexao
(Evans, 1980; Purdy & Schmidt, 1996). Ha um aumento significativo da taxa de
crescimento do fungo que, penetra as células do ramo de cacau infectado (Penman,
2000; Griffith, 2004). Essa fase é caracterizada pelo aparecimento de lesées necréticas
distais ao ponto inicial de infeccao (Figura 1C), e pela morte do ramo infectado, que serve
de substrato para o crescimento das estruturas reprodutivas do fungo ou basidiomas,
responsaveis pela maturacédo e dispersdo de cerca de 10’ basidiésporos cada, os Unicos
propagulos da infeccdo conhecidos até o momento nesse fitopatdgeno (Rocha &

Wheeller, 1985; Almeida et al., 1997; Griffith, 2004).



Figura 1: Ciclo de vida de Moniliophthora perniciosa. A) Basidiocarpos emergem dos tecidos necrosados mortos, produzindo basidiésporos que
eventualmente caem sobre um tecido vivo de cacau em crescimento e germinam dando inicio a infec¢do. B) Micélio monocariético “biotréfico” que
coloniza o apoplasto de cacau e paralela os sintomas da Vassoura-verde em plantas infectadas. C) Micélio dicariético “necrotréfico” que invade o

espaco intracelular, paralela os sintomas da Vassoura-seca em plantas infectadas e se diferencia nas estruturas reprodutivas, os Basidiocarpos.
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Capitulo 1

Expressao Génica Diferencial Entre o Micélio Biotréfico - Monocariotico e
Saprotroéfico - Dicariético do Fungo Causador da Vassoura-de-bruxa,
Moniliopthora perniciosa.

Johana Rincones, Leandra M. Scarpari, Marcelo F. Carazzolle, Jorge M. C. Mondego,
Eduardo F. Formighieri, Joan G. Barau, Gustavo G. L. Costa, Dirce M. Carraro, Helena P.
Brentani, Laurival A. Vilas-Boas, Bruno V. de Oliveira, Maricene Sabha, Robson Dias,
Julio M. Cascardo, Ricardo A. Azevedo, Lyndel W. Meinhardt, e Goncalo A. G. Pereira.
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Moniliophthora perniciosa is a hemibiotrophic fungus that
causes witches’ broom disease (WBD) in cacao. Marked
dimorphism characterizes this fungus, showing a mono-
karyotic or biotrophic phase that causes disease symptoms
and a later dikaryotic or saprotrophic phase. A combined
strategy of DNA microarray, expressed sequence tag, and
real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction
analyses was employed to analyze differences between
these two fungal stages in vitro. In all, 1,131 putative genes
were hybridized with cDNA from different phases, result-
ing in 189 differentially expressed genes, and 4,595 reads
were clusterized, producing 1,534 unigenes. The analysis of
these genes, which represent approximately 21% of the total
genes, indicates that the biotrophic-like phase undergoes
carbon and nitrogen catabolite repression that correlates
to the expression of phytopathogenicity genes. Moreover,
downregulation of mitochondrial oxidative phosphoryla-
tion and the presence of a putative ngrl of Saccharomyces
cerevisiae could help explain its lower growth rate. In con-
trast, the saprotrophic mycelium expresses genes related to
the metabolism of hexoses, ammonia, and oxidative phos-
phorylation, which could explain its faster growth. Anti-
fungal toxins were upregulated and could prevent the
colonization by competing fungi. This work significantly
contributes to our understanding of the molecular mecha-
nisms of WBD and, to our knowledge, is the first to analyze
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differential gene expression of the different phases of a
hemibiotrophic fungus.

Additional keywords: DNA microarrays.

Moniliophthora perniciosa (Aime and Phillips-Mora 2005)
(Agaricales, Marasmiaceae) is the causal agent of witches’
broom disease (WBD) of cacao (Theobroma cacao). This
basidiomycete fungus is a sister taxon of M. roreri, the causal
agent of frosty pod rot. Together, these fungal pathogens cause
the two more devastating diseases of cacao in the Americas. In
Brazil, WBD was introduced to the cacao-producing region of
southeastern Bahia in the 1980s (Pereira et al. 1989). Since
then, production of this commodity has dropped by more than
half (Brazilian Ministry of Agriculture 2005) and resulted in
major socioeconomic and environmental problems for the
region (Griffith et al. 2003; Pereira et al. 1996; Purdy and
Schmidt 1996).

The biology of the M. perniciosa—cacao interaction is com-
plex and molecular studies have only recently begun. A draft
of the genome has been established by our group based on a
twofold coverage derived from shotgun libraries of total DNA.
This databank is currently used for gene discovery and to sup-
port gene expression experiments, such as expressed sequence
tag (EST) analysis and DNA microarrays.

M. perniciosa exhibits a hemibiotrophic life cycle that paral-
lels the symptoms in the plant: a monokaryotic biotrophic my-
celium, without clamp connections, is formed after basidio-
spore germination and infects flower cushions, developing
fruit, and vegetative flushes. In this case, the infection causes
hypertrophy, hyperplasy, and loss of apical dominance, pro-
ducing a characteristic green broom (Evans 1978, 1980).

In spite of these symptoms, the biotrophic hyphae are found
in low density inside the infected plant tissues (Penman et al.
2000) and grow slowly in the intercellular space (Silva and
Matsuoka 1999). During the biotrophic phase, the infected
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tissue seems to be under intense oxidative stress, indicated by
the increase in lipid peroxidation (Scarpari et al. 2005) and
eventual production of reactive oxygen species (ROS) (Gratao
et al. 2005), such as hydrogen peroxide produced by the enzy-
matic degradation of calcium oxalate crystals found in infected
susceptible cacao plants (Ceita et al. 2007).

During the second stage, the infected plant tissue turns ne-
crotic (dry brooms) and the fungus displays a dikaryotic sapro-
trophic or necrotrophic mycelium, with clamp connections.
Contrary to the biotrophic hyphae, the saprotrophic mycelia
grow vigorously, quickly colonizing the broom and completely
destroying the vegetal tissues (Evans 1980). Elucidating the
mechanisms responsible for the change from the biotrophic to
the saprotrophic or necrotrophic phase of the fungus and
understanding whether the death of the infected cacao tissue is
a consequence or precedes this change in fungal physiology is
a central question that remains to be answered. Finally, the ne-
crotrophic mycelia eventually develop into basidiomes, which
produce spores and complete the fungal life cycle (Evans
1980; Lawrence et al. 1991).

A detailed biochemical study of the cacao—M. perniciosa
interaction was published by our group (Scarpari et al. 2005).
A systematic analysis of the changes in the contents of soluble
sugars, amino acids, alkaloids, ethylene, phenolics, tannins,
flavonoids, pigments, malondialdehyde (MDA), glycerol, and
fatty acids in cacao shoots during the development of WBD
was performed and revealed a concerted number of biochemi-
cal alterations in the infected plant. These responses appear to
be modulated by the production of ethylene, which may play
an important role in broom development. Additionally, green
brooms exhibited significantly higher amounts of glycerol than
dry brooms or uninfected tissues, suggesting that this compound
could play a key role in the maintenance of the biotrophic
phase of the fungus in the plant. Subsequently, it was established
that monokaryotic cultures could be maintained when glycerol
was used as the sole carbon source in axenic cultures and that
the fungus rapidly changed into the saprotrophic or necrotro-
phic phase when several other carbon sources (sorbitol, manitol,
fructose, sucrose, glucose, and ethanol) were used in the growth
medium, independently of their concentration (0.1 to 2%)
(Meinhardt et al. 2006). This monokaryotic mycelium of M.
perniciosa grown in vitro was termed “biotrophic-like phase”
because it had all of the characteristics of the biotrophic phase
in planta (Meinhardt et al. 2006). These studies have shed light
on the complexity of the biochemical interactions that occur
between the plant and the pathogen during the development of
WBD, but the question remains: How does the fungus cause or
modulate the responses in the plant?

In the present work, we used DNA microarray analysis, EST
sequencing, and real-time polymerase chain reaction (PCR) in
order to study differential gene expression between the biotro-
phic-like and saprotrophic stages of the fungus, grown in vitro
in the presence of cacao extracts. This work is the first to ana-
lyze differential gene expression between the infective (biotro-
phic) and the saprotrophic stages of a hemibiotrophic fungal
pathogen. The results indicate different carbon and nitrogen
metabolisms between the two mycelial stages and sheds light
on the metabolic pathways that could be essential for the
pathogenicity of this hemibiotrophic basidiomycete.

RESULTS

DNA microarray hybridization.

DNA microarrays were prepared using 2,304 putative genes
of M. perniciosa identified from the draft genome. We selected
genes with similarity to proteins annotated in GenBank
(BLASTX, e value < 1E-05). All these genomic survey sequence
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data have been submitted to the dbGSS of GenBank database
under accession numbers ET065114 to ET065303, ET163645
to ET165559, and ET165560 to ET165565 (Supplementary
Data A). With this first approach, our goal was to understand
the differential gene expression of known genes during the
biotrophic-like and saprotrophic phases of M. perniciosa. Both
mycelial phases were obtained from isolate BP10 grown in
glycerol supplemented with cacao-meristem extract (A-Sap-
CM and A-Bio-CM, respectively), a mixture of components
that has been shown to maintain the biotrophic-like mycelia
(Meinhardt et al. 2006). As the normalizing condition, BP10
saprotrophic mycelia were grown in glycerol (A-Sap-Gly).
These array data have been submitted to the Gene Expression
Omnibus (GEO) database of GenBank under accession num-
bers GSM243318 through GSM243333 (samples); GPL6148
and GPL6149 (platforms); and GSE9626, GSE9627, and
GSE9701 (series).

Figure 1 shows a volcano plot analysis for the comparisons
between the treatments (A-Bio-CM versus A-Sap-Gly and A-
Sap-CM versus A-Sap-Gly). There is a greater dispersion in
the comparison A-Bio-CM versus A-Sap-Gly (Fig. 1A) than
A-Sap-CM versus A-Sap-Gly (Fig. 1B), which reflects a
higher number of differentially expressed genes between two
different life phases grown in different media than in the same
myecelial type grown in two different media.

Of the 2,304 spots, 1,131 gave consistent hybridization re-
sults (i.e., triplicates showing equivalent hybridization signals
for each sample). From these 1,131 putative genes, a total of
189 (16.7%) showed significantly different expression between
the A-Sap-CM and A-Bio-CM samples (net fold changes >2.0).
These differentially expressed genes were separated into five
groups by hierarchical clusterization analysis according to
their expression patterns (Fig. 2): 17 genes were induced in
both conditions (group 1), 63 genes were repressed in A-Sap-
CM and induced in A-Bio-CM (group 2), 76 were induced in
A-Sap-CM and repressed in A-Bio-CM (group 4), and 30 were
repressed in both (group 5). The hierarchical clusterization
algorithm created an outgroup with two genes that showed pat-
terns similar to groups 2 and 5, but which failed to cluster into
these groups due to a strong repression in A-Sap-CM. One of
the genes that failed to clusterize (CP02-S2-041-313-F05-
EM.F-RICIN) is probably due to strong repression in A-Sap-
CM (-21.7) and induction in A-Bio-CM (2.94). Genes in
groups 2 and 4, which show divergent expression patterns in
A-Bio-CM and A-Sap-CM, are shown in Figure 2B and C, re-
spectively. GenBank accession numbers for these 189 differen-
tially expressed spots are provided in Supplementary Data B.

EST general analysis.

In parallel with the DNA microarrays, we constructed cDNA
libraries to complement the DNA microarray analysis, specially
aimed at identifying new genes and finding the elements nec-
essary for gene prediction in the genome draft (e.g., exon-
intron boundaries, codon usage, and so on). Four cDNA libraries
were constructed: E-Sap-CP (CP02 saprotrophic mycelium
grown in cacao-pod extract), E-Sap-Glu (CP02 saprotrophic
mycelium grown in glucose), E-Sap(C-G) (subtracted library
of the saprotrophic mycelium grown in cacao-pod extract mi-
nus saprotrophic mycelium grown in glucose), and E-Bio-CM
(biotrophic mycelium grown in cacao meristem extract).

In total, 7,450 reads were generated from the four cDNA
libraries, and the analysis of these sequences is summarized in
Figure 3. These EST clustered into 1,534 unigenes. Although a
few contigs may represent nonoverlapping portions of the
same gene, the number of clusters analyzed here could repre-
sent up to 13% of the total genes of this fungus, estimated to
be 12,000 genes by gene density analysis of the genome (data
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not shown). Clustered sequences were annotated manually and
have been submitted to the GenBank dbEST database under
accession numbers EY219053 through EY223257. A supple-
mentary table is provided with the annotation of 766 clusters
with putative functions (Supplementary Data C). In addition,
BLASTn alignments between the expressed cDNA unigenes
and the 1,131 DNA fragments with valid hybridization signals
from the DNA microarray found 137 genes in common, from
which 20 were differentially expressed in the microarray
analysis.

Additionally, 340 clusters with no hits with the public data-
bases were identified as possible new genes, based on their se-
quence similarity to predicted genes in the draft genome (i.e.,
genome regions that show the presence of introns) or due to
the presence of putative open reading frames (Fig. 3).

Twelve highly redundant transcripts were found in the
non-normalized cDNA libraries (E-Sap-CP; E-Sap-Glu, and
E-Bio-CM), represented by more than 40 EST. These tran-
scripts may represent highly expressed genes. Three of these
transcripts code for mitochondrial ribosomal RNA (large sub-
unit), two code for ribosomal proteins, one codes for a puta-
tive agglutinin (similar to Phaeosphaeria nodorum; E value =

4E-38, contig298), one codes for a hydrophobin (COHI1 of
Coprinopsis cinereae; E value = 3E-23, contigl80), and one
codes for a protein of the cytochrome P450 monoxygenase
family (Pleurotus lapidus; E value = 1E-34, contig129). The
remaining four transcripts produced no significant align-
ments against any database, including the M. perniciosa ge-
nome draft. Nevertheless, two (contigl37 and contigl83)
were tested and validated by real-time reverse-transcriptase
(RT)-PCR and amplified different total RNA populations of
M. perniciosa.

EST analysis of the saprotrophic mycelia.

Glucose has been traditionally used as the main carbon
source in axenic cultures for fungal growth. However, growth
in glucose constitutes an artificial situation for fungal phytopa-
thogens, because only very low amounts of free glucose are
typically found in their natural environments. Therefore, a me-
dia in which the carbon source consisted of an exudate from
cacao-pod extract was developed (discussed below) and this
media was found to promote more vigorous growth of the
saprotrophic mycelia (Fig. 4A). In view of these observations,
we assumed that the cacao-extract media resembled a more
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Fig. 1. Volcano plot demonstrating differences in hybridization signals between A, saprotrophic mycelia in glycerol (A-Sap-Gly) versus saprotrophic mycelia
in cacao extract (A-Sap-CM) and B, saprotrophic mycelia in glycerol (A-Sap-Gly) versus biotrophic-like mycelia in cacao extract (A-Bio-CM). Discrimina-
tors (P value < 0.05 and log2 fold change) are indicated by horizontal and vertical lines, respectively.
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Group 1 2.00

Sap Cont. Bio Read Product & CDD

CP02-52-000-183-C03-UE.F Lipase class 3

CPO2-52-000-121-G01-UE F Cylochrome P450

CPO2-52-000-190-D05-UE.F Dipeptidyl-peptidase and tripeptidyl-peptidase
CPO2-52-032-310-FOB-UE.F Cylochrome P450

CP02-52-000-106-D10-UE.F Carboxylesterase | Caphalosporin carboxylesterase-like
CPO2-52-038-266-FOB-EM.F  Endo-1,4-bata-xylanase precursor
CP02-53-033-511-E0B-UC F Geranylgeranyl pyrophosphate synthetass
CP0O2-S2-000-12T-ADT-UE.F Alcohol cxidase

CPO2-32-000-111-B06-CL.F  Serine Carboxypeptidase

CP02-52-028-244-FO5-UE.R  Glycolipid 2-alpha-mannosyltransferase
CPO2-52-033-354-G03-UE.F Bela glucosidase [ Glycoside hydrolase family 1 protein
CP02-52-000-101-HO8-UE.F Cutinase

CP02-52-028-248-D12-UE.F U3 snoRNP protein NopSs [ SIK1
CPO2-52-000-106-E12-UE.R jmjc domain profein / Phosphaolipase-like
CP02-53-040-591-B10-UE.F Ghutathione S-transferase
CPO2-52-022-305-F10-UC F  Triacylglycerol lipase

CPO2-52-025-301-007-UC.F Aspartic prolease

CPO2-52-038-248-H10-EM.F GMC oxidoreductase

CPO2-53-036-561-E02-UC.F Cysteine aminopetidase / Bleomycin hydrolase
CPO2-52-000-161-B09-UE F Glutathione S-transferase [ GST-Phi subfamily profein
CP02-52-000-105-D10-UE.R MADPH-P450 reductase

CPO2-52-000-195-A01-UE.F Glutamine synthelase | FluG
CP02-52-000-150-H05-CL.F Retrofranspason

CP02-53-033-436-D05-UE.F Short-chain dehydrogenase
CP02-52-000-107-003-UE.R Reverse franscriptase-RMaseH-integrase
CPO2-52-032-335-B08-UE F  FADVFMN-containing dehydrogenase
CPOE-52-024-294-CO6-UC.F  Glycolipid 2-alpha-mannosyltransferase
CP02-53-036-505-E05-UE.F PR-1/ SCP like pratein

CPO2-52-038-290-E10-EMF Hydrophobin

CPO2-53-036-123-F10-FS.F Sugar transporter

CPO2-53-040-5TB-E08-UE.-F MET30 F-box protedn

CPO2-52-000-215-FOB-UC.F NAD-specific glutamate dehydroganase
CP02-52-000-103-001-UE.R 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase-like
CPO2-52-028-276-H12-UEF Reverse ranscrptase

CP02-53-000-082-B02-UC.F  RimA-like protein / MADS_MEF2-like
CP02-52-032-348-G01-UE.F Cylochrome P450

CP02-52-028-230-FO7-UE.F Hypothetical Retrotransposon
CP02-52-033-44T-ADE-UE.F Cullin E3 ubiguitin hgase subunit
CP02-53-000-108-HO8-UC. F Glucose-§-phosphate-1-dehydrogenase
CP02-52-000-151-C03-UC.F Hypothetical Retrolransposon
CP02-52-028-253-H11-UE.F  PriA-ike protein

CP02-52-000-112-G11-UE.R €& zine finger domain protein [ GAL4-like
CPO2-53-0356-563-A12-UC.F Sugar transporter

CPO2-52-028-245-A11-UE.R  Major Facilitator Superfamily protein
CP02-53-038-516-D10-UE.F PR-1/SCP like pratein

CPO2-52-000-106-DO9-UE.R Fatty acid synthase alpha subuni
CPO2-52-038-236-G12-EM.F Ceramide glucosyliransferase
CP02-52-000-198-D04-UC.F Cylochrome P450

CP02-53-036-194-B12-EM.F Serine threonine kinase / RAN1-like kinase
CP02-52-033-354-C01-UE.F Hydrophaobin

CP02-52-000-194-B11-UC.F RAS1

CP02-52.033-373-G04-UE F Arginyl-iRNA synthetage

CPO2-53-000-110-EQB-UC.F  Sugar transporter

CPO2-52-000-164-A12-CL.G PR-1/ SCP like pratein

CPO2-52-028-232-C02-UE.F Aguaglyceroporin ! Fpsip glycerol difusion channnel protein-like
CPO2-52-000-204-C10-UC.F Steroid monocoxygenase [ Cyclohexanone monooxygenase
CPO2-53-033-4189-A0T-UC.G RNA binding protein | NAMB-like/ NGR1-like
CPO2-52-021-247-AD8-UC.F Major Facililator Superfamily protein / Mulidrug resistance pratain
CP02-52-000-108-GO2-UE.F Delta-12 fatty acid desaturase
CP02-53-000-110-BO5-UC.F Aminopeplidase [ Peptidase family M1
CP02-52-038-270-D02-EM.G Glucan 1,3-beta-glucosidase
CPO2-53-036-476-FO2-UE.F Peroxiredoxin
CP02-52-029-331-GM-UCF Lysophosphoplipase A

Group 2

Group 3

Group 4

' Group 5

-11 -2 00 2 1

Continued on following page

Fig. 2. Gene expression profile for the differential gene expression between the biotrophic-like and the saprotrophic mycelia of Moniliophthora perniciosa,
established by DNA microarray hybridization. Sap: sample A-Sap-CM; Cont: sample A-Sap-Gly; Bio: sample A-Bio-CM. A, All genes with differential gene
expression (fold change >2.0) are shown and clustered into five expression groups. B, A total of 63 genes in group 2, showing repression in the saprotrophic
mycelium and induction in the biotrophic-like mycelium. C, Group 4 clustered 76 genes showing induction in the saprotrophic mycelium and repression in
the biotrophic-like mycelium. D, Expression pattern of the other three groups (group 1: induced in both, group 3: strongly repressed in Sap, and group 5:
repressed in both), clustering the remaining 51 genes.
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Fig. 2. Continued from previous page

c

Read Product & CDD

CP02-53-000-089-A11-UCF Fatlly acid synthase complex pratein
CP02-52-041-315-D11-EM.F  Fatty acid synthase complex protein
CPO2-52-000-061-B0B-UCF  Cysteine aminopetidase | Bleomycin hydrolase
CP02-52-032-308-F10-UE.F  Cylochroma P450

CPO2-53-000-100-C12-UC.F Cysleine aminopetidase / Bleomycin hydrolase
CP02-53-033-146-G03-EM.F  Glutamate synthase NADPH-dependant
CP02-52-037-178-C08-EM.F Cydlin-dependent protein kinase
CPO2-52-006-089-C02-UC.R Aspartate carbamoyliransferase | Pyrimidine biosynthesis protein
CP02-52-032-330-H0S5-UE.F  Fungal specific transcription factor
CPO2-32-000-123-FO8-CL.G  Acelyl-Coa acetyllransferase
CPO2-53-000-074-D09-UC.G  Endo-beta-D-1 4-glucanase

CP02-52-032-488-D02-UC.F Bela-glucosidase

CP02-52-000-197-HO5-UEF  Glycerol-1-phosphatase

CP0O2-52-000-221-G07-UC.F Monooxygenase / Salicylate hydroylase
CP02-52-000-174-COS-UEF Pectate Lyasa

CP02-52-021-245-A11-UC R Laccase

CPO2-52-025-284-E02-UC.F  Polypreanyl synthase

CPO2-533-033-436-F12-UE.F  Glutamate carboxypeplidase Il - Transferrin receptor family protein
CP02-53-036-548-D03-UC.G Leucine Rich Protein

CP02-52-028-247-AD1-UE.F 2-isopropyimalale synthasa

CP02-52-038-272-B02-EM.F  Pentatricopeplide repeat protein
CP02-32-000-115-E11-UE.R  Cylochrome P450

CPO2-52-038-247-CO5-EM.G  Major Facilitator Superfamily protein / Carboxylic acid transporier
CPO2-52-032-349-D0T-UEF  Acyl-Cod dehydrogenase

CP02-52-038-232-G03-EM.F  Malate dehydrogenase

CP0O2-52-024-294-G09-UC.F Sugar transporter

CP02-52-028-235-F12-UE.F  Aspartate ransaminase

CP02-52-032-300-B07-UE.F  Phosphomethylpyrimidine kinase
CP02-52-040-365-G06-EM.F  Mig1/CreA-like protein / Zinc fingar prolein
CP02-52-040-346-G03-EM.F  Glutamine synthetase

CPO2-53-033-416-G04-UC.G ABC mullidrug transporier

CP02-52-033-319-F05-UE.F  ABC multidrug transporter

CP02-53-038-508-C12-UE.F Isocitrate dehydrogenase

CP02-53-036-485-A02-UE.F Callulase

CP0O2-52-000-125-FO03-UE.F RDS1 [/ Adenine repressible gene
CP0O2-52-028-245-B07-UE.R Retrolransposon

CPO2-52-000-076-D07T-UC.F  Phosphatase methylesterase [ PME-1
CPO2-52-032-330-E03-UE.F  Prolyl aminopeplidase

CPD2-52-032-473-ED4-UC_F  Short chain dehydrogenasa

CP02-53-039-548-B05-UE.F Medialor complex subumit MED14
CP0O2-52-040-353-BOB-EM.F  EF-Hand Calmodulin protein [ Apoptosis-linked gene 2 Hike
CPO2-52-000-178-FO1-UC.F  ABC multidrug transporier

CP02-52-000-151-A10-UE.F 3 4-dihydroxy-2-butancne 4-phasphale synthase
CP02-52-000-147-H12-UE.F Copper amine oxidase / Lysyl oxidase
CP02-52-000-100-F01-UE.R tRNA binding protein { EMAP |l-like protein
CP02-533-000-123-B04-UC.F Serine threcnine kinasa

CP02-52-033-359-H08-UE.F Beta-1,3-glucan binding protein / 1,3-beta-glucosidase

. CP02-53-036-132-A06-FC.G SMARE protein SEDS | Syntaxin 5
CP0O2-52-032-309-A01-UE.F Zinc finger protein C2H2 type
CP02-52-040-359-H05-EM.F  Omega3-desaturase / Deltal2 Fatty Acid Desaturase
CP02-33-036-548-C03-UC.G Malate dehydrogenase

CP02-52-000-080-H0T-UC.G Short chain dehydrogenase

CP02-52-028-244-A04-UE.F  Major Facilitalor Suparfamily protein [ Carboxylic acid transporier
CP02-53-000-040-C10-UC.F GMC exidoreductase

CP02-53-033-164-C01-EM.F  Two-component response regulator f Signal receiver component
CPO2-52-032-116-F02-FC.G Copia-Like Retrotransposcn

CPO2-53-033-461-D03-UC.F  Glucose-B-phosphate isomerase
CP02-32-040-351-D04-EMF  Major Facilitator Superfamily protein / Multidrug resitance protein
CPO2-52-000-104-E10-UE.R  Sugar transporter / Monasacharide transporter
CP02-52-000-178-HD1-UE.F IMP dehydrogenase

CPO2-52-000-165-B08-CL.F  Acetyl-CoA acetyltransierase
CP02-52-000-112-D12-UEF Tyrosinase

CP02-52-000-126-A06-UE.F  Sugar transporter

CP02-52-024-295-C05-UC.F lsocitrate lyase

CP02-52-028-283-B08-UE.F TB2/DP1, HVAZZ family protein
CP02-32-028-275-H09-UE.F Tyrosinase

CP02-52-000-122-B12-UE.R Major Fadilitator Superdamily protein [ Sidercphare iron transporier
CP02-53-000-109-C4-UC.G Glycine dehydrogenase

CP02-52-025-298-C0O8-UC.F Malate dehydrogenase

CPO2-52-022-271-HO5-UC.F  ATP-citrate synthasa subunit 1
CP02-33-033-456-D04-UC.F  GMP synthase

CP02-532-000-109-F04-UE.R Copia-Like Refrotransposon

CP02-52-028-282-E11-UE.F  Aromatic amino acid transporter ! GABA permease
CP02-52-033-350-F03-UE.F  Aming acid transporter

CP02-32-000-161-A02-UE.F GMC oxidoreductase

CP02-52-000-181-A06-UE.F Cytochrome P450
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natural situation and analyzed the possible differences in gene
expression between the two conditions in non-normalized
libraries of the saprotrophic mycelium and in a subtracted

cDNA library.
E-Sap-CP E-Sap-Glu
1605 reads 1077 reads
Trimming
L
4595
L
_____________ ! - 1180 singlets
168 reads |

- 42 Contaminants
- 16 Ribosomal i .
- 110 Low quality :

The cluster distribution among the three cDNA libraries
from the saprotrophic mycelium E-Sap-CP, E-Sap-Glu, and E-
Sap(C-G) is shown in Figure 4B. The non-normalized libraries
E-Sap-CP and E-Sap-Glu shared 99 clusters, indicating many
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similarities between these two growth conditions that may be
specific to the dikaryotic physiological stage. In contrast, the
subtractive library shared only 24 of its clusters with the E-
Sap-CP library and 18 with the E-Sap-Glu library. This indi-
cates an enrichment of transcripts that are not abundant in the
other two libraries.

The functional classification of the EST in the non-normal-
ized cDNA libraries (E-Sap-CP and E-Sap-Glu) based on their
sequence similarity to genes of known function (proteins) is
shown in Figure 4C, according to the Functional Catalogue
(FunCat) classification system for biological processes. Notable
differences were observed in the category “3.1. Cell Growth”
(21% in cacao-pod extract versus 10% in glucose), suggesting
a molecular basis for the growth rate differences observed in
culture media (Fig. 4A).

The functional classification of the transcripts enriched in
the E-Sap(C-G) library is shown in Table 1. The most redun-
dant transcripts were classified in the category “2.2. Electron
transport and membrane-associated energy conservation,’
which accounted for 35% of the reads identified for this library.
The majority of these reads encoded genes such as 5-aminole-
vulinate synthase, involved in heme biosynthesis; NAD-de-
pendent formate dehydrogenase (FDH), involved in NADH
regeneration; and several cytochromes. A significant segment
of these reads (22%) were classified into the “5.1. Ribosome
biogenesis” category, which includes the large subunit of the
rRNA encoded by the mitochondrial genome. Also, several
reads (6%) were annotated in category “11.2. Detoxification,”
represented by several O-methylsterigmatocystin oxidoreduc-
tase, and a cytochrome P450 putatively associated with afla-
toxin biosynthesis in pathogenic fungi (Prieto and Woloshuk
1997). Ten reads were found in category “2.1. Tricarboxylic
acid cycle” and were putatively identified as enzymes in the
malate shunt (malate dehydrogenase and isocitrate dehydroge-
nase), which are involved in NADH regeneration.

EST analysis of the biotrophic-like mycelium.

After the construction and analysis of the cDNA libraries
from the saprotrophic phase, we succeeded in growing biotro-
phic-like mycelia in axenic cultures (Meinhardt et al. 2006).
We then prepared an additional non-normalized library from
cDNA of the biotrophic-like mycelium grown in vitro. Ideally,
to compare it with the other libraries from the saprotrophic
mycelia, the growth conditions used for the biotrophic-like
cultures should be the same (i.e., growth in glucose or cacao-
pod extract). However, the biotrophic-like mycelium cannot be
maintained under these growth conditions, which would trigger
the immediate conversion to the saprotrophic phase (Meinhardt
et al. 2006). Therefore, the biotrophic-like phase used for cDNA
library construction was grown in the presence of cacao-meris-
tem extract and glycerol, which was similar to that used for
microarray analysis. Furthermore, we had to take into consid-
eration the fact that this library was prepared from isolate
BP10, different from the isolate used to prepare the saprotro-
phic libraries.

Although we are aware of the differences in isolates and
growth conditions mentioned above, we compared the EST

d
<

data as a basis to look for differences between the two myce-
lial types. The most relevant differences were then independ-
ently confirmed or denied by real-time RT-PCR comparing the
A-Sap-CM and E-Bio-CM samples, both prepared from the
same isolate and grown in the same media.

The functional categorization of the annotated clusters from
the E-Bio-CM library is shown in Figure 5. In comparison
with the saprotrophic stage libraries (Fig. 4C), we observed
some interesting patterns concerning the frequency of EST in
the different categories. For instance, similarly to the saprotro-
phic mycelium grown in glucose, there was a lower percentage
of transcripts involved in “3.1. Cell growth” and a higher per-
centage of transcripts putatively involved in “5.1. Ribosome
biogenesis.” In contrast to the saprotrophic stage libraries,
there is a lower percentage of “1.3. Carbohydrate metabolism”
and a higher proportion of “10. Signal transduction,” “6.2. Pro-
teolytic degradation,” “1.4. Lipid metabolism,” and “5.3. ami-
noacyl-tRNA synthetases.”

Differences in metabolic pathways among the two types of
mycelia and different growth conditions were analyzed based
on the functional annotation of the individual clusters. We ob-
served that the saprotrophic libraries were more abundant in
transcripts associated with glycolysis, the malate shunt, and
oxidative phosphorylation. In contrast, the biotrophic-like my-
celium had more transcripts involved in the pentose-phosphate
shunt, tRNA synthesis, amino acid permeases, and the gamma-
amino butyric acid (GABA) shunt.

Real-time RT-PCR analysis
of differential gene expression of selected genes.

To independently validate the results, real-time RT-PCR
analysis was performed for 35 transcripts that showed differ-
ential gene expression in either the EST or the microarray
analyses, and their relative expression level was measured in
each RNA sample. The sample A-Sap-Gly (BP10 saprotrophic
mycelium grown in glycerol) was used as the reference sample
for the calculations, with the objective of maintaining consis-
tency with the microarray analysis (Fig. 6).

Three additional transcripts were selected and evaluated
with regards to the stability of their gene expression among the
different RNA samples, in an attempt to select at least one ap-
propriate internal control. After analysis by the geNorm applet
(Vandesompele et al. 2002), we observed a low variation for 3-
actin and the 60S rRNA among the different samples (between 1
and 1.3), and the relative expression of these transcripts varied
accordingly with regards to the sample (data not shown). Thus,
B-actin and 60S rRNA were selected as appropriate internal
standards. A normalization factor for each sample was calcu-
lated from the geometric average of their expression level in
each sample, as suggested by the authors.

The results of the real-time RT-PCR analysis were separated
based on whether they were selected from the DNA microarray
or the EST analyses. The fold change results (A-Bio-CM/A-
Sap-CM) of the microarray analysis for 19 transcripts were
directly compared with the real-time RT-PCR fold-change (A-
Bio-CM/A-Sap-CM) to validate the microarray hybridization
(Fig. 6). The real-time RT-PCR results validated 16 of these

Fig. 3. Flow diagram of the expressed sequence tag (EST) analysis of Moniliophthora perniciosa. In all, 7,406 ESTs were trimmed, clusterized, and
manually annotated, resulting in 1,534 valid clusters or unigenes. BLASTx alignments with public databases allowed the identification of 766 of these
clusters, 95% of which had a first hit with a fungal species, mostly corresponding to the basidiomycetes Coprinopsis cinerea (46%) and Phanerochaete
chrysosporium (33%). In all, 1,002 of the clusters (65%) showed hits with the draft genome, from which 269 were considered potential new genes due to the
lack of homologous sequences in the public databases and to the presence of introns or putative open reading frames (ORFs). An additional 71 clusters that
failed to show sequence similarity with the draft genome or the public databases were also considered putative new genes based on the presence of putative
ORFs. Thus, in total, 340 clusters were identified as potential new genes based on this analysis.
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transcripts (84%), although the values obtained by real-time ferences have been detected based on real-time RT-PCR based

RT-PCR were usually much higher than the microarray (Fig. 6). data (Chuagqui et al. 2002; Gao et al. 2004; Helmann et al. 2001;
Previous reports have shown that the majority of array results Qi et al. 2006; Rajeevan et al. 2001; Stintzi 2003; Wurmbach
were qualitatively accurate but that significant quantitative dif- et al. 2001).

E-Sap(C-G)
(273)
154

52 51
5.3.

CP02 saprotrophic mycelium in cacao extract CP02 saprotrophic mycelium in glucose

E-Sap-CP E-Sap-Glu E-Sap-CP E-Sap-Glu
O 1.1. Amino acid metabolism 1.76% 1.23% Hl 1.2 Hucleatide metabalism 0.35% 0.99%
B 1.3 Carbohydrate metabolism T.22% 568% [ 1.4, Lipid. fatly acid, and isoprencid metabolism 1.23% 1.48%
O 1.5 Other metabolisrm 1.568% 099% [ 2.1. Tricarbooxylic-acid pathway 0.53%, 0.00%
B 22 Electron transport 5.46% 7.41% [ 2.3. Other metabolism of energy reserves 0.00% 0.00%
B 3.1 Call growth 2095%  10.37% [ 3.2. Cell division 0.53% 0.49%
O 3.3. Cell death and aging 0.18% 0.00% [ 2.4. ONA synthesis and processing 1.58% 5.93%
B 4. Transcription and RNA synihesis 1.41% 1.98% Il 5.1. Ribosome biogenesis 4.58% 10.37%
B 5.2 Transtation 1.58% 1.73% [ 5.3. Aminoacyl-tRNA synthetases 0.18% 0.25%
B 6.1. Post-translational modificationfiargeting  1.23% 0.74% [l 6.2 Proteolylic degradation 5.28% 4.44%
O 7. Transport facilitators 1.94% 222% [J & Cellar transpor 1.23% 1.48%
B 9. Control of cellular organization 1.76% 247% [ 10. Signal ransduction 0.88% 0.49%
[ 11.1. Stress response 1.568% 0.74% [ 11.2. Detoxification 1.41% 0.49%
B 12 Cell wall degradation 0.70% 099% O 13 Other 1.58% 1.73%
O 14. Unclassified 332T%  IB3%

Fig. 4. Expressed sequence tag (EST) analysis of the saprotrophic libraries E-Sap-CP, E-Sap-Glu, and E-Sap(C-G). A, Growth rate differences of the sapro-
trophic mycelium in cacao-pod extract (upper plate) or glucose (lower plate) minimal media. B, Distribution of clusters among the three cDNA libraries.
Numbers in parentheses represent the number of singlets resulting from each library; numbers in shaded areas indicate contigs composed of ESTs from mul-
tiple libraries. C, Functional classification of ESTs that showed significant sequence similarity to proteins in the public databases (E value < 1E-05) and dis-
tributed by cDNA library. This classification was based on the FunCat system. The total number of reads classified per library were 568 for CP02 saprotro-
phic mycelium grown in cacao-pod extract (E-Sap-CP) and 405 for CP02 saprotrophic mycelium grown in glucose (E-Sap-Glu).
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EST analysis does not provide relative expression data for
the transcripts sequenced. Therefore, transcripts of interest for
the disease process were selected based on their putative anno-
tation and their expression patterns in the different cDNA sam-
ples were established by real-time RT-PCR for comparison
purposes (Fig. 7).

Based on their presence in the different cDNA libraries, we
expected increased expression in the biotrophic-like mycelium
of the GABA transporter (GABA T), copper transporter
(CUT), stomatin (STOM), tRNA ligase (TRNAL), prohibitin
(PROH), ceratoplatanin (CERAT), pathogenicity protein 1
(PP1), glyoxal oxidase (GOX1), and a transcript with no hits
in the public database that clustered 515 reads of the E-Bio-
CM library (NHBIO). From these, most were validated, with
the exception of PP1, TRNAL, and NHBIO.

On the other hand, selected genes expected to be more ex-
pressed in the saprotrophic mycelium were a transcript with no
hits in the public database that clustered 248 reads of the E-
Sap-Glu and E-Sap-CP libraries (NHSAP), a cytochrome C
oxidase (COX), manganese sodium dismutase, NAD*-depend-
ent FDH, glycerol aquaporin (GLYP), and the KP4 and thau-
matin (THAU) antifungal toxins. Most were confirmed, except . 6.2.

THAU, which showed equivalent expression in both condi- BP10 biotrophic-like mycelium in cacao extract
tions (Fig. 7). y

DISCUSSION E-Bio-CM
In the present study, we employed complementary method- O 1.1. Amino acid metabolism 0.73%
ologies to identify genes and analyze gene expression of M. B 1.2 Nucleotide metabolism 0.97%
perniciosa at different physiological stages and in response to i
extracts of its host, T. cacao, the plant species with which the @ 1.3. Carbohydrate metabolism 3.41%
fungus interacts to cause WBD. O 1.4. Lipid, fatty acid, and isoprenoid metabolism 3 gssy
Differential gene expression between the biotrophic-like and
saprotrophic stages of M. perniciosa was first identified by B 1.5. Other metabolism 2.19%
DNA microarray employing 2,304 putative genes obtained @ 2.1. Tricarboxylic-acid pathway 0.49%,
from the analysis of the draft genome, from which 1,131 gave
consistent hybridization signals and resulted in 189 differen- Il 2.2. Elsctron transport 511%
tially expressed genes between the two mycelial types (A-Bio- [0 2.3. Other metabolism of energy reserves 0.24%
CM/A-Sap-CM). In addition to the DNA microarray analysis,
EST analysis was performed in order to acquire new data from W 3.1. Cell growth B.52%
the different physiological stages, to evaluate the saprotrophic B 3.2 Cell division 0.73%
mycelial response to host extracts, and to identify new genes ;
that could be included in future DNA microarray analyses. In [ 9. Gell desthand aging 0.24%
all, 1,534 unigenes were obtained from this experiment. [0 34. DNAsynthesis and processing 1.70%
BLASTnN alignments between the EST and the DNA fragments o 3
used in the microarray revealed that only 137 of the total num- B 4 Transcription and RNA synthesis 1.70%
ber of unigenes sequenced (9%) were represented in the mi- B 5.1 Ribosome biogenesis 12.90%
croarrays analysis (from 1,131 spots with consistent hybridiza- )
tion signals). Given that the DNA fragments used in the micro- B 52 Translation 0.97%
arrays were selected based on their sequence similarity to B 5.3 Aminoacyl-tRNA synthetases 1.46%
known genes, this result could reflect the percentage of EST : g :
with no homology to sequences in the public databases (768 M 6.1 Postiransiational modification/targeting 0.97%
clusters, 50%). In total, we estimate that the DNA microarray B 6.2 Proteclytic degradation 7.79%
and EST analyses presented here were based on 2,528 uni- 2
genes, which represent approximately 21% of the estimated B 7. Transpor iackiators 341%
12,000 total genes for this phytopathogen. O 8. Cellular transport 2 19%
Given the fact that the EST analyses between the biotrophic- A
like and saprotrophic stages were performed with different iso- L 9. Control of cellular organization 2.92%
lates and growth conditions, we selected 16 transcripts of [0 10. Signal transduction 2.97%
interest based on their putative function or high redundancy in
[0 11.1. Stress response 0.49%
. B 11.2. Detoxification 1.70%
Bl 12 Cell wall degradation 1.46%
Fig. 5. Expressed sequence tag analysis of the biotrophic-like mycelium
library (E-Bio-CM). Functional classification of 411 clusters that showed O 13, Other 1.22%
significant sequence similarity to proteins in the public databases (E value .
<%E-05). Th(?classiﬁcation vg]as bzsed on the me)Cat system. ( = 14. Unclassified 20.93%
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the different libraries. Their differential gene expression be-
tween the biotrophic-like and the saprotrophic mycelia of iso-
late BP10 grown in glycerol and cacao-meristem extract was
then established by real-time RT-PCR (Fig. 7). This assay con-
firmed the expected expression of 12 of the 16 transcripts, thus

suggesting that, although we used different isolates and growth
conditions for the construction of the cDNA libraries, most of
the differences detected between the two mycelial types were
stage specific and may be further discussed. Furthermore, this
analysis provided information for two transcripts of high re-

Table 1. FunCat main functional categories represented in the subtractive cDNA library®

FunCat main category” No. of clusters No. of reads Reads (%)
1. Metabolism

1.1. Amino acid metabolism 4 4 0.5

1.2. Nucleotide metabolism 1 1 0.1

1.3. Carbohydrate metabolism 11 51 5.8

1.4. Lipid, fatty acid, and isoprenoid metabolism 7 0.8

1.5. Other metabolism 5 8 0.9
2. Energy

2.1. Tricarboxylic-acid pathway 3 11 1.3

2.2. Electron transport and membrane-associated energy conservation 26 305 34.7

2.3. Other metabolism of energy reserves 0 0.0
3. Cell cycle and DNA synthesis

3.1. Cell growth 1 1 0.1

3.2. Cell division 0 0 0.0

3.3. Cell death and aging 2 7 0.8

3.4.DNA synthesis and processing 0 0 0.0
4. Transcription and RNA Synthesis 1 7 0.8
5. Protein synthesis

5.1. Ribosome biogenesis 19 189 21.5

5.2. Translation 1 1 0.1

5.3. Aminoacyl-tRNA synthetases 0 0 0.0
6. Protein fate

6.1. Post-translational modification 4 10 1.1

6.2. Proteolytic degradation 9 32 3.6
7. Transport facilitators 2 2 0.2
8. Cellular transport 2 6 0.7
9. Control of cellular organization 4 6 0.7
10. Signal transduction 3 7 0.8
11. Cell defense

11.1. Stress response 3 4 0.5

11.2. Detoxification 5 51 5.8
12. Cell wall degradation 1 1 0.1
13. Other 1 1 0.1
14. Unclassified 61 166 18.9

# Driver: CP02 saprotrophic mycelium grown in cacao-pod extract; Tester: CP02 saprotrophic mycelium grown in glucose.

® Ruepp et al. (2004).
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Fig. 6. Real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) validation of microarray results. Asterisks indicate conflicting results between
DNA microarray and real-time RT-PCR. Fold-change values >100 are indicated over the corresponding columns.
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dundancy that showed no sequence similarity to the public
databases or to the M. perniciosa genome (designated as
NHSAP and NHBIO) and both were confirmed as true genes
of unknown function (Fig. 7). However, the expression level
detected by real-time PCR for NHBIO did not agree with the
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large number of reads it clustered from the E-Bio-CM library
(515 representing approximately 25% of the total reads for this
library), suggesting that these reads were probably preferen-
tially cloned by some artifact of the cDNA library construction

Fig. 7. Real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction results for 16 genes selected from the expressed sequence tag analysis, comparing their dif-
ferential gene expression in two test samples: E-Bio-CM and A-Sap-CM normalized by A-Sap-Gly. Fold-change values >200 are indicated over the corre-

sponding columns.

Table 2. Primers and melting points (MP) for quantitative SYBRGreen real-time polymerase chain reaction®

Putative gene Code 5' Primer 3’ Primer MP (°C)
Lipase LIP GTCATTCTCTCGGTGGCG GATTGACGATACGGAAAAGG 83.9
Alcohol oxidase ALOX CAGCCGTGTCTACGAAGGTA CAGGATCTGTGGAGTACCGA 84.5
Laccase LACCA CAATCAACCTGTTGGAAACT GGTCAGTCAGAGAGAACACC 82.5
Dipeptidyl peptidase DPP GACAGCAGAGGCACAGGATA  CACTCCAGCATCTGCCTCA 81.5
MEFS transporter MFS GTCTGGTTCCTTCCTGAGG CAGCGTTTATCGGAGGCGT 82.2
Pathogenicity-related protein 1 PR-1 GTCTGGAAATCCTCAAAGG TTGACCGACAATGTTTCCA 81.5
Ras-like protein RAS CAACAAGTGCGACTTGGAGT CAAGAGTGCTGAAAGCTTCG 82.5
Signal receiver domain kinase SRDK GAATCCAGTGGTTCAGAATCT TGGAATTAGAGTGTGAATGGG 81.9
Arom polypeptide AROM ATCACCGATACAAACATCGC CGCCACTCTTTGACATCTCT 80.2
Tyrosinase TYR GTTCATAACGCCGTCGGA ACCTTTGCCCAGATACGG 82.2
Reverse-transcriptase integrase INT TCCAGAAAGCAGACCGCCA GTCGACATGGAAAGGTGTTG 82.2
HMPP kinase HMPP CTGTTCTTATAAAAGGTGGTC  TCTCCCAACGTCGAGAATC 79.2
Cytochrome C oxidase CYTcP CGCTGCTGGAACATACGATA AGTCGCCGTAGCTTATCCAG 79.7
RICIN-lectine repeat RICIN TTTCCAGCGTATGAGTCGAT AGAGACCCGAGTTGTTCCAG 79.8
Chitin synthase V CHISV TATCGGTCGAATGAAACGAA CATGCTGAGTCGGACAAATC 77.8
Phosphomevalonate kinase PMEVK TAAGACAGGGCTGGGATCTT GCAATGGACATACTGAGAAAG 80.8
UDP-glucose epimerase UGEP AACGTCTCCGCTACCATCTC CGGACTATCCGCTTGTAACC 79.5
Mediator complex subunit SP1 ACAGGGTCATATCGTCGGTT CGATGCCGTGACATCTCTAT 80.5
Monooxigenase MONOX CCAAACATGGCTCGGATA AATTCCTCGTTCGTTGAACC 79.8
GABA transporter GABAT CCGCTGGAGGCCTCTATTAT AATATACGCGGCCGTATTGA 79
Glyoxal oxidase 1 GOX1 CGCCCTACTCCCTCTGGTAT TATTGGCCGAGCCAGAGTAT 81
Pathogenesis protein 1 PP1 CATGGTTCGCCTATTCCTTG AGGTACCACGTCAGCGTCTT 84
Copper transporter CUT AGCGAGCTCAAATTGCGTAT GACGTGCGCATCAATATCAT 79
Asp tRNA ligase TRNAL CTCACATGGAAGCCGAAGTT GGGTTGTCGAGGAGAATGTC 79.6
Prohibitin PROH TTAACATCACCTGCCGTGTC GGAAGGTAGGACCCTCTCGT 81.3
Stomatin STOM TTCAGGTGCAACCATTGAAG TTGGAGAAGGGAACCGTAGA 79.9
Thaumatin-like THAU CTGGCCAGCTCTATTTACGG AGAACGTTACCGTGGACCAT 82
KP4 toxin KP4 TACAAGGACGACCAACAACG CGGGCAAAGTTGGGATACTA 79.6
NAD*-dependent formate dehydrogenase FDH GCTCGTTATGCTGCTGGTG TCGTATTTACCGAGGCCAAC 78.3
Mn superoxide dismutase MnSOD TATGTCAACGCTCTCAACGC ATGACCACCACCGTTGAACT 83.7
Cytochrome C oxidase Ccox GTCAATGACCGCCAGTAGGT GCATGGTGAGCATAAGTGATAAA 73.6
Ceratoplatanin CERAT GTTTCAACTCACCGGCTTGT ATTTCCAGCGTGGTCGATAG 79
Glycerol permease GLYP AATACCGGAGTCGTGATCCA GAGATACCAGCGGAAATCCA 80
Unknown biotrophic NHBIO TGCATAAGGATGCATTTCCTC  CTAAGCTGAGCGTCTCTCTGG 80.4
Unknown saprotrophic NHSAP TGTATCAAACATCGAATCGCA  GCCCTATTATTGGGAACCTTCT 71.3
Glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase* GPDH* GGATCTGTCGGTGCTCACTA AACGTACATGGGTGCATCAG 81.2
B-Actin* ACT1* CCCTTCTATCGTCGGTCGT AGGATACCACGCTTGGATTG 81.6
60S rRNA* 60S* CAACTCTCTTTGAAGCGTTGC CGAGGAACATGACGCAATTA 79.6

* All primer sequences are in the 5'-3’ direction. MP of the amplicon is expressed in degrees Celsius. Asterisk (*) indicates transcripts used for nor-

malization.
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Based on the functional annotation of differentially expressed
genes identified from these analyses, we observed consistent
differences between the biotrophic-like and the saprotrophic
mycelia, or in response to host extracts, among functional
groups of genes related to the following processes: carbon nu-
trition, nitrogen nutrition, putative phytopathogenicity-related
genes, mitochondrial metabolism, transposable elements, and
antifungal toxins.

Differences in carbon nutrition observed
between the two mycelial types.

The functional categorization of the differentially expressed
genes revealed a high metabolic activity of the biotrophic myce-
lium, represented by a higher percentage of transcripts puta-
tively involved in protein and lipid biosynthesis and degradation
coupled to a lower percentage of transcripts putatively involved
in cell growth. These results suggest that the biotrophic-like
mycelium has an intense metabolic rate that is not used for
growth but is probably used for its survival during the molecu-
lar cross-talk that occurs during the initial stages of the host—
pathogen interaction (Ferreira et al. 2006, 2007).

During the biotrophic stage of the disease cycle in the plant,
the fungus occupies the apoplastic space without forming haus-
toria. The apoplast is poor in soluble nutrients and the biotrophic
M. perniciosa probably degrades pectin, cellulose, and proteins
found in the middle lamella. Although we did not obtain our
data from the fungus growing inside the plant (true biotrophic),
the genes identified in the in vitro-grown biotrophic-like my-
celium were analyzed with the concept that efficient pathogen
nutrition is a prerequisite for successful fungal colonization of
the host plant (Divon and Fluhr 2007). Consistent with this hy-
pothesis, microarray hybridization and EST analyses revealed
the activation of genes involved in plant cell wall degradation
in the biotrophic-like mycelium, such as cutinases, cellulases,
endoglucanases, glucuronyl hydrolases, -glucosidases, laccases
(LACCA, Table 2), proteases (DPP, Table 2), and lipases (LIP,
Table 2) (Figs. 2B and 6), which may aid in plant penetration
and are considered virulence factors in several fungal species
(Bidochka et al. 1999; Deising et al. 1995; Gotesson et al. 2002;
Phalip et al. 2005).

Furthermore, degradation of these compounds may also pro-
vide carbon sources for this fungal life stage. For instance, sev-
eral genes putatively involved in pectin degradation were found
upregulated in the biotrophic-like mycelium, such as a gene cod-
ing for oxaloacetate acetylhydrolase (oah), found in the E-Bio-
CM library, which catalyzes the synthesis of oxalate from
oxaloacetate (Lenz et al. 1976). Indeed, the presence of calcium
oxalate crystals was detected in in vitro cultures of M. pernici-
osa, being produced by the saprotrophic hyphae (Do Rio et al.
2008). Oxalate is secreted by some phytopathogenic fungi and
complexes the calcium ions that bind pectin polymers, thus
allowing access to pectin by pectin methylesterase; this enzyme
then catalyzes the formation of pectate with the liberation of
methanol (Dongowski and Bock 1981; Mabrouk et al. 1979).

Interestingly, the biotrophic-like mycelium also overex-
presses an alcohol oxidase (Figs. 2B and 6). Alcohol oxidase is
a peroxisomal enzyme (VanderKlei et al. 1991) that could be
used in the oxidation of methanol derived from pectin degrada-
tion (Nakagawa et al. 2000, 2005). This theory would be partly
supported by the fact that the saprotrophic stage of M. pernici-
osa is able to grow on methanol or citric pectin as the sole car-
bon sources in minimal media plates (data not shown). As
stated before, another possible carbon source for the biotrophic
stage of this fungus is glycerol (Meinhardt et al. 2006). In
agreement with this observation, a putative channel-like pro-
tein that mediates passive diffusion of glycerol in the presence
of ethanol, similar to Fpslp of Saccharomyces cerevisiae
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(Luyten et al. 1994, 1995), was found upregulated in the A-
Bio-CM sample (Fig. 2B).

On the other hand, the genes related to carbon metabolism
that were found to be repressed in the biotrophic-like myce-
lium and induced in the saprotrophic mycelium included some
hexose transporters, enzymes of the Krebs cycle, the malate
shunt, and enzymes of the pentose-phosphate shunt (Fig. 2C).
Key enzymes of glycolysis were found to be repressed in both
phases of the mycelia grown in cacao-meristem extract and
glycerol but more strongly repressed in the biotrophic-like my-
celium (Fig. 2A, group 5). The repression in the biotrophic-
like mycelium of genes involved in glucose utilization and the
upregulation of genes putatively involved in the metabolism of
alternative carbon sources, such as pectin and lipids, could
characterize a condition of carbon-catabolite repression (CCR)
(Divon and Fluhr 2007), similar to the diauxic shift of S. cere-
visiae, in which major changes in gene expression are observed
depending on whether the fungus is growing on high concen-
trations of glucose (fermentative metabolism of glucose to
ethanol) or after the glucose supply has been exhausted (aero-
bic respiration of ethanol) (Derisi et al. 1997). In the case of
M. perniciosa, we have observed a rapid switch from the bio-
trophic-like to the saprotrophic phase when the biotrophic-like
mycelium is grown in sugar-supplied culture media
(Meinhardt et al. 2006). Thus, the apparent CCR detected in
the biotrophic-like mycelia could be repressing a sugar-medi-
ated signaling pathway that may ultimately lead to the phase
switch; and, thus, this mechanism would be related to patho-
genicity (Divon and Fluhr 2007).

Differences in nitrogen nutrition observed
between the two mycelial types.

Although the culture media used to maintain the biotrophic-
like phase of M. perniciosa contained 0.5% yeast extract, we
observed some clues suggesting that this mycelium has
adapted to live in a cellular environment characterized by low
nitrogen availability. i) A putative pentafunctional enzyme
AROM from aromatic compounds production pathway (shiki-
mate pathway) was induced in the biotrophic-like stage and
repressed in the saprotrophic mycelium (Fig. 2B). AROM ex-
pression could supply aromatic amino acids (Trp, Tyr, and
Phe) to starving biotrophic hyphae (Herrmann 1995a,b). ii) A
higher number of amino acid permeases was detected in the E-
Bio-CM library than in E-Sap-CP. Increased expression of
amino acid transporters has been linked to the pathogenicity of
the biotrophic fungus Uromyces fabae due to its upregulation
in haustoria (Hahn and Mendgen 1997; Hahn et al. 1997,
Struck et al. 2002). iii) Enzymes of the GABA shunt were also
detected in the E-Bio-CM library and absent from the sapro-
trophic stage libraries. Furthermore, a putative GABA trans-
porter of M. perniciosa was confirmed to be induced in the
biotrophic-like mycelium by real-time RT-PCR (Fig. 7).
GABA is a nonprotein amino acid considered an important
source of nitrogen and carbon for the fungal pathogen Clado-
sporium fulvum during its biotrophic interaction with tomato
(Solomon and Oliver 2002).

Taken together, these data suggest that the biotrophic-like
mycelium is signaling nitrogen-catabolite repression (NCR)
that implies the regulation of permeases and catabolic enzymes
needed for the utilization of secondary nitrogen sources, such
as GABA, when preferential nitrogen sources (ammonia and
glutamine) are absent (Divon and Fluhr 2007; Marzluf 1997).

Presence of putative pathogenicity genes
in the biotrophic-like mycelium.

The EST and DNA microarray analysis identified the pres-
ence or upregulation, respectively, of several transcripts with
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sequence similarity to pathogenicity or virulence genes of
other phytopathogens in the biotrophic-like phase: i) a putative
glucuronyl hydrolase, involved in the complete degradation of
glucoaminoglycans of the plant cell wall (Eastwood et al.
2001); ii) a putative glyoxal oxidase 1 (GOX), involved in the
oxidation of short-chain aldehydes (<C4) and proven to be
essential for the filamentous growth and pathogenicity of Usti-
lago maydis (Leuthner et al. 2005); iii) a putative class V chi-
tin synthase (CHISV) (Fig. 2B) that, when deleted in U. may-
dis, impaired early fungal plant infection (Weber et al. 2006);
iv) a gene similar to Marasmius edodes agglutinin (RICIN)
(Fig. 2B), which is a lectin containing a ricin B chain (QXW);
(Grahn et al. 2007) that could bind to the plant’s carbohydrate
moieties, thus aiding the Moniliophthora perniciosa parasitic
mycelium to colonize the apoplast; and v) a putative CERAT,
which is a small phytotoxic protein secreted by the ascomycete
Ceratocystis fimbriata f. sp. platani, the causal agent of canker
stain disease (Pazzagli et al. 1999).

Further evidence for the induction of these putative patho-
genicity genes in the biotrophic-like mycelium comes from the
real-time RT-PCR analysis of the GOX (Fig. 7), CERAT (Fig.
7), class V chitin synthase (CHISV in Fig. 6), and the aggluti-
nin homolog (RICIN in Fig. 6).

The induction of these putative pathogenicity genes could be
related to the apparent NCR in the biotrophic-like mycelium of
M. perniciosa, which would be consistent with a series of re-
ports correlating nitrogen starvation to the expression of patho-
genicity factors in several fungal species studied by global gene
expression, single gene expression, or knockout mutant analyses
(Coleman et al. 1997; Csank and Haynes 2000; Donofrio et al.
2006; Lau and Hamer 1996; Marzluf 1997, Pieterse et al. 1994,
Solomon and Oliver 2001; Solomon et al. 2005; Soundararajan
et al. 2004).

Moreover, the signaling pathways involved in nitrogen star-
vation have been shown to regulate the disease cycle in some
fungal species, specially in the hemibiotrophic fungi Colleto-
trichum lindemuthianum, in which the switch from biotrophy
to necrotrophy is controlled by the AREA-like regulator Cinrl
(Divon and Fluhr 2007; Dufresne et al. 2000). Therefore, the
apparent NCR observed in the biotrophic-like mycelium could
also be important in controlling the M. perniciosa life cycle. In
addition, AROM expression could also contribute to fungal
pathogenicity. For instance, Trp and Phe are precursors of the
plant growth-promoting hormones indole 3-acetic acid (IAA)
and salicylic acid (SA), respectively, and both of these com-
pounds could be important for WBD progression (Kilaru et al.
2007). Tyr could also be important because it is a precursor of
the free-radical scavenger and pathogenicity-related compound
melanin (Jacobson 2000).

In view of these results, we propose that, during the biotro-
phic phase, the fungus causes the disease symptoms, probably
by expressing pathogenicity genes controlled by a condition of
nutrient starvation. After a variable period, the affected plant
tissues turn necrotic and the cells break open, thus releasing
soluble nutrients into the apoplastic space. Taken together, the
apparent CCR and NCR suggest that availability of appropri-
ate nitrogen and carbon nutrient sources in the apoplastic
space of the cacao plant could determine the length of the
biotrophic, symptom-causing stage of the fungus. If so, ma-
nipulation of nitrogen and fermentable sugar availability inside
the apoplast could possibly be used in the field to induce an
early switch to saprotrophic M. perniciosa, and thus modify
the disease interaction.

Mitochondrial metabolism and growth rate.

We looked for clues to understand why the biotrophic myce-
lium showed such poor growth when compared with the sapro-
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trophic mycelia. We found that a gene with sequence similarity
to ngrl of S. cerevisiae was induced in the biotrophic-like my-
celium by DNA microarray analysis (Fig. 2B). The protein
encoded by this gene is known to negatively regulate growth of
yeast by binding to the 3’ untranslated region of the mitochon-
drial porin mRNA and thus accelerates mitochondrial degrada-
tion (Akada et al. 1997; Gardner et al. 2005). Because mito-
chondrial impairment would result in less production of ATP,
the presence of this transcript could help explain the slow
growth shown by the biotrophic mycelium.

Furthermore, the EST analysis revealed the presence of more
transcripts putatively involved in NADH regeneration (indicated
by the presence of the NAD*-dependent FDH and the enzymes
of the malate shunt in the subtracted library) and higher synthe-
sis of cytochromes (substantiated by the presence of the 5-ami-
nolevulinate synthase and several cytochrome genes) in the
saprotrophic mycelium induced with host extracts (E-Sap-CP
and E-Sub[C-G]). Real-time RT-PCR analysis confirmed the
induction of the putative NAD*-dependent FDH and COX in the
saprotrophic mycelium in the presence of cacao extract (Fig. 7).

These results indicate a possible induction of the cytochrome-
mediated electron transport chain in the saprotrophic myce-
lium when grown in the presence of cacao-pod extract, which
coincides with the presence of ribosomal proteins encoded by
the mitochondrial genome. Because greater amounts of ATP
may be produced in the saprotrophic mycelium grown in
cacao-pod extract by means of mitochondrial oxidative phos-
phorylation, the resulting higher energy availability would be
reflected in the higher growth rate of the mycelium observed
in the cacao-extract media and confirmed by the analysis of
the non-normalized libraries.

Moreover, the identification of these processes in the cDNA
libraries suggests a possible link with the saprotrophic devel-
opment of the fungus in the plant. For instance, electron leak-
age from the cytochrome-mediated electron transport chain
could supply ROS (Liu et al. 2002) needed for the enzymatic
degradation of the plant cell wall (Fernandes et al. 2005;
Kapich et al. 1999). The induction in the saprotrophic myce-
lium of genes that encode for the mitochondrial antioxidant
enzymes manganese superoxide dismutase and cytochrome C
peroxidase (CYTcP) (Giles et al. 2005) (Fig. 7), suggests that
M. perniciosa is able to cope with ROS derived from the cyto-
chrome-mediated respiratory pathway in this developmental
stage. In addition, we observed the induction of a tyrosinase
(Fig. 6, TYR), which is an enzyme that catalyzes the produc-
tion of anti-oxidative melanin (Halaouli et al. 2006), and could
also participate in this mechanism.

Differential expression of transposable elements.

Genes involved in transposition and retrotransposition were
also induced in the biotrophic-like mycelium, but other inte-
grases were found upregulated in the saprotrophic mycelium.
These results suggest that the activation of different types of
transposable elements may be regulated during the fungus’s
life cycle. This observation is interesting, given that we have
proposed previously that one of the mechanisms used by this
homothallic fungus to generate its chromosome-length poly-
morphisms is through the activation of transposable elements,
and this high genetic variability could be correlated to the
adaptive success this species has shown in overcoming cacao
resistance in several South American cacao-producing regions
(Bartley 1986; Rincones et al. 2003, 2006).

Identification of transcripts
with putative antifungal properties.

Further analysis of the annotated sequences revealed two
putative transcripts with antifungal properties: a thaumatin-like
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protein (Frendo et al. 1992) and a KP4 toxin (Gage et al.
2002). The thaumatin-like protein was annotated only for the
E-Sap-CP library, but real-time RT-PCR analysis of this tran-
script indicates that it is induced in both the biotrophic-like
and saprotrophic mycelia grown in cacao-meristem extract and
glycerol (Fig. 7).

On the other hand, the KP4 toxin appeared only in both
saprotrophic libraries, and the real-time analysis confirmed
that it is more induced in this stage than in the biotrophic-like
mycelium (Fig. 7). The annotation of a putative KP4 toxin in
the cDNA libraries of the saprotrophic mycelium of M. perni-
ciosa is of interest for the biology of this fungus. Killer pro-
teins are produced by fungal viruses that do not exist outside
their host or cause a lytic infection. These virally encoded tox-
ins allow their host to kill competing fungal strains, even from
the same species (Palfree and Bussey 1979; Schmitt and Breinig
2002, 2006; Weiler et al. 2002). Therefore, expression of these
toxins during the saprotrophic stage of the fungus could aid in
preventing the colonization of the infected tissue by competing
saprotrophic fungi and, if expressed during the biotrophic phase,
could also help maintain homozygocity in this homothallic
fungal pathogen by preventing the colonization of multiple
strains of M. perniciosa.

Concluding remarks.

In conclusion, our DNA microarrays and EST analyses suc-
cessfully identified numerous genes and metabolic pathways
that show differential gene expression between the biotrophic-
like and saprotrophic mycelia of M. perniciosa. This is the first
global transcriptome analysis between the two life stages of a
hemibiotrophic plant pathogen and has aided in improving our
understanding of the molecular mechanisms that appear to be
involved in its parasitic development and colonization of cacao
tissues. However, in light of the fact that the experimental sys-
tem used here did not include plant—pathogen interactions, the
genes and metabolic pathways identified here as upregulated
in the biotrophic-like mycelium must be further confirmed
with regard to their involvement in the pathogenicity process
using techniques to study gene expression in planta and for the
study of gene function, such as the development of knockout
mutants and phenotype analysis. Our current efforts are directed
at establishing these systems in order to further unravel the
molecular mechanisms underlying WBD.

MATERIALS AND METHODS

Fungal strain and growth conditions.

Two fungal isolates of M. perniciosa were used: BP10 and
CP02. These isolates are monosporic cultures obtained from
two different basidiomes found on infected cacao tissue in the
cacao-growing region of the Bahia State, Brazil. Isolate CP02
is the same used for the Witches’ Broom Genome Project and
belongs to karyotype group 1, one of the two genotypes found
in the cocoa-producing region of Bahia (Rincones et al. 2006).
Isolate BP10 belongs to karyotype group 2, the other genotype
found in this region, and was characterized by faster growth
and greater ease of basidiome production under laboratory
conditions. Cultures of these isolates were maintained on
plates of malt yeast extract agar (BD Biosciences-Difco, Detroit)
at 27°C and can be obtained from our laboratory.

Isolate CP0O2 was used to construct the subtracted cDNA
library (E-Sap[C-G]; enriched with transcripts upregulated in
the saprotrophic mycelia grown in cacao extract) and two of
the three non-normalized cDNA libraries, E-Sap-Glu and E-
Sap-CP. In order to obtain RNA from the saprotrophic phase of
isolate CP02, 10 culture bottles containing glucose-defined
media (0.6% potassium nitrate, 0.05% potassium chloride,
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0.05% magnesium sulfate, 0.15% monobasic potassium phos-
phate, traces of iron sulfate and zinc sulfate, and 1% Dextrose,
pH 6.8) were inoculated with 20 to 30 small agar blocks (1
mm?) containing saprotrophic hyphae of this isolate. The cul-
tures were incubated at 27°C and agitated at 200 rpm for 7
days. After this period, the media was removed and new media
was added. In half of the cultures we added new glucose mini-
mal media, and in the other half we added cacao-pod extract
media (the same as the media above, but instead of dextrose it
contained 1% lyophilized finely ground cacao-pod tissues);
this cacao powder was kept inside a dialysis membrane (size
cutoff at 12 kDa), so that only exudates from the cacao tissue
permeated into the media. In order to obtain most of the short-
duration transcripts (Newman et al. 1994), the cultures were
grown in the new media for five different growth periods: 24 h,
48 h, 72 h, 6 days, and 8 days.

Isolate BP10 was used to construct the cDNA library corre-
sponding to biotrophic-like mycelium induced by cacao meris-
tem extracts and was also used for the three conditions assayed
in the microarray analyses: i) A-Bio-CM, ii) A-Sap-CM, and
iii) A-Sap-Gly.

Biotrophic-like cultures of isolate BP10 of M .perniciosa
were obtained in vitro as described by Meinhardt and associates
(2006). Briefly, spores from strain BP10 were plated on solid
media (3% agar, 2% glycerol, caffeine at 5 mg liter”!, and in-
dole-3-acetic acid [Auxin] at 10 mg liter") and incubated in the
dark at 28°C until small white colonies appeared. Small agar
blocks containing the colonies were transferred to liquid media
(0.5% yeast extract, 5% glycerol, 0.25% K,HPO,, and 0.1%
MPR trace elements solution [Mandels et al. 1962]) and incu-
bated at 27°C in the dark with 120 rpm agitation. Colonies were
allowed to grow for 14 days and, afterward, the mycelia were
induced by the addition of 1% extract of young cacao meristems
(3 g of frozen cacao meristems homogenized in 50 ml of the
same liquid media and filter sterilized). Colonies were allowed
to grow for an additional 14 days prior to RNA extraction. This
biotrophic-like mycelium exhibited very slow growth; thus, a
long growth period (total of 28 days) was necessary in order to
obtain appropriate amounts of mycelia for RNA extraction.
However, the absence of clamp connections was verified daily.
This slow growth also hampered RNA extraction at different
time intervals for this type of mycelium. The saprotrophic cul-
tures of this same isolate induced with cacao meristem extract
(A-Sap-CM) were obtained exactly as described for the biotro-
phic-like cultures, but the saprotrophic mycelium was used
instead of germinated spores. The A-Sap-Gly cultures (saprotro-
phic mycelium grown in glycerol) were also obtained in the
same way, but omitting the addition of cacao meristem extracts.

RNA isolation.

Cultures of each type were processed for RNA extraction
using the RNeasy plant mini kit according to the manufac-
turer’s protocol (Qiagen, Valencia, CA, U.S.A.). Qualitative
and quantitative analyses of the RNA samples were performed
through denaturing formaldehyde/agarose gel electrophoresis
and optical density, as described previously (Sambrook and
Russell 2001). In the case of the saprotrophic mycelia of iso-
late CPO2 used for the construction of cDNA libraries, equiva-
lent amounts of total RNA obtained after each growth period
(24 h, 48 h, 72 h, 6 days, and 8 days) were mixed. In total, five
RNA populations were obtained: i) E-Sap-Glu, ii) E-Sap-CP,
iii) E-Bio-CM for EST and A-Bio-CM for microarray analy-
ses, iv) A-Sap-CM, and v) A-Sap-Gly.

DNA microarrays assemblage.

The database of the Witches” Broom Genome Project was
mined using the software Gene Projects (software registered
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under protocol INPI 005-09/01/2004). Clones were designated
according to the nomenclature system of the M. perniciosa
Genome project, in which the strain, library name, library
number, and plate number are considered. Description of shot-
gun reads nomenclature is shown in Supplementary Data D. In
all, 2,304 clones were selected, showing significant sequence
similarity (BLASTX, e value < 1E-05) to genes that code for
known proteins of other fungal species. A fragment of a gene
showing significant sequence similarity to a polyubiquitin of
several fungal species was selected as a positive control. PCR-
amplified inserts of the selected clones were purified, adjusted
to a concentration of 300 ng pl™!, and spotted in triplicates
onto aminosilane-treated glass slides (GAPS II; Corning Life
Science, Lowell, MA, U.S.A.) using the Flexys Robot Arrayer
(Perkin-Elmer Life Sciences, Waltham, MA, U.S.A.).

Amplification and labeling
of the RNA and microarray hybridization.

The mRNA of the three conditions (A-Sap-Gly, A-Sap-CM,
and A-Bio-CM) was amplified from total RNA using the
cRNA technique described by Gomes and associates (2003).
The amplified cRNA from each population was labeled with
cyanine-3 CTP and cyanine-5 CTP (Perkin-Elmer Life Sci-
ences), according to standard procedures. The marked cRNA
was purified with AutoSeq G-50 columns (Amersham Biosci-
ences, Piscataway, NJ, VA, U.S.A.) following the manufac-
turer’s protocol and quantified through spectrophotometry. La-
beled samples were hybridized and washed according to stan-
dard procedures. Hybridizations included the following, with
corresponding dye swaps for each comparison and one techni-
cal replicate: i) A-Bio-CM(Cy3) versus A-Sap-Gly(Cy)5), ii) A-
Bio-CM(Cy5) versus A-Sap-Gly(Cy3), iii) A-Sap-CM(Cy3)
versus A-Sap-Gly(Cy5), and iv) A-Sap-CM(Cy5) versus A-
Sap-Gly(Cy3). In each case, 4 pg of labeled sample was used
per hybridization. The chips were hybridized with their labeled
targets in the HybStation (Perkin-Elmer Life Sciences) for 1 h
at 55°C, 1 h at 50°C, and 19 h at 42°C. Washes were per-
formed at 37°C with mild agitation as follows: 15 min in wash
no. I (2x SSC [1x SSC is 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium
citrate]), one time; 15 min in wash no. 2 (0.1x SSC and 0.1%
sodium dodecyl sulfate), two times; and 15 min in wash no. 3
(0.1x SSC), two times. Slides were immediately dried by cen-
trifugation at 1,000 rpm for 2 min and scanned with a confocal
laser scanner (ScanArray Express; Perkin-Elmer Life Sciences).
Preliminary data analysis was performed using the ScanArray
Express software package (Perkin-Elmer Life Sciences). After
dye-swap correction, nonlinear intensity-dependent dye bias
was normalized within slides using the Lowess method (Yang
et al. 2002). Normalization between technical replicates was
done using empirical Bayesian statistics described with
LIMMA (Smyth and Speed 2003). Fold changes were calculated
by comparing the treatment channel (A-Sap-CM or A-Bio-CM)
with the control channel (A-Sap-Gly). P values were generated
by performing moderated t statistic (Lonnstedt and Speed 2002)
on the comparison of normalized data points in the experimen-
tal versus the control channels. We selected genes showing
significant P value (<0.05) and with fold changes >2.0. Differ-
entially expressed genes were classified as induced (+) or
repressed (-).

A clusterization analysis of the differentially expressed
genes was performed using the fold change between samples
A-Sap-CM versus A-Sap-Gly and A-Bio-CM versus A-Sap-
Gly, with the reference value of the A-Sap-Gly sample consid-
ered O (Paux et al. 2005). Data clusterization was performed
using the tools available at the EPClust website. The hierarchi-
cal clusterization method was applied using correlation meas-
ured based distance and complete linkage. In order to visualize

34

the clusters, we used the color matrix Green-Black-Red (10
exponential). Differentially expressed genes were subjected to
BLASTx analysis and were manually annotated according to
the Gene Ontology classification.

Construction of cDNA libraries.

Because limited amounts of RNA were obtained using the
RNeasy protocol, the cDNA populations for library construction
were created using the BD SMART cDNA synthesis system
(BD Biosciences—Clontech, Palo Alto, CA, U.S.A.), which
allows the creation of cDNA from small amounts of total RNA
through the use of long-distance PCR (LD-PCR). We used 1 ng
of total RNA to generate each of the cDNA populations. The E-
Sap-Glu, E-Sap-CP, and E-Bio-CM full-length libraries were
constructed following the protocol of the BD Creator SMART
c¢DNA Library Construction kit (BD Biosciences) and direction-
ally cloned into the pPDNR-LIB plasmid, according to the manu-
facturer’s instructions. The plasmids were then transformed into
One-Shot Escherichia coli DH10B strain (Invitrogen Corpora-
tion, Carlsbad, CA, U.S.A.) by electroporation. Individual white
bacterial colonies derived from all three libraries were trans-
ferred to 96-well microtiter dishes and grown in freezing me-
dium (0.5% NaCl Luria-Bertani medium with 10% glycerol)
prior to plasmid extraction or storage at —80°C. EST clones were
designated using the nomenclature system created for the M.
perniciosa Genome Project in which the strain, library name,
library number, and plate number are considered.

In addition, a subtracted cDNA library was created, enriched
for transcripts differentially expressed in the cacao-induced
saprotrophic mycelium with regard to the glucose-grown
saprotrophic mycelium of isolate CP02. For this subtracted
library, we generated two cDNA populations: cacao-induced
(tester) and glucose (driver) using the Super SMART cDNA
synthesis kit (BD Biosciences) and used in the subsequent
steps of the suppressive subtractive hybridization procedure,
according to the instructions of the BD Clontech PCR-Select
Subtraction kit (BD Biosciences). The products of the secon-
dary PCR were inserted into the pGEM TEasy plasmid vector
(Promega Corporation, Madison, WI, U.S.A.) according to the
manufacturer’s instruction and transformed into One-shot E.
coli DH10B strain (Invitrogen Corporation) by electroporation.
This subtracted library was denominated E-Sap(C-G). The
efficiency of the subtraction process was independently con-
firmed via cDNA macroarray dot-blot differential screening
(data not shown), as suggested by the manufacturer’s protocol
and other authors (Cramer and Lawrence 2004).

EST sequencing and analysis.

Plasmid DNA was extracted according to Engebrecht and
associates (1998) and DNA sequence analysis was carried out
using the DYEnamic ET Dye Terminator kit (Amersham Bio-
sciences) in a MegaBACE 1000 capillary sequencer (Amer-
sham Biosciences). Chromatograms were submitted to the M.
perniciosa database and subjected to automatic base calling
and quality control using PHRED (Ewing et al. 1998); vector
and polylinker sequences were masked using Cross-Match. All
reads were searched for similarities against the NCBI nonre-
dundant database using the BLASTx algorithm and against the
M. perniciosa genomic database using the BLASTn algorithm
of BLAST, version 2.1 (Altschul et al. 1997). Only reads that
complied with one or more of the following criteria were fur-
ther selected for trimming and clusterization: i) more than 200
bp with >20 quality grade attributed by PHRED (Ewing et al.
1998); ii) significant similarity with proteins in the NCBI non-
redundant database (BLASTx with E value < 1E-05), and iii)
significant similarity with nucleotide sequences in the M. per-
niciosa genomic database (BLASTn with E value < 1E-10).
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The selected reads were further trimmed according to Telles
and Silva (2001) and clusterized using CAP3 (Huang and
Madan 1999). Short clusters (<100 bp) and clusterization arti-
facts were removed (Telles et al. 2001). Remaining clusters
were subjected to similarity searches against the NCBI nonre-
dundant database using the BLASTx algorithm and against the
M. perniciosa genomic database using the BLASTn algorithm
(Altschul et al. 1997). Results from the similarity searches for
each cluster were made available on-line with links to the
annotation page created for the M. perniciosa Genome Project.
Clusters were annotated manually and classified according to
the Functional Catalogue FunCat (Ruepp et al. 2004). Because
all four libraries were clusterized together, an electronic North-
ern algorithm was used to visualize the distribution per library
of the reads that form each cluster. This program is an in silico
transcription profiling algorithm that counts the number of
sequenced EST of a given gene within the whole EST popula-
tion (normalized counts). This type of approach has been used
before for other organisms (Audic and Claveric 1997; Clegg et
al. 2002; Ohlrogge and Benning 2000; Ribichich et al. 2005).

Real-time PCR.

Real-time PCR analysis was performed for 38 selected
genes (Table 2) using the standard curve method (Larionov et
al. 2005). The different genes were assayed in the three differ-
ent RNA samples used for DNA microarray analyses, and the
sample A-Sap-Gly was used as the normalizing condition. In
all, 16 of these transcripts were selected based on the EST
analysis, 19 were selected from the microarray analysis, and
the remaining 3 were tested with regard to their stability be-
tween samples in order to use them as endogenous references:
putative glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GPDH),
putative B-actin (ACT), and putative 60S rRNA (60S) (Table
2).

Total RNA (1 pg, treated with RQ1 DNAsel according to
the manufacturer’s instructions; Invitrogen Corporation) was
reverse transcribed using ImPromll (Promega Corporation)
following the manufacturer’s protocol using 4 mM MgCl; in a
total volume of 20 ul. All PCR primers (MWG Biotech, Inc.,
Huntsville, AL, U.S.A.) were designed using the GeneScript
online Real-Time Primer Design tool and sequence data from
the Witches’ Broom Genome Project (Table 2). The primer
temperature was set at 59 to 61°C and the amplicon size to 100
to 105 bp. The three sets of primers were used as possible
internal controls span exon-exon boundaries, and thus were
used to check the presence of genomic DNA in the different
samples. Quantitative PCR was performed using SYBRGreen
for the detection of fluorescence during amplification and as-
says were performed on an ABI PRISM 7500 Sequence Detec-
tion System (SDS) coupled to the ABI PRISM 7500 SDS soft-
ware (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.), using
standard settings. A 16-ul RT-PCR reaction consisted of 8 pl
of SYBRGreen Master Mix (Applied Biosciences), 300 nM
each primer, and 25 ng of single-stranded cDNA. The thermal
cycling conditions for SYBRGreen RT-PCR were 50°C for 2
min, then 94°C for 10 min, followed by 40 cycles of 94°C for
15 s and 60°C for 1 min. If the primer annealing temperature
was lower than 60°C, an additional annealing step was added
to the cycle for 30 s, prior to polymerization. A dissociation
analysis was conducted after all amplifications to inspect for
the formation of primer dimers and extraneous unintentional
amplicons, such as the ones arising from amplification of ge-
nomic DNA. Melting temperatures of the fragments were de-
termined according to the manufacturer’s protocol (Table 2).
No-template reactions were included as negative controls in
every plate, and the standard curve of every primer pair was
included in each experiment. Standard curves for each primer
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pair were generated by serial dilutions of sample cDNA at 40
ng ul™! in six 10-fold dilution steps and used for regression
analyses. The variance of the duplicate measurements was
<1%. Sequence Detection Software (Applied Biosystems) re-
sults were imported into Microsoft Excel for further analysis.
Raw expression levels were calculated from the average of the
duplicate cycle threshold values using the standard curve ob-
tained for each primer pair (ABI PRISM 7700 Sequence De-
tection System User Bulletin No. 2). A normalization factor
was obtained from the raw expression levels of the three nor-
malization transcripts for each sample using the geNORM
applet for Microsoft Excel (Vandesompele et al. 2002). For
each gene, the fold change of expression level was obtained by
dividing the normalized expression level of the same gene in
the test conditions (A-Bio-CM and A-Sap-CM) by the normal-
ized expression level of the gene in the control condition (A-
Sap-Gly). The normalized expression level of each gene was
obtained by dividing the average expression level of the gene
by the normalization factor calculated by the geNorm algorithm.
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Capitulo 2

Estudo da expressao dos genes do metabolismo do glicerol de
Moniliophthora perniciosa cultivado in vitro e durante a interacao patogénica

com o cacaueiro.
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2.1 — Resumo

O metabolismo do Glicerol de M. perniciosa parece representar um papel
importante no desenvolvimento da Vassoura-de-bruxa em cacau. Além de uma potencial
fonte de carbono, o Glicerol ou metabdlitos de sua via de assimilagao podem servir como
sinalizadores para a manutengdo da fase biotréfica in vivo, interagindo diretamente com o
balanco energético e/ou redox da célula através do shuttle mitocondrial de Glicerol 3-
fosfato (G-3-P). Baseados nessas premissas, testar a hipétese de uma maior atividade do
metabolismo do Glicerol de M. perniciosa durante a infeccao através da analise de
marcadores de expressao génica € essencial para as proximas etapas do trabalho. Para
tanto, foram caracterizados genes marcadores do processo de produgédo (MpGPD1,
MpGPD2, MpGPD3, MpGPP1 e MpGPP2) e de assimilagdo de Glicerol (MpAQPN1,
MpGUP1, MpSTL1, MpGLD1 e MpGLD2) sob condi¢des controladas de cultivo in vitro. A
analise da expressao desses genes durante a Vassoura-de-bruxa em cacau revelou um
padrao de expressao génica semelhante ao observado durante o consumo de Glicerol
como fonte de carbono, sugerindo a utilizagdo desse nutriente no inicio da infeccao. Além
disso, o componente mitocondrial do shuttle de G-3-P encontra-se muito induzido
principalmente entre 20 e 30 dias apds a infecgcédo, sugerindo uma participacao dessa via
na adaptacdo progressiva ao stress de colonizagdo dos tecidos do cacaueiro. A
caracterizacao fina dos nutrientes disponiveis ao fungo no apoplasto de cacau e o estudo
das alteragbes fisioldégicas capazes de induzir uma condicdo de stress e aumento da
atividade do shuttle G-3-P devem fornecer pistas importantes para melhor entender o
modelo da Vassoura-de-bruxa em cacaueiro com énfase no metabolismo de fontes de

carbono durante a destacada fase biotrofica.



2.2 - Introducao

Um ponto-chave no desenvolvimento da doenga Vassoura-de-bruxa em cacau € a
fase biotréfica. E durante essa fase que as interacdes metabélicas cacau-C. perniciosa
levam a morte do ramo infectado, permitindo ao fungo explorar de um modo saprofitico os
recursos nutricionais do tecido vegetal morto. Esse modo de interagdo € comum a fungos
fitopatégenos hemibiotréficos, e muito esforgo cientifico tém sido empregado no sentido
de entender como essa fase € mantida, como ocorre o switch morfogenético entre as
fases biotréfica e necrotréfica e como o metabolismo biotréfico do fungo é capaz de

induzir a morte do tecido vegetal infectado (Hahn & Mendgen, 2001).

Evidéncias recentes sugerem que a manutencdo da fase biotréfica em C.
perniciosa esta relacionada com a utilizagdo do glicerol como fonte de carbono. A
obtencao de culturas estaveis in vitro mantidas no estagio morfogenético correspondente
a fase biotréfica in vivo s6 é possivel em meio de cultura extremamente pobre e que
contenha glicerol como a unica fonte de carbono (Meinhardt et al., 2006). Também
existem evidéncias de um papel importante do glicerol em outras interacées planta-
patdégeno. O estudo de linhagens de fungo mutantes revelou que o glicerol presente nos
tecidos da planta hospedeira ndo sé € utilizado como nutriente como também representa
um papel essencial ao crescimento normal e a reproducdo no fungo fitopatégeno
hemibiotréfico Colletotrichum gloeosporioides (Wei et al., 2004). O estudo das alteragdes
bioquimicas em plantas de cacau infectadas com o fungo C. perniciosa evidenciou um
significativo acumulo de glicerol durante a fase biotréfica (Scarpari et al., 2005), sugerindo
uma elevada producdo de glicerol pelo ramo infectado e um papel importante desse

nutriente também durante a fase biotrdéfica in vivo.

Apesar das evidéncias a favor da existéncia de um metabolismo de carbono

baseado no glicerol durante a fase biotréfica de C. perniciosa, pouco se sabe sobre o

41



42

espectro nutricional disponivel ao fungo no apoplasto de cacau. Recentemente, muita
atencao tem sido dada a interface nutricional durante interacdes biotréficas planta-
patégeno (revisado em Solomon et al, 2003). Diversos estudos envolvendo a
caracterizacao da percepg¢ao do ambiente nutricional em eucariotos tém sido realizados
evidenciando a importancia de transportadores nesse processo (revisado em Holsbeeks
et al., 2004). Coincidentemente, nos bancos de dados de C. perniciosa diversos ESTs
com alta similaridade a facilitadores do transporte de glicerol foram encontrados (score:
172; e-value: 4e-42), reforcando a hipétese de uma provavel utilizagdo dessa fonte de

carbono durante a fase biotréfica.

As vias primarias do metabolismo do glicerol (Figura 1) sdo bem conservadas em
eucariotos e estao relacionadas a uma série de processos-chave do metabolismo celular,
como a sintese de glicerolipideos (Christiansen, 1978; Miquel et al., 1998), manutencéo
do equilibrio de éxido-reducao (Ansell et al., 1997; Larsson et al., 1998; Rigoulet et al.,
2004; Shen et al., 2006), glicélise (van Dijken & Scheffers, 1986; Pahiman et al., 2001) e

turnover de fosfato inorganico (van Aelst et al., 1991; Luyten et al., 1995).

O glicerol € um metabdlito comum nas células vegetais, e existe normalmente em
concentracdes que variam de 1 & 2 pmol.g™' de tecido vivo (Gerber et al., 1988). Embora o
metabolismo do glicerol seja muito bem estudado em eucariotos através da levedura
organismo-modelo Saccharomyces cerevisiae, muito pouco se sabe sobre as vias de
producé@o do glicerol em plantas, além de existirem poucos trabalhos que descrevem seu
metabolismo e funcao biolégica. Aparentemente, a producao e o acumulo de glicerol em
plantas ocorre quando a respiracdo celular é severamente limitada por hipoxia (Gerber et
al., 1988). O estudo e caracterizacao de linhagens de Arabidopsis thaliana mutantes para
genes das vias metabdlicas basicas do glicerol, sugerem também uma interacao dessas

vias com as respostas de defesa a patdgenos e a aquisicdo de resisténcia sistémica



adquirida (SAR) em plantas (Nandi et al., 2004; Kang et al., 2003; Durrant & Dong, 2004;

Kachroo et al., 2005).

A origem do carbono convertido a glicerol em plantas é incerta. Em S. cerevisiae
esse processo ocorre através de um desvio de trés carbonos do fluxo glicolitico, na forma
de dihidroxiacetona fosfato (DHAP), produto da reacéo catalisada pela enzima Aldolase e
que pode subsequentemente ser reduzido a glicerol-3-fosfato e defosforilado a glicerol.
Acredita-se que a via de produgdo seja também conservada em plantas, no entanto,
existem outras vias alternativas possiveis como a peroxidacdo de glicerolipideos,
liberando glicerol e acidos-graxos (Scarpari et al., 2005) e a utilizacdo do acgucar frutose
catalisada seqUencialmente pela frutoquinase e frutose-1-fosfato aldolase, liberando
gliceraldeido e DHAP (Pego & Smeekens, 2000). De modo interessante, durante a fase
biotréfica da interagdo cacau-C. perniciosa os niveis de glicose e sacarose sao muito
maiores nas plantas infectadas, ao mesmo tempo que a concentracdo de frutose
decresce a niveis nao detectaveis (Scarpari et al., 2005). Esses resultados reforcam a
possibilidade da producdo de glicerol em cacau como resposta a infecgcdo por C.
perniciosa através de uma via alternativa paralela a via glicolitica e baseada no consumo
da frutose. No entanto, a via de producdo através da peroxidagdo de glicerolipideos
também €& provavel visto que uma das caracteristicas mais marcantes das interagdes
planta-patégeno é o rapido aumento do estresse oxidativo mediado por espécies reativas
de oxigénio (notavelmente através da producao de peréxido de hidrogénio, H,O,) durante

o processo de infecgéo.

43



44



‘ Apoplasto Glicerol Glicose

. : % _ Glicdlise

Sintese de Citoplasma R & Glicose |
g!icemh}rfdeos Glicerol | |
e triacilglicerol ATP i Glu-6-P :
ADP GUTI | Fru-6-P :

* |
CoA Acil-CoA Nap* NADY 1 Fru-1,6-P :

|
|
PA €={AGAT === LPA €={ GAT jmem G-3-P DHAP | Gliceraldeido-3-Fosfato |
| |
CoA Acil-CoA : 1,3-PGA :
Mitocondria : ; 3-PGA :
FAD' FADH, \\ | 2-PGA !
e | PEP |
_ ' < | . |
IV 11 CAOX)  IT Q1= @ '.\__flluralo__ﬂ/f

Matriz n e
< Espaco Intermembranas H.0

Figura 1: Esquema hipotético do metabolismo basico do glicerol no fungo Moniliopthora perniciosa. Uma vez transportado para o citoplasma, o
glicerol é prontamente fosforilado a glicerol-3-fosfato (G-3-P) pela enzima glicerol kinase (GUT1). G-3-P pode ser utilizado para a biossintese de
glicerolipideos através de duas reagbes de acilagao catalizadas pela G-3-P aciltranferase (GAT) e 1-acil-G-3-P aciltransferase (AGAT) produzindo
respectivamente acido lisofosfatidico (LPA) e acido fosfatidico (PA). G-3-P participa do shuttle mitocondrial G-3-P que catalisa a interconversao
ciclica de G-3-P a dihidroxiacetona fosfato (DHAP). A atividade do shuttle G-3-P fornece elétrons (e-) preferencialmente a ubiquinona (Q), e
utilizagao pela Oxidase Alternativa (AOX). DHAP pode ser utilizado como fonte de carbono para a glicélise via gliceraldeido-3-fosfato pela enzima

triosefosfato isomerase (TPI).
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Como mencionado anteriormente, a maior parte do conhecimento disponivel sobre
o metabolismo do glicerol em eucariotos provém de estudos no fungo S. cerevisiae.
Nessa levedura a producdo e o metabolismo do glicerol estdo intimamente ligados as
respostas a estresse osmoético (Nevoight & Stahl, 1997), e a manutencao do equilibrio de
oxido-redugao (redox; razdo NAD+/NADH) do citoplasma (Rigoulet et al., 2004). Sob
hipdéxia e altas concentragdes de glicose, a Unica maneira de restaurar o equilibrio redox
em S. cerevisiae € através da producéao de glicerol (van Djiken & Scheffers, 1986). Ja sob
condicdes aerdbicas, isso ocorre principalmente através da atividade da enzima NADH
dehidrogenase externa (NDE) e através de um sistema de shuttle mitocondrial de glicerol-

3-fosfato (G-3-P) formado por dois componentes enzimaticos, GUT2 e GPD (Figura 1).

Embora normalmente os dois sistemas operem em conjunto na manutencao do
equilibrio redox em S. cerevisiae, a enzima NDE parece exercer um papel central por ser
mais expressa sob diversas condi¢cdes (Rigoulet et al.,, 2004). A contribuicdo relativa do
sistema de shuttle G-3-P ainda é em parte desconhecida, no entanto existem evidéncias
de que esse sistema tenha um papel fundamental sob taxas muito baixas ou até mesmo
parada no crescimento, principalmente quando em condicbes de deprivacdo severa de

nutrientes (Larsson et al., 1998; Pahlman et al., 2001).

De modo intrigante, durante a fase biotréfica o fungo C. perniciosa permanece em
baixa densidade no apoplasto, apresentando taxas muito baixas de crescimento que s6
aumentam ap6s o switch morfogenético para a fase saprofitica que se inicia
concomitantemente com a morte do ramo infectado (Penman et al., 2000). Além disso,
recentemente tém crescido a hipétese de que condicdes nutricionais como, por exemplo,
a falta de nitrogénio tenham um papel sinalizador na expressdo de genes ligados a
fitopatogenicidade (Donofrio et al.,, 2006), reforcando a hipétese de que sob essas

condigbes o shuttle G-3-P possa desempenhar um papel importante durante a fase



biotrofica. Em um estudo comparativo da expressao diferencial global de proteinas de S.
cerevisiae sob condicées de limitagcdo de nutrientes, o componente do shuttle G-3-P
GUT2 pbde ser evidenciado como uma das muitas proteinas significantemente mais

expressas sob condi¢des de limitagdo de carbono (Kolkman et al., 2006).

Com base nas evidéncias acumuladas, acredita-se que a fase biotréfica em C.
perniciosa esteja relacionada a um metabolismo de baixa energia, com base na utilizagdo
do glicerol como fonte de carbono e da respiracao celular através de uma via alternativa a
cadeia transportadora de elétrons principal. A cadeia transportadora de elétrons
alternativa opera em C. perniciosa através de uma oxidase alternativa (AOX), cuja
expresséo € significantemente maior durante a fase biotréfica (Thomazella, 2010). Essa
proteina é capaz de transferir elétrons diretamente da ubiquinona para o oxigénio,
desviando o fluxo de elétrons dos complexos respiratérios Il e IV (Figura 1), e sua
atividade esta correlacionada com a resposta preventiva ao estresse oxidativo (Maxwell et
al., 1999), fator comum as interacées planta-patégeno (Lamb & Dixon, 1997). O seu
funcionamento esta diretamente ligado ao equilibrio redox da célula e a baixa produgao
de ATP, visto que sua atividade nao contribui para a geragdao do gradiente de prétons

necessario para o funcionamento da ATP sintase (Velazquez et al., 2001).

Existem evidéncias de que o shuttle G-3-P tenha um papel modulador da atividade
da AOX em A. thaliana (Shen et al., 2006), no entanto, a interacao entre esses dois
sistemas em fungos ainda nao foi descrita. Além disso, no protozoario parasita animal
Trypanosoma brucei, a Unica maneira de manter a respiragao celular e o equilibrio redox
durante a forma parasitica (que habita a corrente sanguinea) é através do funcionamento
do shuttle G-3-P diretamente acoplado ao funcionamento de uma oxidase alternativa
(Guerra et al., 2006). Embora o fungo modelo S. cerevisiae nao tenha nenhum gene AOX

homodlogo identificado, a possibilidade de interacdo direta entre esses dois sistemas
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conforme o previamente descrito em A. thaliana e T. brucei é possivel também em C.
perniciosa, representando uma hipétese plausivel da importancia do shuttle G-3-P no ciclo

de vida patogénico do fungo.

Nesse contexto, a caracterizagcdo do metabolismo do glicerol, incluindo o papel do
shuttle G-3-P envolvido, tém grande potencial de revelar aspectos novos da interacao
metabdlica biotrofica planta-patégeno. Os mecanismos basicos de regulagdo do
metabolismo do glicerol no modelo S. cerevisiae envolvem um controle essencialmente
transcricional, o que valida a estratégia inicial de monitoraracdo através da analise da
expressao dos genes-chave envolvidos. Além disso, a analise permitira um melhor
entendimento do panorama do metabolismo béasico de carbono durante essa fase,

fornecendo dados importantes para a elaboragéo e teste de novas hipéteses.

2.3 — Materiais e Métodos

Isolados de M. perniciosa, variedades de T. cacao e meios de cultura.

Foram utilizados dois isolados de M. perniciosa provenientes de llhéus, BA: o
isolado CP02, cujo genoma foi seqlienciado e o isolado BP10, suceptivel a transformacao
por Agrobacterium tumefasciens AGL2. M. perniciosa foi crescido em meio sintético (0,6%
KNO3, 0,052% KCI, 0,052% MgS04, 0,152% KH2PO4, tracos de FeSO4 e ZnS0O4) com
adicdo da fonte de carbono desejada. Culturas em meio liquido foram mantidas em
incubadoras a 27 °C e agitagdo a 250 rpm por um periodo de sete dias. Esporos foram
obtidos conforme o protocolo desenvolvido pelo aluno Paulo José Teixeira como parte do
seu projeto de Iniciacao Cientifica FAPESP (2007/50262-0). Sementes provenientes de
frutos meio-irmaos da variedade de cacau-comum Catongo foram plantadas em sacos

plasticos para mudas (1 kg) contendo uma mistura de 50% de terra vegetal e 50% de



vermiculita e cultivadas em casa de vegetagédo sob fotoperiodo de 12 horas claro e 12
horas escuro (com suplementagdo do periodo de dia por iluminagao artificial = 4.000
Lum./m?), regime de irrigagdo de cerca de 5 mm diérios, umidade em torno de 60-80% e

temperatura de 27-28°C durante o dia e 20-22°C durante a noite.

Infeccao de plantulas de cacau e acompanhamento dos sintomas da Vassoura-de-

bruxa

Para a padronizagdo do acompanhamento dos sintomas 300 plantulas de cacau
com cerca de 60 dias apos a germinagao (queda do cotilédone) tiveram o seu meristema
apical podado logo abaixo do ultimo langamento para indugdo de langamentos laterais.
Cerca de 15 dias apés a poda, um langamento com um par de folhas entre 0,3 e 0,7 cm
foi inoculado trés vezes com 5 pL de uma solugdo contendo 10° esporos em intervalos de
2 horas. Apos o ultimo inoculo as plantas foram envolvidas e mantidas por 24 horas em
uma camara plastica de alta umidade. Controles foram submetidos ao mesmo tratamento
sem o0s esporos. Os sintomas foram acompanhados a cada 5 dias apds a infecgao,
através de fotografia individual de cada planta e coleta do ramo infectado através de corte
e rapido congelamento em Nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas em

biofreezer -85°C até a extracdo de RNA.
Manipulacao de acidos nucléicos

A extragado de RNA de micélio de M. perniciosa cultivado in vitro seguiu o protocolo
descrito para a extragdo de RNA de Saccharomyces cerevisia utilizando fenol acido
quente publicado em Sambrook e colaboradores, 2001. A extracdo de RNA de plantas foi
realizada conforme o protocolo estabelecido para extracdo de RNA de cacau com tampéao
CTAB/B-mercaptoetanol (100mM Tris-HCI, pH 8.0; 30mM EDTA; 300mM LiCl; 2M NacCl;

2% CTAB; 2% PVP; 0,05% Espermidina e 10% [B-mercaptoetanol) e precipitagdo com
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Cloreto de Litio. Amostras de RNA foram quantificadas em micro-espectrofotémetro
(NanoVue, GE) e tiveram a sua integridade analisada em gel de agarose denaturante (5%

Formaldeido) conforme Sambrook e colaboradores, 2001.

Caracterizacao da sequéncia completa dos genes de M. perniciosa envolvidos no

metabolismo do glicerol e o desenho de oligos para real time PCR.

A busca por homodlogos dos principais genes envolvidos no metabolismo do
glicerol de M. perniciosa foi realizada através de tBLASTn utilizando-se com query
proteinas relacionadas com sequUéncias depositadas no banco de dados NCBI. Os
eventuais contigs identificados foram entdo analisados quanto a presenca e estrutura dos
genes utilizando trés preditores génicos: Augustus (Stanke and Morgenstern, 2005),
Genome Threader (Gremme et al., 2005) e Eukaryotic GeneMark.hmm (Lomsadze et al.,
2005). Os resultados obtidos foram comparados entre si e com o banco de dados NCBI e
somente predicbes comuns aos trés programas foram utilizadas para o desenho de
oligos. O desenho de oligos para real time PCR foi realizado conforme o descrito por

Nolan e colaboradores, 2006.

Oligonucleotideos utilizados durante o estudo

Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)
realizadas no projeto foram sintetizados em escala 10 nMol e de-salinizados (Prodimol -

IDT), listados organizados funcionalmente na Tabela 1.



TABELA 1: Oligonucleotideos utilizados no projeto

Utilizacao Oligo Sequéncia 5°-3’

MpAQPn1 FWD CACATTTGCGGCTGACTACT
MpAQPn1 REV CTTGTCTGTCACTGCGAGGA

qRT-PCR para avaliar a MpAQPNn2 FWD CGCTGGTATCTCTGGTGCA

expressao de transportadores

de Glicerol MpAQPNn2 REV CGAAGCAGTATCCAGGTACT
MpGUP1 FWD AGCTGTTTGGAACGATGTCC
MpGUP1 REV TCTCTTCCTCCCGGTATTCG
MpGLK1 FWD CGAGATGAGAGAGTCAACAGC
MpGLK1 REV GACCTCGGCTAATGTCTICTG
MpGPD1 FWD TTGGGCTTGAATCCAAGGTC
MpGPD1 REV CGAGACCAAACCGTTGAATC
MpGPD2 FWD GTACGAGAACGCGAGATCC
MpGPD2 REV CAACGAGGTTGTCGGGAAG
MpGPD3 FWD TCACTTCCGGTGCTACACT

gf;:sigop:;a;‘f;i:r a MpGPD3 REV GTTATTCTCARAGCCGAGCC

zg:;ﬂ;i:gse':; :zltabmism MpGPP1 FWD CGACTGGAATCGTAACTTCG
MpGPP1 REV AACTACCAAGCATCIGTGCG
MpGPP2 FWD AAGCTGAACGGTTTGAGACC
MpGPP2 REV GGTTCCAGTTCTTCCATTGC
MpGPP3 FWD GGGGCGAAGACTTATGCAT
MpGPP3 REV CCCGCTTTCAGATGTTTGIC
MpGPP4 FWD ATCCTTCCTGGTGTCAAGC
MpGPP4 REV TCATGCAACCATAAGCATAAGT
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TABELA 1: Oligonucleotideos utilizados no projeto (continuacao)

MpGLD1 FWD GCAACCAGACCTAGTCGAG
MpGLD1 REV CAATCTCTTTCACCACCGGA
MpGLD2 FWD AGCTCCACCCGTCATGCC
MpGLD2 REV GGGAGTTGTCAGAGCCAAGA
MpGLD3 FWD AAGGCATCCATCTTACTGCG
MpGLD3 REV CCAAATCTGACGCAACAGCA
qRT-PCR para avaliar a
expressao de genes MpGLD4 FWD GGAGAACATTCAGCTGCTCTC
envolvidos na rota alternativa
de assimilacao e producao de | MpGLD4 REV GAGAATGAAATCCACAAACGCT
Glicerol
MpGLD5 FWD CGAAACTCGCAAATGGTGAC
MpGLD5 REV TGAATGAGGTAGAGATCGACG
MpGLD6 FWD GCCTCAACGAAGCTGACCA
MpGLD6 REV AAGGTCGACGGGCCAAGG
MpGLD7 FWD GGCAACAATTTGAAGGACAAG
MpGLD7 REV CATGCAATGAGGACTTGAGC
MpTEF1 FWD AGAAGATTGACCGTCGTACC
MpTEF1 REV ACTCAACACACATGGGCTTG
MpL10 FWD ATCATCATTTCCAAGAAGTGGG
RT-PCR par li

qRT-PCR para avaliar a MpL10 REV GCACCATCCTGCAACACC

expressao de controles

ndé o

° dogenos~paraA n.ormallzagao MpACT1 FWD CAGTGTCAAGGTGCGAATCG

da expressao génica
MpACT1 REV TCGTGACCCAAAGGTTCTGG
MpTUB2 FWD TGTCAACCTGGTTCCTTTCC
MpTUB2 REV GACAGCACGGTACTGTTGG




Quantificacao da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real

A sintese de cDNA foi realizada utilizando ImProm-Il Reverse Transcriptase
(Promega) seguindo as instru¢des do fabricante a partir de 2 ug de RNA total por amostra
e com 0,5 ug de oligo dT (20 pb) e 5mM MgCl, em volume final de 20 uL. As reagdes de
Real Time gqPCR foram realizadas no sistema STEP ONE PLUS (Applied Biosystems),
utilizando SYBR Green (2X SYBR Green PCR Master Mix — Applied Biosystems), 0,1 uL
de cDNA e 200nM de oligonucleotideos. Para a coleta de dados cada ponto experimental
foi replicado cerca de nove vezes além da manutencdo de controles de amplificacéo
especifica utilizando cDNA sintetizado a partir de RNA extraido de culturas puras de M.
perniciosa. As amplificacdes foram avaliadas quanto a especificidade através da inclusao
de curvas de denaturacao ao final de cada corrida e, quando necessario, avaliadas em gel
de agarose 2%. Foram realizadas curvas-padrdao para determinar a eficiéncia de
amplificacdo de cada alvo e a determinacdo do melhor controle endégeno para as
condicbes analisadas foi feita utilizando-se do software GeNORM
(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/). A andlise estatistica da expressao relativa
nos pontos de coleta foi realizada utilizando-se o software REST2009 (http://www.gene-
quantification.de/rest-2009.html) que utiliza um modelo de quantificagdo relativa baseado

em correcao pela eficiéncia de cada reacao (Pfaffl at al., 2001).

2.4 — Resultados e Discussao

Moniliopthora perniciosa produz e acumula Glicerol em resposta a stress osmético.

A principal estratégia utilizada por microrganismos para evitar a desidratagao por
stress osmético é a producao intracelular de altas quantidades de um soluto compativel

com o0 metabolismo e a homeostase celular (Martinez-Montafés et al., 2010). Fungos de
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maneira geral utilizam o aumento intracelular de poli alcoois, notavelmente Glicerol, em
resposta a desidratagdo ou aumento da salinidade do meio (Hohmann, 2002). De modo a
obter uma condicdo de stress osmético condizente com uma reprogramagao do
metabolismo de M. perniciosa para a producao de glicerol visando a avaliagdo, obtencao
e validacdo de marcadores de expressao para essa condicdo metabdlica, o crescimento
de M. perniciosa em meio Malte 1,7% suplementado com diversas concentragdes de

Cloreto de Sédio foi avaliado (Figura 2).

Figura 2: Tolerdncia de M. perniciosa a stress
osmotico induzido por concentragées de 1 a 3M de
Cloreto de Sédio em meio Malte 1,7%.

Ao contrario de S. cerevisiae e de Aspergillus nidulans que toleram até mais de 2M
de NaCl, M. perniciosa tém seu crescimento reduzido em 50% do normal e é
completamente inibido por concentracées maiores que 1M (Figura 2). A quantificagdo do
conteudo de Glicerol em extrato de micélio induzido com 1M NaCl aumenta rapidamente
em relagdo ao controle, mostrando uma resposta classica de defesa contra stress
osmotico e que o meio Malte 1,7% suplementado com NaCl é uma condicdo adequada

para se avaliar o metabolismo de produgéo de Glicerol (Figura 3).
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Figura 3: Quantificacdo das concentragcoes de Glicerol em micélio
crescido sob condicdes normais (1,7% Malte) e sob stress
osmético (1,7% Malte + 1M NaCl).

Os genes do metabolismo do Glicerol de M. perniciosa respondem diferencialmente

entre as condicoes de utilizacao e biossintese desse metabdlito in vitro.

Visando a avaliacdo, obtencéo e validagdo de marcadores de expressdo capazes
de diferenciar os estados metabdlicos de producao e utilizacdao de Glicerol, a expressao
dos genes do metabolismo classico do Glicerol (homologos da via classica de S.
cerevisiae) foi avaliada em M. perniciosa crescido em meio Malte suplementado com 1M
NaCl (condi¢ao de stress osmético e produgao de Glicerol) e meio completo substituindo
1,7% Malte por 2% Glicerol como fonte de Carbono (condicao de utilizacao de Glicerol)

(Figura 4).
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Figura 4: Andlise da expressdo dos genes do metabolismo classico do Glicerol sob condicdo de
producao (1M NaCl) e consumo (2% Glicerol como fonte de carbono) por PCR quantitativo em

tempo real.

A expressao dos genes do metabolismo basico do Glicerol se comportou conforme
0 esperado baseado nos estudos anteriores em S. cerevisiae (Martinez-Montanés et al.,
2010). Durante a utilizagdo de Glicerol como fonte de carbono, os transportadores
MpAQPNn1, MpGUP1 e MpSTL1 encontram-se mais expressos em relacdo a condicao de
producédo de Glicerol. De modo semelhante MpGLK1, a Glicerol Kinase que realiza o
primeiro passo de incorporagao do Glicerol na via classica encontra-se significantemente
mais expressa (Figura 4). No sentido metabdlico de sintese de Glicerol em resposta a
stress osmotico, os genes que codificam as Glicerol 3-fosfatases MpGPP1 e MpGPP2,
responsaveis pela de-fosforilagdo do Glicerol 3-fosfato a Glicerol mostraram-se bons

marcadores diferencialmente expressos (Figura 4). De modo semelhante, a expressao



das duas principais dehidrogenases citoplasmaticas NAD-dependentes, MpGPD1,
MpGPD2 mostrou-se induzida durante a producédo de Glicerol de modo semelhante ao
descrito em S. cerevisiae (Martinez-Montarfiés et al., 2010). De maneira condizente com
uma funcdo de adaptagdo ao stress através da manutencdo do equilibrio de oxido-
redugcdo do citoplasma, a expressdao do gene da Glicerol 3-fosfato dehidrogenase
mitocondrial FAD-dependente, MpGPD3, mostrou-se maior na condi¢cdo de produgao de

Glicerol e stress osmoético (Figura 4).

A assimilagao de Glicerol por M. perniciosa é realizada por uma via alternativa a de

leveduras, caracteristica de fungos filamentosos.

Além dos genes do metabolismo classico do Glicerol, fungos filamentosos
possuem rotas alternativas de assimilacdo de glicerol baseadas em aldo-ceto redutases
NAD ou NADP dependentes (de Vries et al., 2003). A presenga dessa rota alternativa em
S. cerevisiae também ¢é possivel através dos genes GCY (Glicerol dehidrogenase NAD-
dependente) cuja enzima codificada pode converter o Glicerol diretamente a
Dihidroxiacetona (DHA) que, por sua vez, é fosforilada pela Dihidroxiacetona kinase
(DHAK), gerando Dihidroxiacetona fosfato (DHAP), um intermediario da via glicolitica e
também um metabdlito envolvido no shuttle de G3P (Nguyen and Nevoigt, 2009). Apesar
de funcional e biologicamente significante em fungos filamentosos (Liepins et al., 2006),
essa via nao parece exercer um papel importante em S. cerevisiae dada a importancia da
via classica nesse organismo e a dificuldade de se obter um fenétipo no mutante nulo

Agcy (Yu et al., 2010).

Uma busca no genoma de M. perniciosa utilizando a sequencia de Amino acidos

de duas Glicerol dehidrogenases (GLD1 e GLD2) de Trichoderma reesei revelou sete
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possiveis homologos, MpGLD1 a 7 e uma Manitol fosfato dehidrogenase, MpMPD (Tabela
2). Além disso, encontramos dois homologos aos genes DAK1 e 2 (Dihidroxiacetona
kinase) de S. cerevisiae, necessarios para completar a via alternativa de producao e

utilizacao de Glicerol em fungos filamentosos (Figura 5).

A andlise da expressao dos genes possivelmente envolvidos na via alternativa de
assimilacado e producao de Glicerol nas mesmas condicoes testadas para a via classica
mostrou um padrdo semelhante ao esperado em caso de uma via alternativa funcional

caracterizada em outros fungos filamentosos (Figura 6).
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Figura 6: Analise da expressao dos genes do metabolismo alternativo do Glicerol sob condigao de
producao (1M NaCl) e consumo (2% Glicerol como fonte de carbono) por PCR quantitativo em

tempo real.

E possivel distinguir duas Glicerol dehidrogenases que atuam como boas

marcadoras de expressao durante a utilizacdo de Glicerol como fonte de Carbono,



MpGLD1 e MpGLD2 (Figura 5). MpGLD3 a 7 mantem um nivel basal de expresséao tanto
na condi¢cdo de producao (1M NaCl) quanto na condicao de utilizacao de Glicerol (2%
Glicerol) e, portanto, ndo sdo boas marcadoras de expressdo para a avaliagdo desse
metabolismo durante a interagdo com cacau. MpDAK1 e MpDAK2 mostraram uma
indugéo significativa durante a produgado de Glicerol in vitro (Figura 6), de modo
condizente com o papel da enzima codificada por esses genes na rota alternativa de
producédo de Glicerol a partir de Dihidroxiacetona (Figura 5) e, portanto, mostraram-se

bons marcadores de expressao desse processo.

O padrao de expressao dos genes do metabolismo do glicerol de M. perniciosa
sugere a utilizacado desse metabdlito como fonte de carbono durante o

desenvolvimento da Vassoura-de-bruxa em cacau.

O conhecimento do padrao diferenciado da regulacdo dos genes do metabolismo
de produgao e consumo do Glicerol de M. perniciosa em culturas axénicas in vitro € um
ponto de partida essencial para se avaliar a programacao desse metabolismo durante a
interacdo patogénica em plantulas de cacau e, portanto, responder se o Glicerol é
potencialmente uma fonte de Carbono importante durante a Vassoura-de-bruxa. Para
tanto, plantulas de cacau infectadas foram coletadas e tiveram o RNA total extraido para
utilizacao na sintese de cDNA e avaliacdo da expressao génica por PCR quantitativo em
tempo real com oligonucleotideos especificos para os genes da via classica (Figura 7) e

da via alternativa (Figura 8).
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Figura 7: Expressdo relativa dos genes da via classica do metabolismo do Glicerol durante a
Vassoura-de-bruxa em diversos estagios da interagdo coletados em Dias Apos Infecgdo (DAI). Até
40 DAI — Vassoura-verde. Em torno de 60 DAI aparecem os primeiros sinais de necrose distal dos

ramos infectados. Em 100 DAI ocorrem somente Vassouras-secas com necrose total do tecido

infectado.
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Figura 8: Expressao relativa dos genes da via alternativa do metabolismo do Glicerol durante a
Vassoura-de-bruxa em diversos estagios da interacao coletados em Dias Apds Infeccao (DAI). Até
40 DAI — Vassoura-verde. Em torno de 60 DAI aparecem os primeiros sinais de necrose distal dos
ramos infectados. Em 100 DAI ocorrem somente Vassouras-secas com necrose total do tecido

infectado.

A indugao dos marcadores de expressao, MpAQPn1, MpGUP1, MpSTL1, MpGLD1
e MpGLD2 no inicio da fase biotréfica sugerem a utilizagdo do Glicerol como fonte de
carbono durante os primeiros 20 dias de interagdo (Figura 7 e 8). Ao contrario do
evidenciado in vitro, a indugéao dos transportadores MpGUP1 e MpSTL1 ndo se mostrou
tdo acentuada, e apresentou dois pequenos picos de inducdo, um no inicio da interacao e
outro ao final (Figura 7). MpGLD1 e MpGLD2 responderam de modo mais semelhante ao
padrao de inducao caracteristico do metabolismo de assimilagdo do Glicerol in vitro
(Figura 8), refor¢cando a hipétese da ocorréncia desse metabolismo também in vivo. De
modo interessante, MpMPD parece ter um papel progressivamente importante no final da

interacao, durante as fases de necrose e Vassoura-seca. A importancia do metabolismo
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Manitol em fungos fitopatogeno é um assunto amplamente debatido na literatura
especializada (revisado em Solomon et al., 2007), e pode estar relacionado nesse caso
ao armazenamento de carbono para a formacao do basidiocarpo e esporulacdo que

ocorrem ao final da interagéao.

Metabolismo do Glicerol durante a interacao com cacau parece ser importante para

a adaptacao a stress.

Durante a fase biotrofica, o gene do metabolismo do Glicerol com a maior indugao
€ MpGPD3, a Glicerol 3-fosfato dehidrogenase componente mitocondrial do shuttle de G-
3-P. A expressdao de MpGPD3 comeca induzida desde o inicio da interagao, atingindo um
pico em torno de 30 DAl e diminuindo progressivamente com a transicao da Vassoura-
verde para a Vassoura-seca (Figura 7). Esse padrao coincide com o esperado no caso de
uma participagao do shuttle mitocondrial de G-3-P na manutengao do equilibrio de 6xido
reducdo do citoplasma e adaptacdo a stress (Maxwell et al., 1999). Uma melhor
caracterizacdo das condicdes fisiol6gicas encontradas no apoplasto durante a fase
biotréfica deve fornecer pistas importantes sobre o pael bioldégico desse mecanismo em
M. perniciosa. Além disso, a obtencdo de mutantes deficientes para o shuttle de G-3-P é
uma estratégia valida e essencial para a caracterizacao funcional desse componente no

metabolismo Glicerol.
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Capitulo 3

Caracterizacao das alteracdes nas concentracoes de
poli alcoois e fontes de carbono no apoplasto de cacau
infectado por Moniliopthora perniciosa.
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3.1 — Resumo

Durante a fase biotréfica da Vassoura-de-bruxa, a chamada Vassoura-verde, o
apoplasto de cacau é colonizado pelas hifas de M. perniciosa que apresentam um padréao
de crescimento semelhante ao de fungos filamentosos endofiticos. Com foco no
metabolismo de carbono e de modo a obter uma visdo detalhada das alteragdes
bioquimicas que ocorrem neste espago durante a Vassoura-de-bruxa, a extracdo de
apoplasto de cacau foi padronizada e medi¢cdes das concentra¢des de agucares soluveis
e poli alcoois foram realizadas ao longo de toda a interacdo. A parte um aumento
transiente das concentracdes de Eritritol e Inositol, ocorre uma queda constante das
concentracdes de carboidratos nos primeiros 20 dias ap6s a infecgdo, permanecendo
estaveis em baixos niveis dai até o final da interacao (morte da planta). Mostramos que o
inicio da condicao de baixos niveis estaveis de carbono coincide com a maturacdo da
Vassoura-verde e da formacgédo do calo de células desdiferenciadas na base do ramo
infectado. Mostramos também que a diferenciacdo dessa estrutura corta a comunicacao
vascular entre as partes sadias da planta e o ramo infectado, e os aspectos fisioldégicos da
evolugao dessa caracteristica na interagdo de cacau com M. perniciosa foi discutida. Com
base nos dados da flutuacdo dos niveis de fontes de carbono no apoplasto das plantas
infectadas, na taxa de crescimento do fungo e dos niveis de expressao da proteina de
necrose MpNEP2, foi proposto um modelo hipotético onde o stress nutricional por falta de
carbono tem um papel importante na mudanga no desenvolvimento da patogenicidade em

cacau.



3.2 — Introducao

A Vassoura-de-bruxa em cacau, causada pelo fungo Moniliopthora perniciosa,
representa um modelo fitopatoldégico com caracteristicas Unicas devido a natureza
biolégica incomum tanto do hospedeiro e do fungo fitopatbgeno quanto as alteracoes
morfolégicas e bioquimicas resultantes da interacdo fitopatogénica. Talvez um dos
aspectos mais peculiares do modelo da Vassoura-de-bruxa seja a longa fase biotréfica de
interacdo. Embora o acompanhamento dos sintomas em longo prazo seja dificil na
natureza, nossas observagdes sugerem que o desenvolvimento da Vassoura-verde leva
em torno de 60 a 90 dias no campo, estimativa que esta razoavelmente de acordo com o
observado em plantulas onde a Vassoura-verde se estende até cerca de 50 a 60 dias

apés a infecgéo.

Durante esse periodo o fungo cresce nos espacos intercelulares da planta (Evans,
1980; Silva & Matsuoka, 1999, Orchard et al., 1994), de modo semelhante ao observado
em fungos endofiticos. De modo interessante, recentemente foram encontradas e
caracterizadas linhagens de M. perniciosa nao patogénicas em cacau, capazes de crescer
como enddfitos verdadeiros sem causar nenhum dos sintomas da Vassoura-de-bruxa
(Lana et al., 2011). Avaliagbes preliminares de possiveis alteracdes genéticas entre
linhagens endofiticas e patogénicas de M. perniciosa nao foram conclusivas e, ao menos
a luz do marcador molecular utilizado, elas s&o indistinguiveis entre si (Lana et al., 2011).
Uma revisdo de um modelo com comportamento semelhante de equilibrio fino entre
mutualismo endofitico ou patogenicidade entre o fungo filamentoso Epichloé festucae e a
graminea Lolium perene sugere que o desequilibrio no sentido da patogenicidade esta
relacionado a pontos regulatérios-chave de sinalizagdo sob stress e de controle da

proliferacao celular (Eaton et al., 2008, 2010 and 2011).
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Um dos aspectos identificados relacionados a regulagdo do crescimento,
patogenicidade e a mudanga entre as fases monocariotica (predominante no micélio
biotréfico) e dicariética (predominante no micélio necrotréfico) é o papel das fontes de
carbono (Meinhardt et al., 2006; Rincones et al., 2008). Recentemente mostramos através
da expressao génica que além de apresentar um papel na manutencao da fase biotrofica
in vitro, o Glicerol parece ser uma fonte de carbono utilizada por M. perniciosa durante o
inicio da infeccdo (Capitulo 2). No entanto, o perfil de expressdo dos genes do
metabolismo do Glicerol nas fases mais avancadas da Vassoura-verde nao condiz com o
perfil bioquimico de acumulo de Glicerol encontrado por Scarpari e colaboradores, 2005.
E possivel que essa diferenca esteja relacionada ao fato de que no trabalho mostrando o
acumulo progressivo de Glicerol em Vassouras-verdes as medi¢cdes foram feitas
baseadas no tecido infectado total e correlacionadas com a peroxidagdo de
glicerolipideos, ignorando o microambiente ocupado pelo fungo, o apoplasto, durante

essa fase da interacao (Scarpari et al., 2005).

O apoplasto é um espaco fisioldgico vegetal que compreende a matriz extracelular
das plantas incluindo a parede celular, e esta relacionado ndo s6 ao armazenamento e
transporte de longa distancia de agua, sais minerais e biomoléculas através do xilema
como também a manutencdo da homeostase vegetal abrigando enzimas que participam
de diversas reacgoes bioquimicas essenciais as plantas (Sattelmacher e Horst, 2007). Em
termos de composicao, o fluido apoplastico comumente possui concentragdes variaveis
de diversos metabdlitos incluindo agucares, poli alcoois, acidos organicos e aminoacidos.
Como participa da homeostase vegetal, o apoplasto também sofre alteragcdes bioquimicas
durante a interacdo de plantas com patégenos (Joosten et al., 1990; Beissman et al.,

1992; Tetlow e Farrar, 1993; Aked e Hall, 1993) e, portanto, a importadncia desse



compartimento durante a longa fase biotréfica da Vassoura-de-bruxa ndo pode ser

ignorada.

Atualmente existem duas metodologias mais utilizadas para a extracao de
apoplasto em plantas: a infiltragao/centrifugacao e variantes (Lohaus et al., 2001) e a
extragédo por pressdo em bomba de Scholander (Hartung et al., 1988). Embora o método
de infiltragdo e centrifugacdo seja mais simples, a extragdo com bomba de Scholander é
melhor para a quantificagdo de metabdlitos, pois ndo dilui as amostras na solugéao
infiltrante. Pirovani e colaboradores, 2008 demonstraram a aplicabilidade da técnica de
infiltracao e centrifugacdo para a coleta de fluido apoplastico de cacau, no entanto, a
técnica é restrita a coleta de apoplasto de folhas jovens ja que folhas maduras

apresentam uma camada de cera que impede a infiltracao e a retirada do apoplasto.

Com base na importancia do metabolismo de carbono e do Glicerol no ciclo de
vida de M. perniciosa e na longa fase biotrofica de crescimento restrito ao apoplasto de
cacau, uma avaliacdo qualitativa e quantitativa das alteragcdes metabdlicas envolvendo
carboidratos e poli alcoois do apoplasto de cacau durante a Vassoura-verde faz-se
necessaria. A caracterizagao refinada das fontes de carbono presentes no apoplasto e a
sua comparagao com os dados prévios de expressao génica e das alteracdes bioquimicas
no extrato total de tecidos infectados deve fornecer pistas essenciais para uma melhor
compreensao do processo de desenvolvimento da Vassoura-de-bruxa em cacau e dos
estimulos fisioldégicos aos quais M. perniciosa est4 exposto durante a excepcionalmente

longa fase biotréfica de interagdo com o cacaueiro.
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4.3 — Materiais e Métodos

Isolados de M. perniciosa, variedades de T. cacao e meios de cultura.

Foi utilizado o isolado CP02 de M. perniciosa proveniente de Ilhéus - BA, cujo
genoma foi seqlenciado. M. perniciosa foi crescido em meio sintético (0,6% KNOS,
0,052% KCI, 0,052% MgSO4, 0,152% KH2PO4, tracos de FeSO4 e ZnS0O4) com adigao
da fonte de carbono desejada ou meio Malte 1,7% liquido (sem &gar) ou sélido (17g/L
extrato de malte, 5g/L extrato de levedura e 15¢/L agar). Culturas em meio liquido foram
mantidas em incubadoras a 28°C e agitagdo a 250 rpm por um periodo de sete dias.
Esporos foram obtidos conforme o protocolo desenvolvido pelo aluno Paulo José Teixeira
como parte do seu projeto de Iniciagdo Cientifica FAPESP (2007/50262-0). Sementes
provenientes de frutos meio-irmaos da variedade de cacau-comum Catongo foram
plantadas em sacos plasticos para mudas (1 kg) contendo uma mistura de 50% de terra
vegetal e 50% de vermiculita e cultivadas em casa de vegetacao sob fotoperiodo de 12
horas claro e 12 horas escuro (com suplementagdo do periodo de dia por iluminagéo
artificial = 4.000 Lum./m?), regime de irrigagdo de cerca de 5 mm diarios, umidade em

torno de 60-80% e temperatura de 27-28°C durante o dia e 20-22°C durante a noite.

Infeccao de plantulas de cacau e acompanhamento dos sintomas da Vassoura-de-

bruxa

Para a padronizagdo do acompanhamento dos sintomas 300 plantulas de cacau
com cerca de 60 dias apds a germinacao (queda do cotilédone) tiveram o seu meristema
apical podado logo abaixo do ultimo lancamento para inducdo de langamentos laterais.
Cerca de 15 dias apés a poda, um langamento com um par de folhas entre 0,3 e 0,7 cm
foi inoculado trés vezes com 5 pL de uma solugdo contendo 10° esporos em intervalos de

2 horas. Apos o ultimo inoculo as plantas foram envolvidas e mantidas por 24 horas em



uma camara plastica de alta umidade. Controles foram submetidos ao mesmo tratamento
sem os esporos. Os sintomas foram acompanhados a cada 5 dias apés a infeccéo,
através de fotografia individual de cada planta e coleta do ramo infectado através de
corte, coleta de apoplasto e rapido congelamento em Nitrogénio liquido. As amostras

foram armazenadas em biofreezer -85°C até a extracdo de RNA ou analise do apoplasto.

Extracao e validacao do fluido apoplastico de cacau, quantificacao de metabdlitos e

infiltracao de plantas de cacau com soluc6es experimentais

A extracdo de apoplasto de cacau foi realizada utilizando-se uma bomba de
Scholander portatil (PMS 1000 - PMS Instruments Co., Oregon - USA), o ramo mantido
inteiro com sua base excisada lavada cuidadosamente com &gua destilada foi
posicionado invertido dentro da camara de pressdo de acordo com as instrugbes do
fabricante. Para a extracido e coleta do fluido, aplicou-se uma pressao positiva de cerca
de 5-10 BAR através da injecao de gas nitrogénio na camara. O fluido gotejante resultante

foi coletado com auxilio de micropipetas e armazenado a —20°C.

Visando a validagdo da obtencdo de fluido exclusivamente extracelular
(apoplasto), testes enzimaticos envolvendo dois marcadores citoplasmaticos foram
realizados no fluido extraido através das duas estratégias. O extrato total de folhas cru e
fervido por 15 minutos foram utilizados respectivamente como controle positivo e negativo
de contaminacao citoplasmatica. Os testes utilizaram as enzimas PEP Carboxilase (EC
4.1.1.31) e NAD-Malato Dehidrogenase (EC 1.1.1.37) nas condi¢des conforme o descrito
em Winter e colaboradores, 1982. O extrato total foi obtido a partir de 3 g de material
vegetal fresco macerado em tampao de extracao (10mM Tris-HCI pH 8.0; 10mM EDTA pH

8.0; 0,6% PVP; 3mM MgCl,; 1mM PMSF) e centrifugado por 3 vezes (15 minutos a 12000
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rom e 4°C), transferindo-se a fase sollvel superior para tubos novos apds cada

centrifugacao.

Experimentos foram realizados utilizando-se o setup enzimatico completo para
Fosfoenolpiruvato Carboxilase (PEPC) em 980 uL [50mM Hepes-KOH, pH 8.0; 2mM
KHCO3;; 5mM MgCl,; 3u NAD-Malato Dehidrogenase (Sigma); 0.08mM NADH; 20 uL
amostra (controle negativos - agua e extrato fervido por 15 minutos; experimental 1 -
fluido extraido por infiltracao/centrifugacéo; experimental 2 — fluido extraido com bomba
de Scholander; controle positivo — extrato total de cacau) e 2mM Fosfoenolpiruvato
(Sigma)] e NAD-Malato Dehidrogenase (NAD-MDH) em 980 uL [50mM Hepes-KOH, pH
8.0; 0.08mM NADH; 20 uL amostra e TmM Oxaloacetato (Sigma). Cada experimento foi
realizado em triplicata e as mudangas na absorbéancia (340 nm) foram acompanhadas em

espectrofotémetro (Ultrospec 2000 — Pharmacia Biotech) e registradas por 30 minutos.

Andlises preliminares do perfil de aminoacidos e de ions nas amostras foram
realizadas como forma de validacdo adicional da natureza do fluido extraido. A
distribuicao individual dos aminoacidos presentes no fluido coletado e no extrato total de
cacau foi determinada por HPLC através do método OPA-borato (Jarret et al., 1986). O
perfil ibnico do fluido coletado e do extrato total de cacau foi analisado através da técnica
de eletroforese capilar em aparelho analitico nao comercial do laboratério de

Instrumentagédo e Automacao em Quimica Analitica da UNICAMP.

A determinacao do perfil relativo de aglcares foi realizada em equipamento de

cromatografia idbnica modular Metrohm (http://www.metrohm.com/) composto de bomba

isocratica, médulo de injecdo e mddulo de deteccao por amperometria pulsada em célula
com eletrodo de ouro (Bioscan Metrohm). A separagao foi realizada com uma coluna

MetroSep CARB1 (Metrohm) em 200 mM NaOH como eluente. Para as determinagdes,



apoplasto puro foi diluido 20 vezes em agua milliQ e 20 uL foram injetados por corrida. As
identidades de cada pico foram confirmadas através da injecdo de padrdes de alta pureza
adquiridos (SIGMA). As identificagbes de picos desconhecidos foram realizadas
experimentalmente baseadas nas propriedades polares de cada possivel soluto teste
considerando o tempo de retencdo apresentado pelo pico desconhecido, e baseadas
também em dados semelhantes publicados na literatura técnica disponivel no site do
fabricante da coluna. A quantificacao foi realizada através da analise de curvas padrao
contendo 6 pontos de diluicio em ftriplicata com concentragdes minima e maxima

variando em torno das intensidades de sinal obtidas no apoplasto de cacau.

Experimentos de infiltracdo de plantas de cacau sadias e infectadas com solucdes
aquosas experimentais contendo o marcador de cor Xileno Ciano (Sigma) ou solug¢des de
carboidratos soluveis foram realizadas conforme o descrito por Lin e colaboradores, 2011
e acompanhadas visualmente ou por medida da absorbancia do Xileno Ciano a 620nm

em espectrofotometro.

Manipulacao de acidos nucléicos

A extracao de RNA de micélio de M. perniciosa cultivado in vitro seguiu o protocolo
descrito para a extragdo de RNA de Saccharomyces cerevisia utilizando fenol acido
quente publicado em Sambrook e colaboradores, 2001. A extracdo de RNA de plantas foi
realizada conforme o protocolo estabelecido para extracdo de RNA de cacau com tampao
CTAB/B-mercaptoetanol (100mM Tris-HCI, pH 8.0; 30mM EDTA; 300mM LiCl; 2M NaCl;
2% CTAB; 2% PVP; 0,05% Espermidina e 10% [B-mercaptoetanol) e precipitacdo com
Cloreto de Litio. Amostras de RNA foram quantificadas em micro-espectrofotémetro
(NanoVue, GE) e tiveram a sua integridade analisada em gel de agarose denaturante (5%

Formaldeido) conforme Sambrook e colaboradores, 2001.
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Oligonucleotideos utilizados para analise da expressao de MpNEP2

Tabela 1: Lista de oligonucleotideos

Utilizacao Oligo Sequéncia 5°-3’

MpNEP2 FWD AAGGCAAGACTGCTCTGGTCTA
PCR quantitativo em

tempo real MpNEP2

MpNEP2 REV CTTCCTTTCCATCGTCCTTCTCGT
MpTUB2 FWD TGTCAACCTGGTTCCTTTCC

PCR quantitativo em

tempo real MpTUB2
MpTUB2 REV GACAGCACGGTACTGTTGG

Quantificacao da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real

A sintese de cDNA foi realizada utilizando ImProm-Il Reverse Transcriptase
(Promega) seguindo as instru¢des do fabricante a partir de 2 ug de RNA total por amostra
e com 0,5 ug de oligo dT (20 pb) e 5mM MgCl, em volume final de 20 uL. As reagdes de
Real Time gqPCR foram realizadas no sistema STEP ONE PLUS (Applied Biosystems),
utilizando SYBR Green (2X SYBR Green PCR Master Mix — Applied Biosystems), 0,1 uL
de cDNA e 200nM de oligonucleotideos. Para a coleta de dados cada ponto experimental
foi replicado cerca de nove vezes além da manutencdo de controles de amplificagao
especifica utilizando cDNA sintetizado a partir de RNA extraido de culturas puras de M.
perniciosa. As amplificacdes foram avaliadas quanto a especificidade através da inclusao
de curvas de denaturacao ao final de cada corrida e, quando necessario, avaliadas em gel
de agarose 2%. Foram realizadas curvas-padrdao para determinar a eficiéncia de
amplificacdo de cada alvo e a determinacdo do melhor controle endégeno para as
condicbes analisadas foi feita utilizando-se do software GeNORM
(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/). A andlise estatistica da expressao relativa

nos pontos de coleta foi realizada utilizando-se o software REST2009 (http://www.gene-



quantification.de/rest-2009.html) que utiliza um modelo de quantificagdo relativa baseado

em corregao pela eficiéncia de cada reagao (Pfaffl at al., 2001).

4.4 — Resultados e Discussao

M. perniciosa quebra o ciclo fisiolégico do carbono no apoplasto de tecidos

infectados de cacau

Com a andlise do perfil de fontes de carbono no apoplasto, pudemos evidenciar
um padrao oscilatério ritmico das concentragdes ao longo do tempo nas plantulas sadias
de cacau (Figura 1). Os picos de concentracdo das fontes de carbono Inositol, Eritritol,
Glicerol, Manitol, Sorbitol e Sacarose (Figura 1, A-E) coincidem com os momentos de
langcamento de novas folhas (tipicamente 3 ou 4 por langamento em 0 DAI, 30 e 35 DAl e
em torno de 60 DAI), e diminuem conforme a expansdo e maturacdo dos novos tecidos,
em um padrdo na forma da letra “W”. De modo inverso, as concentragcdes de Glicose e
Frutose tém seu pico com a maturacao das novas folhas e diminuindo de concentragao no
momento de ocorréncia dos novos lancamentos foliares (Figura 1, F), em um padrao na

forma da letra “M”.

A ocorréncia dos padrées W e M podem ser explicadas com base no ritmo de
crescimento das plantas sadias. Durante o lancamento e imediatamente ap6s (picos do
padrdo W), a maior riqueza de fontes de carbono proveniente dos tecidos “fonte”
fotossintetizantes viabiliza o rapido crescimento e expansao de novas folhas ou tecidos
“dreno”. Essa rapida expansao e desenvolvimento consome as fontes de carbono até o
momento da transicéo das folhas expandidas para tecido do tipo “fonte” (vales do padréao
W) quando as novas folhas passam a realiza fotossintese, acumulando Glicose e Frutose

(picos do padrao M).
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Figura 1: Variagao das concentracées (mM) de poli &lcoois e agucares soluveis no apoplasto de

cacau durante o desenvolvimento da Vassoura-de-bruxa (em DAI, Dias Apos a Infec¢do) medidas

através de cromatografia ibnica. Variagdo das concentragdes de Inositol (A), Eritritol (B), Glicerol

(C), Sorbitol e Manitol (D), Sacarose (E) e Glicose e Frutose (F).

M. perniciosa evoluiu de forma a infectar e proliferar nos tecidos do tipo “dreno”.

Essa estratégia confere duas grandes vantagens ao patdégeno, pois ao infectar esse tipo

de tecido além de uma maior disponibilidade de fontes de carbono existe espaco para




acompanhar o rapido crescimento da planta, permitindo a coloniza¢ao rapida do ramo em
expansao. De um modo geral, a quantificacao dos carboidratos e poli alcoois no apoplasto
de cacau infectado mostrou uma forte desregulacdo do ciclo natural que ocorre em
plantas sadias. Inositol e Eritritol (Figura 1 A e B) aumentam de concentragcdo de modo

transiente no inicio da infec¢cao para cair acentuadamente a partir de 15 DAI.

Inositol (ou Mio Inositol) € um poli alcool ciclico de 6 carbonos e é importante no
crescimento e desenvolvimento normal de plantas, exercendo papéis multiplos como
participagdo na via de sinalizagcado do Fosfatidil Inositol, sintese de &cido fitico, da parede
celular, transporte e acumulo de auxina e producdo de moléculas relacionadas a stress
(Loewus e Murthy, 2000; Loweus, 1990). Eritritol, também um poli alcool, apesar de
comum como metabdlito em plantas, tém sua participacao no metabolismo vegetal pouco
elucidada. Kuroda e colaboradores, 2008 sugerem que eritritol é capaz de promover o
crescimento acelerado em plantas e fungos, e Hartog e colaboradores, 2010 sugerem
uma capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio. O aumento transiente de
ambos poli alcoois pode estar relacionado respectivamente ao desbalan¢go hormonal
causado pela provavel producao de auxina por M. perniciosa (Kilaru et al., 2007) e a uma

inducdo de uma maior taxa de crescimento inicial dos lancamentos infectados (Figura 2).
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Figura 2: Diferengca de crescimento inicial (10 DAI, Dias Ap0s

Infeccdo) entre ramo sadio controle a esquerda e infectado a direita.

Os poli alcoois Glicerol, Manitol, Sorbitol e o agucar Sacarose diminuem
rapidamente de concentracdo apds a infeccao, atingindo niveis baixos e estaveis em
torno e a partir de 25 DAI (Figura 1, C-E). Essa queda de concentracao pode refletir de
modo nao mutualmente exclusivo tanto um consumo por parte do fungo, como o
evidenciado no Capitulo 2 com base na expressao dos genes da via de assimilacao do
Glicerol, quanto por parte da rapida utilizacdo dessas fontes de carbono pelo tecido
vegetal em crescimento e expansdo. Os agucares soluveis Glicose e Frutose aumentam
ligeiramente durante a infeccdo, no entanto a taxas mais baixas que o acumulo que
ocorre em plantas normais no mesmo periodo (Figura 1, F). Isso pode refletir uma
ineficiéncia da conversao fotossintética ou incapacidade da transicdo dos tecidos

infectados de um tipo “dreno” para um tipo “fonte”.

De um modo geral, pode-se concluir que existe um ciclo ritmico de concentragdes

de fontes de carbono no apoplasto de cacau sadio e que esse ritmo é descaracterizado

ya

nas plantas infectadas por M. perniciosa. E possivel constatar também um padrao



correspondente a diminuicdo das concentragdes das fontes de carbono que ocorre em
média ao redor de 25 a 30 DAI (Figura 1), o que pode significar um ponto de mudanca
metabdlica por parte do fungo através de stress por diminuigdo das fontes de carbono

disponiveis a partir desse periodo.

A queda da concentracao de poli alcoois e acucares soluveis no apoplasto coincide

com o desenvolvimento do calo na base do ramo infectado

De um modo geral o desenvolvimento da Vassoura-verde ocorre primeiramente
através do rapido langamento de um numero maior de folhas que o evidenciado em um
langamento normal e uma rapida hipertrofia do ramo infectado (Figura 3, A).
Posteriormente, ocorrem brotamentos laterais sem a expanséo de novas folhas (perda da
dominéncia apical) concomitantemente com o aumento do inchago generalizado do caule
infectado (Figura 3, B). Por fim, a maturidade da Vassoura-verde ocorre com o apice da
hipertrofia do ramo, maior curvatura das folhas (epinastia) e o desenvolvimento de um

calo pronunciado na base do ramo infectado, o local inicial de infec¢ao (Figura 3, C).
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Figura 3: Desenvolvimento da Vassoura-verde em plantulas de cacau. A) Primeiros sintomas de
hipertrofia com cerca de 10-15 DAI. B) Crescimento do ramo infectado, aumento da hipertrofia e
inicio dos brotamentos laterais (setas brancas) com cerca de 15 a 25 DAI. C) Vassoura-verde
madura, 25 — 35 DAI, com sintomas de perda de dominancia apical (setas brancas),

intumescimento do calo na base do ramo (seta vermelha) e epinastia das folhas (seta azul).

O desenvolvimento do calo na base do ramo infectado torna-se visualmente
evidente em torno de 25-30 DAI, e paralela a queda das concentragbes das fontes de
carbono no apoplasto dos tecidos infectados. De modo interessante, no caso da nao
transicdo do tecido infectado de um tipo “dreno” para um tipo “fonte” esperava-se um
transporte preferencial de nutrientes das partes sadias da planta para as partes
infectadas. No entanto, ao contrario de outras interacdes planta-patégeno (Berger et al.,
2007), isso parece nao ocorrer na Vassoura-de-bruxa a partir do dia 25-30 DAI, quando a

Vassoura-verde atinge a maturidade em termos de desenvolvimento dos sintomas.



O desenvolvimento do calo impede a comunicacao vascular das partes sadias da

planta com o ramo infectado

Cortes histolégicos transversais dos caules de tecidos sadios e infectados
sugerem que o aumento da circunferéncia (hipertrofia) nos tecidos infectados é fruto de
um aumento da diferenciagéo do xilema (Figura 4, A-B e C-D). De modo intrigante, o calo
na base da Vassoura-verde madura ndo apresenta esse padrdo de diferenciacao,
mostrando-se como uma massa de células desorganizada e indiferenciada, com a
estrutura do tecido vascular totalmente descaracterizada (Figura 4, E-F), sugerindo a

perda da capacidade de transporte vascular através desse ponto.

SADIA

INFECTADA

CALO

Figura 4: Cortes transversais (barras vermelhas & esquerda) e microscopia do caule de plantas
sadias controle (A e B), infectadas (C e D) e do calo (seta branca) na base das Vassoura-verde
(EeF).
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De modo a testar se o desenvolvimento do calo é suficiente para impedir o fluxo
vascular das partes sadias da planta para o ramo infectado, extraimos e quantificamos o
volume de apoplasto dos ramos infectados com 30 DAI (Vassoura-verde madura) a partir
de um corte perpendicular do caule acima (na regiao infectada — Figura 5 B) e abaixo (na
regido sadia — Figura 5 A) do calo. Os resultados dos volumes obtidos, normalizados pelo
peso do ramo infectado, sugerem um comprometimento do transporte vascular entre
partes sadia e infectadas das plantas embora exista um fluxo residual verificado pela
capacidade de se extrair apoplasto a partir de um corte abaixo do calo (Figura 5 A). No
entanto, esse valor residual pode ser um artefato da técnica de extragao sob pressao e no

sentido inverso, e nao refletir o transporte fisiolégico real através da base do ramo.

600 -

450

500 -

400 -+

300 A

Volume apoplasto (pL)

200 -

100 -

A B
(Abaixo do Calo) (Acima do Calo)

Figura 5: Coleta de apoplasto de Vassouras-verdes maduras a partir de um corte transversao do
caule abaixo (A) ou acima (B) do calo da base da Vassoura (seta vermelha). O volume de apoplasto
coletado em microlitros, normalizado pelo peso dos ramos infectados, reflete o grau de condugao
vascular através do calo.



Para testar a perda da capacidade de transporte sob condigdes fisiologicas,
utilizamos a técnica descrita por Lin e colaboradores em 2011 para infiltrar uma solugéo
de 5mg/mL de Xileno Cianol em &gua através do peciolo da folha sadia imediatamente
abaixo do calo na base do ramo infectado de Vassouras-verdes maduras (30 DAI).
Através dessa técnica € possivel monitorar o transporte vascular sob condicoes
fisiologicas pela migracdo do corante azul através dos tecidos. Plantas sadias controle
apresentaram um padrao de coloragcédo azul visivel nas folhas maduras € no meristema
apical em 48 horas de infiltragdo (Figura 6, A e B) enquanto plantas infectadas n&o
apresentaram migracdo do corante para nenhum tecido da Vassoura-verde. Extracdes do
apoplasto de ramos sadios e de Vassouras-verdes infiltrados com Xileno Cianol e a
avaliacdo da presenca do corante através da absorbdncia em 620nm em
espectrofotdmetro mostram a total auséncia de transporte vascular das partes sadias para

as infectadas (Figura 6, C).
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Figura 6: Infiltragdo de ramos de cacau sadio e infectado a partir do peciolo da folha madura
imediatamente abaixo do ramo com solugao de Xileno Cianol. Padrédo de migragdo do corante em
folhas maduras (A) e meristema apical (B) de plantas sadias controle. C) Absorbancia em 620nm
do fluido apoplastico extraido de controle e infectados apds 48 horas de infiltragdo de Xileno
Cianol.

Do ponto de vista do fungo, a evolugdo de um mecanismo de bloqueio do fluxo
vascular na base do ramo infectado parece a principio desvantajosa por impedir o
transporte de nutrientes provenientes dos tecidos sadios da planta. Por outro lado, esse
mesmo mecanismo pode servir para impedir a remobilizagdo de nutrientes do ramo
infectado prestes a morrer, aprisionando esses nutrientes para a proliferagdo da fase
necrotréfica dicaridtica e a formagao dos basidiocarpos e esporos. De fato, resultados
recentes sugerem que 0 processo de senescéncia ocorre nos ramos infectados de cacau
como resultado da longa fase biotréfica e de seus sintomas. Durante a senescéncia,

ocorre uma reprogramacao do metabolismo da planta para remobilizar nutrientes para as



partes vivas, notavelmente promovendo o reaproveitamento de nitrogénio na forma de

amino acidos e amdnia (Mattson e Schjoerring, 2003).

A expressao do gene de necrose MpNEP2 e a curva de crescimento de M,
perniciosa nos tecidos infectados, sugere que a queda nas concentracoes de fontes

de carbono é um sinal importante no processo de patogenicidade

Nos experimentos com o0 modelo em plantulas, os primeiros sintomas de necrose
ocorrem em torno de 50 a 60 DAI, apds a queda das concentragdes de fontes de carbono
no apoplasto. De modo a testar uma eventual reprogramacado metabdlica do fungo
comprometida com a necrose em resposta ao stress por queda das concentracdes de
carbono no apoplasto, avaliamos a expressao de um fator de patogenicidade, MpNEP2,
durante a interacdo. MpNEP2 é um gene que codifica uma proteina de necrose e inducao
de etileno (Kuffner et al, 2009) e € o primeiro fator de patogenicidade comprovado

estudado a partir do genoma de M. perniciosa (Garcia et al., 2007).

Durante a interacao é possivel evidenciar que a expressao de MpNEP2 é induzida
progressivamente a partir de 30 DAI (Figura 7), sugerindo uma relagdo de consequéncia
do stress nutricional experimentado pelo fungo com a queda das concentragdes de fontes
de carbono no apoplasto. De fato, estudos de fungos fitopatbgenos mostram que a
expressao de genes de patogenicidade € normalmente induzida sob deprivagdo de

nutrientes (Brown et al., 2008; Mathioni et al., 2011).
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Figura 7: Expresséao relativa de MpNEP2 avaliada por PCR quantitativo em tempo
real do RNA extraido ao longo do desenvolvimento da Vassoura-de-bruxa em
plantulas de cacau.

Suporte para a existéncia de um sinal de stress nutricional baseado em carbono
em torno de 30 DAI também pode ser verificado através de uma curva de crescimento do
fungo durante a interacdo. E possivel extrapolar uma curva de crescimento de M.
perniciosa a partir dos dados de expressdao do controle enddégeno Beta Tubulina 2
(MpTUB2), assumindo-se que ela n&o varia ao longo da interacdo e que diferencas na
guantidade relativa de seu mRNA refletem diretamente um maior nimero de hifas. Com
base no padrao de crescimento observado, é possivel notar que existe um aumento
exponencial do fungo durante o desenvolvimento dos sintomas que paralela a queda das

concentragdes de fontes de carbono no apoplasto em 30 DAI (Figura 8). O crescimento



entdo se torna lento para so6 ser retomado em torno de 50 DAI, com o aparecimento

primeiros sintomas de necrose (Figura 8).
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Figura 8: Expressao do controle endégeno MpTUB2 ao longo do desenvolvimento da Vassoura-de-

bruxa em cacau.

De modo a testar o papel das fontes de carbono na sinalizagdo da patogenicidade

em M. perniciosa durante a interagdo com cacau, plantas infectadas com 40 DAI foram

submetidas a infiliracbes de solucdes de carboidratos (Glicose, Frutose, Sacarose,

Glicerol, Manitol e Inositol, 10 mM cada) ou controles contendo somente o veiculo aquoso

a partir de um peciolo de uma folha localizada diretamente no ramo infectado.

O acompanhamento preliminar desses experimentos mostrou um atraso médio no

aparecimento da necrose nas plantas infiltradas com carboidratos em cerca de 15 dias. E

possivel que a infiltracdo atrase a expressao dos genes de patogenicidade do fungo,
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impedindo a necrose precoce do ramo infectado, no entanto, a possibilidade da solugéao
de carboidratos atrasar diretamente o processo de senescéncia da Vassoura-verde nao
pode ser descartada. De fato, as hip6teses ndo sao mutualmente exclusivas e andlises
futuras da expressao de eventuais genes marcadores do processo de senescéncia e da
expressdo de MpNEP2 em Vassouras-verdes infiltradas e controles deverao permitir uma

avaliacao mais especifica do papel das fontes de carbono nesses processos.

De um modo geral, o metabolismo de carbono parece ter um papel fundamental
tanto na patogenicidade de M. perniciosa quanto no desenvolvimento da doenga no
cacaueiro. A futura identificacdo e estudo de reguladores do metabolismo de carbono em
M. perniciosa devem fornecer um conjunto de alvos importantes para o estudo de
mutantes e testes das hipoteses levantadas neste projeto. De modo similar, com o melhor
entendimento das alteragdes fisiolégicas durante o desenvolvimento da Vassoura-de-
bruxa, em especial do processo de senescéncia e também do metabolismo de nitrogénio,
devem permitir a construcdo de um modelo de estratégias de manejo visando a
manipulac¢do da fisiologia do cacaueiro de modo a melhorar a produtividade e a toleréncia
a Vassoura-de-bruxa. Nesse sentido, acreditamos que a caracterizacao das alteracdes do
metabolismo de carbono no apoplasto de cacau durante a Vassoura-de-bruxa realizada

neste trabalho foi uma importante contribuigéo.
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Capitulo 4

Desenvolvimento de ferramentas basicas de inativacao génica e localizacao
subcelular de proteinas no fitopatégeno Moniliopthora perniciosa para fins

de genémica funcional.

Joan G. Barau, Vinicius M. A. carvalho, Ludimila D. Almeida,
Johana Rincones e Gongalo A. G. Pereira
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4.1 — Resumo

Desde o inicio em 2001 do projeto genoma do fungo Moniliopthora perniciosa,
causador da Vassoura-de-bruxa em cacau, uma série de trabalhos elucidando aspectos
moleculares e fisioldgicos permitiram a construcdo de um modelo global dessa
fitopatologia. Atualmente, com a expansdao dos dados de genoma e transcriptoma
utilizando tecnologias de sequenciamento de DNA de terceira geracao (lllumina e 454 Life
Sciences) e um consequente maior refinamento do modelo proposto da interacdo planta-
fungo, dezenas de genes-alvo com potencial participacdao em vias de patogenicidade e
desenvolvimento de diversos aspectos da doenga foram identificados. Nesse contexto,
dentre as atuais ferramentas desenvolvidas ao longo dos ultimos dez anos para analises
de gendmica funcional nesse modelo, a inativacdo ou nocaute de genes por gene
targeting e o estudo da atividade de proteinas através de fusbes com genes reporteres
sdo ferramentas essenciais ao teste das hipbteses geradas como fruto da pesquisa
gendmica da Vassoura-de-bruxa. Transformantes de M. perniciosa carregando uma coépia
do gene marcador de autofagia MpATGS8 fusionado em sua extremidade carboxi-terminal
ao marcador GFP, apresentaram um padrdo de fluorescéncia difuso no citoplasma sob
condicbes normais e a concentragdo nos autofagossomos sob condigcdes de deprivacio
de nutrientes e autofagia, demonstrando a possibilidade da aplicacdo de fusbes com
reporteres fluorescentes para experimentos de localizacao subcelular de proteinas desse
fitopatdgeno. Considerando os dados disponiveis na literatura, uma estratégia baseada na
selecdo de recombinantes através da técnica split marker em conjunto com um
silenciamento transiente do sistema de reparo NHEJ por RNAI foi tracada de modo a
obter o nocaute do gene MpKu70 que codifica uma proteina essencial a essa via de
reparo, cuja inativacdo estd associada a geracdo de uma linhagem mais susceptivel a
recombinagdo homologa e gene targeting. Usando a estratégia split marker nao foi

possivel obter transformantes, no entanto, na transformacao com o cassete de disrupcao



completo foi possivel obter 1,5% (2 entre 150) de recombinantes positivos conforme a
selecdo por PCR da insercéo no locus Ku70. A estratégia de silenciamento transiente do
mecanismo NHEJ visando facilitar a recombinagao e a insercdo no locus Ku70 mostrou-
se promissora, aumentando a taxa de sucesso de 1,5% para 34% (10 entre 29) em
eventos de co-transformagdo com 10 pg de RNA senso e antisenso do mRNA do gene
Ku70. Embora as inser¢des tenham sido verificadas por PCR e sequenciamento, ndo foi
possivel obter nenhuma linhagem homocariética com o nocaute total do gene MpKu70
verificado através da expressao do alelo selvagem presente no heterocarion através de
PCR quantitativo em tempo real. A validagao dos alelos nocautes por Southern Blotting e
a purificacdo de linhagens homocariéticas nocaute para o gene MpKu70 deve fornecer
uma linhagem melhorada (NHEJ deficientes) com fenétipo de maior taxa de
recombinacdo homologa em relagédo a integracdo aleatéria e portanto, mais susceptivel a

manipulacdo genética por gene targeting.

4.2 - Introducao

A iniciativa do projeto genoma do fungo causador da Vassoura-de-bruxa em cacau
expandiu o leque de possibilidades envolvendo a pesquisa genética e biologia molecular
nos trabalhos cientificos nesse modelo fitopatoldgico. O draft do genoma de Moniliopthora
perniciosa, sequenciado com tecnologia Sanger a uma cobertura de cerca de 4X
(Mondego et al., 2008), alavancou durante a sua producdo uma série de trabalhos de
caracterizacdo molecular de diversos aspectos da interagcao fitopatogénica. De fato, a
iniciativa e suas consequéncias mostraram-se de tal maneira positivas que o trabalho de
sequenciamento avangou recentemente nao s6 no sentido da obtengdo de um genoma

completo, mas também na avaliagao do transcriptoma do fungo e do cacaueiro utilizando
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novas tecnologias de terceira geragao (2009/50119-9 Auxilio Pesquisa - Projeto Tematico

da Vassoura-de-bruxa).

Atualmente diversas vias metabdlicas ou genes com papel importante na
patogénese de M. perniciosa em cacau estdo sendo estudados em seus aspectos
genéticos (regulacdo da transcricdo génica), bioquimicos e fisiolégicos (atividade das
proteinas e resposta a inibidores), evolutivos (filogenias e transferéncia horizontal de
genes) e estruturais (resolucédo de estruturas de proteinas-chave). Nesta segunda etapa
de transicdo da investigacdo exploratéria para os testes especificos do modelo da
Vassoura-de-bruxa, a manipulacdo genética de M. perniciosa € uma instrumentacao
estratégica e essencial para o teste de hipdteses e a significativa melhoria do nivel das

publicacdes.

O trabalho pioneiro na transformacao genética de M. perniciosa foi realizado por
Lima e colaboradores em 2003, utilizando o plasmideo pAN7-1 contendo o gene hph de
Escherichia coli marcador de resisténcia ao antibiético Higromicina controlado por
promotor e terminador heterdlogos de ascomicetos (gpd e trpC de Aspergillus nidulans).
Posteriormente, Lopes e colaboradores em 2008 demonstraram um significativo aumento
da eficiéncia de transformacgao ao utilizar uma construcao semelhante, porém contendo
um promotor heterélogo de basidiomicetos (gpd de Agaricus bisporus) e enzimas de
restricdo (REMI), inclusive demonstrando a possibilidade de obtencdo de mutantes

auxotroficos.

Em 2009, Caribé dos Santos e colaboradores utilizaram a mesma técnica para
introduzir o marcador de fluorescéncia verde (GFP) em conjunto com a resisténcia a
Higromicina, presentes no vetor pHSP70-SG, seguido de introducdo de RNA dupla fita
(transcrito GFP senso e antisenso) nos transformantes para obtengédo do silenciamento

génico (knockdown) e consequente apagamento do GFP através de RNA de interferéncia



(RNAI). A demonstragdo da funcionalidade da via de RNAi para silenciamento de genes
em M. perniciosa foi um importante avanco na analise genética desse fitopatégeno no
entanto, a técnica descrita apresenta algumas desvantagens em relacdo a completa
inativagdo génica (knockout) para fins de genética reversa como a auséncia de marcador
de selegdo positiva, silenciamento cruzado entre familias génicas ou genes

compartilhando regides conservadas, expressao residual e silenciamento transiente.

Considerando a possibilidade de utilizagcdo do marcador GFP e do subsequente
silenciamento por RNAi (Caribé dos santos et al., 2009), a utilizacdo de fusdes de
proteinas de interesse com marcadores de fluorescéncia é uma ferramenta importante na
analise genética funcional de genes com potencial de fornecer informagdes quantitativas
sobre a producdo e localizacdo subcelular de proteinas e a atividade de processo
biolégicos envolvendo o gene-alvo in vivo. De modo a testar a viabilidade desse tipo de
andlise por microscopia de fluorescéncia das hifas vivas de M. perniciosa, uma fuséo
carboxi-terminal do gene marcador de autofagia MpATG8 com o marcador fluorescente
GFP foi idealizada de acordo com o descrito em estudos do processo de autofagia em
Saccharomyces cerevisiae (Kim et al., 2001). MpATG8 é o correspondente homoélogo de
M. perniciosa ao gene AUT7 de S. cerevisiae que codifica uma proteina semelhante a
Ubiquitina e que participa do processo de autofagia através do recrutamento da
membrana de formacdo do autofagossomo (Nakatogawa et al, 2009). Em células
normais, ATG8 encontra-se a niveis basais no citoplasma, no entanto, durante o processo
de autofagia ATG8 concentra-se inicialmente em um ponto do citoplasma (PAS, Pre-
Autophagossomal Structure) e posteriormente no interior do autofagossomo (Kim et al.,
2001). O acompanhamento do processo de autofagia em transgénicos expressando
fusbes carboxi-terminais da proteina ATG8 com GFP através das diferentes localizagbes

subcelulares deve fornecer uma plataforma importante para a prova de conceito de
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aplicabilidade dessa ferramenta em M. perniciosa tendo em vista que o0 processo de
autofagia parece estar relacionado a aspectos importantes do ciclo de vida e
fitopatogenicidade nesse fungo (Pungartnik, et al, 2009) e em outros fitopatégenos

modelo (Nadal et al., 2010).

A inativacao génica é outra importante ferramenta no estudo genético de fungos e
que fornece pistas essenciais sobre o papel bioldégico dos genes-alvo (Krappmann, 2007).
Em fungos ela é tradicionalmente obtida através da interrupgéo ou troca do gene-alvo por
um fragmento de DNA exdgeno carregando um marcador de selecao (Villalba et al.,
2008), seja através de mutagénese por insercdao aleatéria e isolamento via selecao
fenotipica (gene tagging) ou mediada por recombinagdo homologa sitio especifica (gene
targeting) através da utilizacdo de sequéncias homologas ao gene-alvo ligadas ao

marcador de selecéo.

Embora laboriosa, a primeira técnica se destaca por permitir a analise genética
direta a partir de um fenétipo-alvo e foi pioneiramente demonstrada em M. perniciosa por
Lopes e colaboradores em 2008 através do isolamento de um mutante deficiente na via
Biosintética do aminoacido Metionina. No entanto, a inativagdo génica por recombinag¢ao
homodloga permite modificagdes precisas no genoma viabilizando analises de genética
reversa (Kuck et al., 2010) mais adequadas ao modelo de estudo da Vassoura-de-bruxa
tanto devido as caracteristicas da biologia do fungo e das limitagcdes técnicas resultantes,
quanto pelo estado da arte dos dados de genoma, transcriptoma e genes possivelmente

envolvidos na patogenicidade em cacau.

A inativagdo génica por recombinacdo homologa tipicamente é realizada através
da transformacdo com uma construcdo contendo um cassete de expressao de um gene
marcador flanqueado por sequéncias homélogas aos flancos 5 e 3’ da regido codante do

gene-alvo a ser inativado. O tamanho das sequencias homoélogas na construcao tém uma



influéncia direta no sucesso da recombinagdo e depende da eficiéncia relativa entre as
duas vias de reparo de quebra de dupla fita de DNA em cada organismo (Krappman,

2007).

O reparo de quebra de dupla fita de DNA em Eucariotos se inicia com o
reconhecimento de extremidades soltas de DNA dupla fita por proteinas especificas de
duas vias diferentes, a via de reparo por reconhecimento de sequéncias homélogas e
recombinacao (HR; Homologous Recombination) ou por inser¢ao aleatéria via ligacdo de
extremidades nao homoélogas (NHEJ; Non Homologous End Joining). Na HR, o
reconhecimento das extremidades de DNA dupla fita soltas ocorre via um homodimero
RAD52, identificado e estudado em Saccharomyces cerevisiae (Symington, 2002), fungo
onde essa via ocorre em alta eficiéncia e é a principal forma de integracdo de DNA
exogeno (Krappman, 2007). NHEJ por outro lado depende primariamente de um
heterodimero proteico Ku70/Ku80 (Featherstone & Jackson 1999), e € um mecanismo
mais estudado em fungos filamentosos, plantas e células humanas, onde a via é
predominante (Critchlow & Jackson 1998; Daley et al. 2005; Hefferin & Tomkinson 2005).
As evidéncias atuais sugerem que em cada organismo o reparo de quebra de dupla fita
de DNA atua sob a forma de um equilibrio competitivo entre HR e NHEJ e o destino de
um fragmento de DNA exdgeno na célula é determinado entre a integracdo homéloga ou
aleatéria de acordo com qual dos dois mecanismos, HR ou NHEJ, encontra-se

predominante (Haber, 1999).

Nesse contexto, a obtencao de linhagens NHEJ deficientes é uma estratégia valida
no trabalho de genémica funcional em fungos onde a manipulagdo genética tradicional é
excepcionalmente trabalhosa e dificil. De fato, trabalhos recentes mostram um aumento
significativo da eficiéncia da recombinagcdo homologa viabilizando o gene targeting em

linhagens onde um ou ambos os genes Ku foram silenciados ou nocauteados (Krappman
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2007). Apesar dos trabalhos até agora mostrarem que linhagens NHEJ deficientes
apresentam um desenvolvimento normal, elas também carregam um fenétipo associado
de maior susceptibilidade a agentes mutagénicos presumidamente devido a uma maior
instabilidade do genoma, e ocorréncia de eventuais letais sintéticos no uso dessas

linhagens em futuros nocautes nao pode ser descartada (Krappman 2007).

Além da obtencdo de linhagens NHEJ deficientes, outra estratégia valida na
otimizacdo da obtengdo de nocautes génicos em fungos filamentosos € a selegcao de
recombinantes positivos através da técnica split-marker (Kuck & Hoff, 2010). Essa técnica,
criada inicialmente para aperfeicoar a manipulacdo genética em leveduras (Fairhead et
al., 1996), utiliza a co-transformacéo de dois fragmentos de DNA, cada um contendo uma
porcdo de um cassete de expressdo de um gene marcador com uma regido de
sobreposicdo central entre eles de modo que o marcador serd expresso SO nos
transformantes que incorporarem os dois fragmentos no mesmo locus através de trés

recombinagdes (Figura 1).



Locus Selvagem

Gene-alvo

Gene Marcador de...

DNA Transformante
(Split Marker)

|...or de Selecao

Locus Nocaute 1

/1111 ///////]  Gene Marcador de Selegéo S,

Figura 1: Esquema exemplificando a estratégia Split Marker de selecdo de linhagens nocaute
através da reconstituicao do marcador de selegao funcional no locus especifico pela ocorréncia de

trés recombinac¢des homologas.

Em consideracdo das alternativas técnicas disponiveis e da necessidade da
obtencdo de mutantes de M. perniciosa para fins de gendmica funcional e teste das
hip6teses envolvendo o papel de genes na fitopatogenicidade em cacau, foi delineada
uma estratégia baseada na obtencdo de um primeiro nocaute de um dos genes do
mecanismo de reparo NHEJ visando: (1) a prova de conceito da viabilidade desse tipo de
manipulacao e (2) o desenvolvimento de uma linhagem melhorada susceptivel a gene
targeting. Para tanto, resolvemos combinar a metodologia split-marker para a selecéo dos
eventos desejados de recombinagdo com o silenciamento transiente do mecanismo de
reparo NHEJ por RNAI no intuito de aumentar a probabilidade da ocorréncia de RH
mediando 0 subsequente nocaute de um dos genes do heterodimero Ku70/Ku80 e a

reconstituicao do marcador no locus.
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4.3 — Materiais e Métodos

Isolado de M. perniciosa, meios de cultura e protocolo de transformacao e selecao

dos transformantes.

Para a transformacao de M. perniciosa foi utilizado o isolado CP02, representativo
da populagdo patogénica em cacau no Sul da Bahia, cujo genoma foi sequenciado.
Culturas foram mantidas a 28°C no escuro em meio Malte 1,7% (17g/L extrato de Malte,
5g/L extrato de levedura e 15g/L agar). O procedimento de transformagao e sele¢do dos

transformantes foi realizado conforme Lopes e colaboradores, 2008.

Oligonucleotideos utilizados durante o projeto

Oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR quantitativo em tempo real (qRT-
PCR) realizadas no projeto foram sintetizados em escala 10 nMol e de-salinizados

(Prodimol - IDT), listados organizados funcionalmente na Tabela 1.



Tabela 1: Lista de oligonucleotideos

Utilizacao

Oligo

Sequéncia 5°-3’

MpKu70 cDNA para
transcricao in vitro

MpKu70cDNAT7 FWD

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGACCAACCCATTTCACCACTAGG

MpKu70cDNAT7 REV

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGATGTTTGCTCCGTATCTCCGC

MpKu70cDNA FWD

CCAACCCATTTCACCACTAGG

1,

Montagem do ¢

MpKu70cDNA REV TGTTTGCTCCGTATCTCCGC
L MpKu70RT FWD TACCCGCTCGCTTGTGAATC
PCR quantitativo em
tempo real MpKu70
MpKu70RT REV GCCCAACTTCAAGCAAGTGC
1Kb 5 FWD CCGAGACTGGTATTTCAGTIC
1Kb 5’ REV CTTGTGGTTGAAAGGAAGAG
Higrom FWD AACAACTCTTCCTTTCAACCACAAGGAAGAAGCTTTAAGAGGTCC
Montagem do cassete Higrom REV TGCCTCCGCTCGAAGTAGCG
de gene targeting
(nocaute MpKu70) romicin FWD CACGTTGCAAGACCTGCCTG
romicin REV CGCTCAACAAGTGCAGCTTTCAGACCGTTAATAACACATTGCGGACG
1Kb 3' FWD AACGGTCTGAAAGCTGCACTTG
1Kb 3° REV TCTGCCAGTGACCGTAATCG
Selecdo nocautes 5’ up gDNA FWD GAGTGTTCGTGGAATGGTCC
Ppubg FWD TGATGTCAGGTTCATCCAAC
Ppubg REV CCTCGCCCTTGCTCACCATTCTGGAATATGGAGACGATG
EGFP FWD CCAGAATGGTGAGCAAGGGCGAGG
EGFP REV CATCCTTGAATTTGGACCTCATCTTGTACAGCTCGTCCATG

de localizacao
subcelular de
MpATGS8 (fusao GFP-
MpATGS)

MpATG8c FWD

ACAAGATGAGGTCCAAATTCAAGGATG

MpATG8c REV

GGCAACTACAACAGCACTGCAATATTCATGAATCCGACGGTAGCT

Tpubg FWD

GCAGTGCTGTTGTAGTTGCC

Tpubg REV

CAGACTGCATCTTCTACGTC

Tpubg-Higrom FWD

GAGCGGTCACGTTAGTCGACGTAG+CGGTGCCTTCTGTGCTTCCA

romicin REV

CGCTCAACAAGTGCAGCTTTCAGACCGTTAATAACACATTGCGGACG

103



104

Montagem dos cassetes de gene targeting e localizacao subcelular.

As montagens dos cassetes de gene targeting e localizagdo subcelular foram
realizadas por fusdo em PCR conforme Szewczyk e colaboradores, 2006 e Yu e
colaboradores, 2004. Para a montagem do cassete de delegédo do gene MpKu70, 1Kb das
regidbes genbmicas 5’ e 3’ flanqueadoras do gene MpKu70 foram amplificadas em PCR
com oligonucleotideos contendo caudas 5 complementares as regibes adjacentes
desejadas na no marcador de sele¢cdo. O marcador de selegdo consiste em um cassete
de expressdao do gene de resisténcia a Higromicina (hph de E. coli) controlado pelo
promotor gpd (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) de Agaricus bisporus e terminador
CaMV 35S, e foi amplificado em PCR a patir do vetor pBGgHg (Chen et al.,, 2000) com
oligonucleotideos contendo caudas 5 complementares as regides adjacentes desejadas
nos flancos 5’ e 3'. As reagbes de PCR dos fragmentos foram realizadas com enzima de
alta fidelidade Pfu DNA Polimerase (Fermentas) conforme as especificacdes do fabricante

para evitar a incorporagao de mutagoes.

Os produtos de PCR, 1Kb 5’, 1Kb 3’ e hph foram purificados do gel de agarose 1%
e utilizados (cerca de 10 ng cada) em uma reagdo de fusdo sem oligonucleotideos
seguida de amplificagcdo por PCR através da adicao dos oligonucleotideos direto usado
previamente na amplificagdo do fragmento 1Kb 5’ e reverso usado na amplificagdo do
fragmento 1Kb 3’ da seguinte maneira: 7 ciclos (94°C/20 seg.; 60°C/20 seg.; 72°C/2 min.)
de fusdo sem oligonucleotideos contendo concentragdes indicadas pelo fabricante
(Fermentas) de Pfu DNA Polimerase, tampao e dNTPs mais 10 ng cada dos fragmentos
1Kb 5’, hph e 1Kb 3’. Em seguida a reagdo é mantida em 4°C durante a adicdo de 1,25 u
de Pfu DNA Polimerase e 5 pMol dos primers 1Kb 5 FWD e 1Kb 3’ REV, seguidos de 30

ciclos de amplificagéo (94°C/20 seg.; 60°C/20 seg.; 72°C/2 min.).



O produto da fusdo/amplificacdo foi analisado em gel de agarose 1% e a banda
correspondente a montagem especifica foi excisada, purificada e clonada em pGEM-T
easy (Promega) conforme o protocolo do fabricante, gerando o vetor de delecado pGEM-
del-MpKu70 (Figura 2). Para a obtencdo dos vetores para a técnica split marker,
amplificagbes por PCR a partir de pGEM-del-MpKu70 usando os primers 1Kb 5° FWD,
Higrom REV e romicin FWD, 1Kb 3’ REV foram realizadas utilizando Pfu DNA Polimerase
e 0s produtos purificados do gel de agarose 1% foram clonados em pGEM-T easy,
gerando os vetores split marker pGEM-sm-Higrom e pGEM-sm-romicin. As montagens
clonadas em pGEM-del-MpKu70, pGEM-sm-Higrom e pGEM-sm-romicin foram

confirmadas quanto a presenca de erros ou mutagdes por sequenciamento.

Para a montagem do cassete de localizacdo subcelular, foi realizada uma fusao da
regido carboxi-terminal do gene MpATG8 (homoélogo de AUT7 de S. cerevisiae, que
codifica uma proteina semelhante a ubiquitina que participa do processo de autofagia em
eucariotos) com o gene da proteina fluorescente verde (GFP) sob controle do promotor e
terminador do gene da Poliubiquitina de M. perniciosa (Figura 3). A montagem seguiu
conforme o descrito para anteriormente para pGEM-del-MpKu70 porém dessa vez com a
fusdo de cinco fragmentos independentes para a clonagem e criacao do vetor pGEM-
GFP-ATGS8: promotor Poliubiquitina (pPubq), gene MpATG8 e terminador Poliubiquitina
(tPubq) a partir do DNA genémico de M. perniciosa e GFP e marcador de selecéo (hph) a

partir do vetor pBGgHg (Chen et al., 2000).
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1Kb 5' FWD Higrom FWD romicin FWD 1Kb 3' FWD

— — —» —
MpKu70 5’ Up Prom. GPDH — gR\Vet-To V1ot NI Term MpKu70 3’ Down
1 Kb | ACHSPDONUS <E30R y | 1 Kb
«— - - -~
1Kb 5' REV Higrom REV romicin REV 1Kb 3' REV

Figura 2: Esquema do cassete de gene targeting utilizado para obtencao do nocaute MpKu70 clonado em pGEM-del-MpKu70. Oligos utilizados na
montagem por fusdo de PCR do cassete completo e dos cassetes para a estratégia split marker representados pelas setas escuras.

Ppubq FWD EGFP FWD MpATG8¢c FWD Tpubq FWD Higrom FWD
— — — - — —
Prom. MpPUBQ » Term. MpPUBQ | Prom. GPDH Term. CaMV 35S
zﬁo I 2-,759 A. bisporus 289 bp 207 bp
-+ - L +— -+
Ppubg REV EGFP REV MpATG8c REV Tpubg REV romicin REw

Figura 3: Esquema do cassete de fusdo com reporter fluorescente para localizacao subcelular de MpATGS8. Oligos utilizados na montagem por
fusdo de PCR do cassete completo clonado em pGEM-GFP-ATG8 representados pelas setas escuras.
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Selecao preliminar dos transformantes possiveis nocautes para MpKu70, analise da
expressao de MpKu70 e microscopia de fluorescéncia.

Para uma selecao inicial dos transformantes possivelmente carregando uma
delecdo do gene MpKu70, foi realizado uma extracdo de DNA de um pedacgo de cerca de
3mm? da colénia transformante crescendo em meio Malte 1,7% sélido com 150pg/mL
Higromicina conforme o descrito em Melo e colaboradores, 2006. O DNA de cada
transformante foi utilizado como molde em uma reagdo de PCR com oligos 5’ up gDNA
FWD e Higrom REV visando a amplificagdo de cerca de 1800 pb da jungéo entre a regido
5’ do locus de integragdo homéloga do cassete de delegdo e o gene hph contido no meio
do cassete. O produto de amplificagao foi visualizado em gel de agarose 1%, purificado,
clonado em pGEM-T easy (Promega) e sequenciado para confirmagdo da delecdo do

alelo MpKu70.

Os transformantes positivos para o PCR de confirmagdo do nocaute do alelo
MpKu70 tiveram a expressdo do gene MpKu70 avaliada em relagcdo ao nivel de
expressao do alelo selvagem em linhagens nao transformadas por PCR quantitativo em
tempo real. As reagdes de Real Time qPCR foram realizadas no sistema STEP ONE
PLUS (Applied Biosystems), utilizando SYBR Green (2X SYBR Green PCR Master Mix —
Applied Biosystems), 0,1 uL de cDNA e 200nM de oligonucleotideos Ku70 RT FWD e
Ku70 RT REV. Para a coleta de dados cada ponto experimental foi replicado trés vezes
As amplificagbes foram avaliadas quanto a especificidade através da inclusdo de curvas
de denaturacao ao final de cada corrida. Foram realizadas curvas-padréo para determinar
a eficiéncia de amplificacdo de cada alvo. A andlise estatistica da expressao relativa nos
pontos de coleta foi realizada utilizando-se o software REST2010 (http://www.gene-
quantification.de/rest-2010.html) que utiliza um modelo de quantificagdo relativa baseado

em correcao pela eficiéncia de cada reacao (Pfaffl et al., 2001).



Transformantes carregando a fusdo carboxi-terminal GFP-MpATG8 foram
transferidos para meio Malte 1,7% liquido (controle) ou agua (autofagia) por duas horas.
Em seguida laminas com pedacos de micélio foram preparadas, analisadas quanto ao
padrao de fluorescéncia em microscépio Olympus BX51 com fonte de excitacdo a 488nm

(GFP) e registradas utilizando o software Image Pro 6.1 (Olympus).

4.4 — Resultados e Discussao

Obtencao de transformantes e PCR de selecao de nocautes

Utilizando a linhagem de M. perniciosa CP02 e o protocolo de transformagao
desenvolvido por Lima e colaboradores em 2003 e otimizado por Lopes e colaboradores
em 2008, conseguimos obter em média cerca de 2 transformantes por micrograma de
DNA plasmidial (pGEM-del-MpKu70). Apesar da alta reprodutibilidade nos eventos de
transformagao e da utilizacdo da mesma linhagem, em média a eficiéncia obtida em
nosso laboratério ainda é de 2 a 12 vezes mais baixa que o reportado no trabalho original
(Lopes et al., 2008), fato que pode ser atribuido a diferengas de atividade entre lotes de
enzima protoplastizante ou divergéncia genética acumulada entre as linhagens devido a
atividade de transposons ou alteragdes cromossémicas durante os inumeros ciclos de

repicagem e manutengdo das culturas.

Foram realizadas cerca de 40 transformagdes consistindo de 20 eventos em
paralelo entre a estratégia split marker (co-transformagéo pGEM-sm-Higrom e pGEM-sm-
romicin) e a transformacao com cassete completo (0 GEM-del-MpKu70). Dos vinte eventos
com cassete completo, foi possivel isolar 150 transformantes com crescimento estavel em
meio contendo Higromicina, porém, nos 20 eventos onde a estratégia split marker foi

empregada nenhum unico transformante foi gerado (Tabela 2). Através do protocolo de
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extracao rapida de DNA (Melo et al., 2006) e selegao de recombinantes locus-especifico
por PCR, foi possivel identificar e validar por sequenciamento do produto de PCR clonado
dois transformantes potenciais nocautes do gene MpKu70 (Figura 4), representando uma
taxa de recombina¢cdo homdloga nativa baseada em sequencias flanqueadoras de 1000

pares de base de cerca de 1,5% (Tabela 2).

Tabela2: Eficiéncia do gene targeting nas estratégias de transformacao

Transformacoes
, Cassete completo +
Split Marker Cassete completo MpKu70 RNA
2 5ug pGEM-sm-

Estrategia Higrom 10ug pGEM-del- 10ug pGEM-del-MpKu70

5ug pGEM-sm- MpKu70 10pg MpKu70 dsRNA

romicin
Eficiéncia 0% 1,5% 34%
Pt Sem transformantes 2/150 10/ 34
Total

A frequéncia de recombinagdo homologa encontrada em M. perniciosa estd de
acordo com o reportado na literatura para o basidiomiceto Schizophyllum commune, de
0,3% a 1,4% (Ohm et al., 2010). Essa baixa taxa de recombinacdo homéloga, aliada a
baixa eficiéncia de transformacado provavelmente inviabilizaram a estratégia split marker
em linhagens selvagens de M. perniciosa (Tabela 2), pois a recombinac¢ao adicional que
reconstitui o0 marcador de selegédo torna o evento ainda mais improvavel. A utilizacao de
novas linhagens selvagens de M. perniciosa mais susceptiveis a transformagao que a
CP02 ou a otimizagédo do protocolo de transformacao podem viabilizar a utilizagdo dessa
estratégia. Além disso, em linhagens NHEJ deficientes como a Ku70 nocaute onde a
recombinagdo homdloga ocorre em maior frequéncia podem viabilizar a utilizagdo dessa

estratégia na otimizacdo da obtencdo de nocautes subsequentes de genes de interesse.
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Figura 4: Esquema da verificagdo da presenga de alelos MpKu70 nocautes nos transformantes de

230
s wEREERS

M. perniciosa. Um PCR com oligos 5’'up gDNA FWD e Higrom VER feito a partir de DNA gen6mico
extraido de col6nias transformantes sé amplifica a banda correta de cerca de 1800 pares de base
(representada pela regido colorida em vermelho) no caso da presenga do alelo MpKu70 nocaute. O
produto de PCR foi clonado e sequenciado nas direcoes direta e reversa, revelando
respectivamente a juncao entre o locus gendmico 5 acima do flanco de homologia (A) incluida no
cassete de gene targeting e a ligacao com o gene hph, marcador de resisténcia ao antibi6tico

Higromicina (B).

A estratégia de induzir um silenciamento transiente de MpKu70 através de RNAI
mostrou-se eficiente em aumentar a frequéncia de transformantes carregando o genétipo

do alelo MpKu70 nocaute (Tabela 2). Dado o aparente aumento da taxa de recombinagao
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homologa, a utilizagdo do RNAI pode viabilizar a técnica split marker em linhagens sem
alteracdes no sistema NHEJ com a vantagem de que um silenciamento transiente de
MpKu70 parece ser suficiente para permitir o gene targeting em maior frequéncia sem os

riscos de eventuais fenotipos indesejados frutos de um duplo mutante Ku70/gene-alvo.

Expressao de MpKu70 nas linhagens provaveis nocautes

A analise da expressdo de MpKu70 nas linhagens transformantes selecionadas
provaveis nocautes mostrou uma grande amplitude de variagdo em relagdo ao selvagem
(wt). Dentre os dois transformantes gerados com o cassete de gene targeting completo,
intrigantemente T1.2 apresentou indugdo da expressdao de MpKu70 enquanto T1.8

apresentou uma consideravel repressao (Figura 5).
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Figura 5: Andlise da expressdo de MpKu70 nas linhagens nocaute
obtidas através da transformagdo com o cassete completo (T1.N) e da
co-transformacdo com RNA dupla-fita de MpKu70 (T3.N) comparadas
com a expressao de linhagem controle selvagem (WT).



Como a transformacdo € feita em protoplastos gerados a partir de micélio
dicaridtico, a obtengdo de transformantes heterocaridticos carregando um nucleo
transformado e um nucleo selvagem nao é incomum. Nesse caso, na ocorréncia de um
nocaute MpKu70 heterocariético e na auséncia de expressdo compensatoéria do alelo
selvagem, uma reducgéo de cerca de 50% da expressao no micélio selvagem deveria ser
verificada. Considerando essa possibilidade, T1.8, T3.11, T3.12 e T3.13 apresentam em
torno de metade da expressao do micélio controle (Figura 5) e, portanto, podem carregar

o alelo MpKu70 nocaute no heterocarion.

Dos transformantes obtidos com ativagdo da via de RNAi de MpKu70, somente
T3.11, T3.12 e T3.13 mostraram uma repressado de MpKu70 (Figura 5) que sugere que o
silenciamento via RNAi parece ser transiente, no entanto, ndo se pode descartar a
hipétese de que em T3.2 e T3.10 a via ndo tenha sido ativada por ineficacia da
penetragdo do RNA dupla-fita nos eventos de co-transformagédo. Os niveis normais da
expressao de MpKu70 em T3.2 e T3.10 e a indugéo verificada em T1.2 sugerem uma
expressao compensatéria do alelo MpKu70 selvagem presente no heterocarion ou a
ocorréncia de falsos-positivos na selecao de transformantes nocautes, hipoteses que
somente poderdo ser testadas através da genotipagem completa e verificacdo dos

nocautes por Southern blotting.

A estratégia de obtengéo de nocautes em M. perniciosa se mostrou promissora € o
isolamento de linhagens monocariéticas deficientes no sistema de reparo NHEJ deve
fornecer uma plataforma importante para a genémica funcional da Vassoura-de-bruxa.
Para tanto, sera necessario genotipar por Southern blotting das linhagens ja obtidas em
relacdo a confirmacao definitiva da presenga de alelos nocautes no heterocarion e ao

numero de copias do alelo de resisténcia a Higromicina inserido no genoma de modo a
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evitar fenétipos indesejados. No caso de nao haverem linhagens com integragao Unica
por recombinacdo homoéloga no locus MpKu70 para purificacdo de homocarions, novas
transformagbes poderdo ser realizadas de acordo com o descrito em Ohm e
colaboradores em 2010, onde a utilizacdo de um segundo marcador de resisténcia
localizado fora do cassete de gene targeting permite a selecdo de transformantes que,
além do nocaute por recombinagdo homologa, carregam integragfes aleatérias em outros

lugares do genoma.

Localizacao subcelular de MpATG8 e acompanhamento do processo de autofagia in

vivo

A autofagia € um processo bastante conservado em eucariotos e sua primeira
descricao data da década de 60, em células animais (Deter et al. 1967), mas foi apenas
no inicio da década de 90, com a observagdo deste processo em Saccharomyces
cerevisiae (Takeshige et al. 1992), e a subsequiente caracterizacdo de mutantes para esta
via (Tsukada et al. 1993), que passou-se a entender melhor suas bases moleculares. Um
dos principais sinais para que seja desencadeada uma resposta autofdgica é a auséncia
de nutrientes (Takeshige et al. 1992). Em termos de biologia celular, a autofagia é
caracterizada pela formagcdo de um compartimento de membrana dupla, o
autofagossomo, responsavel por sequestrar conteudo citoplasmatico e/ou organelas e
encaminhar essas porcoes para vesiculas degradativas (Nakatogawa et al. 2008). A
formagédo do autofagossomo requer a interagcdo de uma série de proteinas, codificadas

por genes denominados ATG (“autophagy related genes”).

O acompanhamento do processo de autofagia em células vivas pode ser realizado

através dos padrées de localizagdo subcelular de uma fusdo GFP-ATGS8 (Xie et al. 2008;



Slavikova et al. 2005). ATG8 esta diretamente relacionado com a formacdo do
autofagossomo, e a proteina Atg8p € direcionada do citoplasma de células em condi¢des
normais para uma estrutura pontual no citoplasma (PAS, Pre-Autophagossomal Structure)
no inicio do processo de autofagia e posteriormente para o interior do autofagossomo
(Kirisako et al.1999; Kim et al., 2001). M. perniciosa possui uma unica cépia do gene
ATGS8, MpATGS, com alta similaridade de proteina ao homologo de levedura, o que torna
apropriada a sua utilizagdo como marcador de autofagia em uma fusdo com GFP.
Durante autofagia, Atg8p passa por um processamento em que um residuo de arginina na
extremidade amino-terminal é clivado por Atg4p durante o processo de autofagia (Kirisako
et al. 2000), por isso, para fins da visualizacdo dos trés estados de MpATGS8, foi

idealizada uma construcédo de fusao carboxi-terminal do GFP com o gene MpATGS.

Foram obtidas 4 linhagens transformantes carregando o cassete de fusdo com
reporter fluorescente para localizagao subcelular de MpATG8 com crescimento rapido em
meio contendo Higromicina. Todas as linhagens mostraram um padrdo semelhante de
fluorescéncia correspondente com a expressao de GFP, o que indica a expressao bem-
sucedida da proteina, mas nao permite distincdes entre linhagens mais ou menos
eficientes devido ao efeito de posicdo da integracdo da construgdo no genoma ou ao
namero de copias integradas em cada linhagem. Como a integracdo da construgdo pode
levar a interrupgao de genes acarretando em um fenoétipo secundario indesejado, todas as
linhagens foram analisadas em paralelo quanto ao padréo de fluorescéncia sob autofagia

(Figura 6).
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Figura 6: Analise por microscopia de fluorescéncia das hifas de linhagens transgénicas
de M. perniciosa carregando a fusdo carboxi-terminal GFP-MpATG8. A) Padrdo de
fluorescéncia difuso no citoplasma caracteristico do padrao de distribuicao de ATG8 sob
condicbes fisiologicas. B) Micélio sob condigdes de deprivagao de nutrientes (agua) por
cerca de uma hora: concentracdo de GFP-ATG8 em pontos do citoplasma (PAS)
caracteristicos do inicio do processo de autofagia. C) Concentragdo de GFP-ATG8 nos
autofagossomos apo6s duas horas de deprivacao de nutrientes (agua) caracteristicos de

autofagia.

Por fim, para fins de prova de principio da aplicacao da técnica de localizacao
subcelular para fins de gendmica funcional, essa construcao se mostra adequada por
permitir a clara diferenciacao entre 3 estados de atividade do gene ATG8 - difuso no
citoplasma, concentrado no PAS e localizado no autofagossomo — (Figura 6 A, B e C,
respectivamente), o que nos permite testar a adaptabilidade da técnica para as
caracteristicas morfoldgicas e da biologia celular das hifas de M. perniciosa. Futuramente,

a avalizagdo do numero de integragdes do cassete de expressao da fusao GFP-MpATG8



por Southern blotting deve permitir a escolha da linhagem mais adequada para o estudo

do processo de autofagia em M. perniciosa.
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