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Resumo

O fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa é o agente causador da vassoura-de-bruxa do
cacaueiro, doenga que se tornou um dos principais problemas fitopatologicos do Brasil. O fungo possui
duas fases de vida, biotrofica e necrotréfica, as quais estdo associadas aos sintomas de vassoura-verde
e vassoura-seca, respectivamente, durante a progressdo da doenga. Em vista dos grandes prejuizos
econdmicos causados pela vassoura-de-bruxa, foi iniciado o Projeto Genoma Vassoura-de-Bruxa, cujo
objetivo é a decodificagdo genética do fungo com o intuito de identificar genes candidatos que possam
estar relacionados ao estabelecimento e a progressdo da doenga para serem caracterizados. M.
perniciosa € capaz de utilizar metanol como fonte Unica de carbono. Na maioria dos organismos
estudados, a enzima metanol oxidase (MOX) & a responsavel pelo metabolismo de metanol através do
metabolismo peroxissomal, a qual também esta associada uma catalase (CAT). Em plantas, uma das
principais fontes de metanol é a pectina presente na estrutura da parede celular vegetal. Algumas
espécies de fungos fitopatogénicos tem a capacidade de secretar oxalato como produto da enzima
oxaloacetato acetilhidrolase (OAH), o qual é capaz de quelar ions calcio da estrutura das pectinas,
deixando-as vulneraveis ao ataque de enzimas que degradam a parede celular vegetal. Dentre essas
enzimas, encontra-se a pectina metilesterase (PME), a qual é capaz de desmetilar as pectinas, liberando
metanol. Como M. perniciosa possui em seu genoma sequéncias com similaridade a mox, cat, pme e
oah, formulamos uma hipoétese, segundo a qual M. perniciosa seria capaz de degradar o metanol
proveniente das pectinas, através de um metabolismo peroxissomal, durante sua interagédo com o cacau
na vassoura-de-bruxa. De fato, M. perniciosa é capaz de secretar oxalato, formando cristais de oxalato de
calcio. Nossos resultados sugerem fortemente que M. perniciosa utiliza o metanol proveniente das
pectinas durante a vassoura-de-bruxa; no entanto, esse processo se daria através de um metabolismo
extracelular, visto que M. periciosa produz uma MOX e CAT extracelulares, e ndo através do
metabolismo peroxissomal como inicialmente proposto. Além disso, M. perniciosa possui outras
catalases, as quais se apresentam diferencialmente expressas nas diferentes fases do ciclo de vida do
fungo e em diferentes estagios da progressao da vassoura-de-bruxa. Por fim, apresentamos uma analise

preliminar do secretoma de M. perniciosa.



Abstract

The hemibiotrophic basidiomycete fungus Moniliophthora perniciosa is the causal agent of
Witches’ broom disease (WBD) in cacao. M. perniciosa is classified as a hemibiotrophic pathogen and
presents two morphologically distinct life phases, biotrophic and necrotrophic, that are correlated with the
green broom and dry broom symptoms, respectively, during the progression of WBD. The introduction of
WBD in Bahia, the main Brazilian cacao-producing state, reduced the cacao production drastically and
Brazil has become a net importer of cacao in order to supply the national chocolate industry. Due to the
extreme losses in cacao production, the Witches’ Broom Genome Project was initiated to decode the M.
perniciosa genome and, based on the data acquired, select genes that could be relevant during the
progression of WBD for characterization. M. perniciosa is able to grow in methanol as the sole carbon
source. In methylotrophic yeasts and other methanol-degrading organisms, a methanol oxidase (MOX) is
the key enzyme in methanol metabolism and it is also related to a catalase (CAT); both MOX and CAT
characterize a peroxisomal metabolism. In plants, one of the main sources of methanol is the pectin
present in the plant cell walls. Many phytopathogenic fungal species produce oxalate, a product of the
enzyme oxaloacetate acetyl hydrolase (OAH), which removes calcium ions bound to pectin to produce
calcium oxalate crystals, thus exposing the host cell walls to plant cell wall-degrading enzymes (PCWD) of
fungal origin. One of the main PCWDs is pectin methylesterase (PME), an enzyme that removes the
methyl ester radicals from esterified pectin, releasing methanol. As M. perniciosa possesses mox, cat, oah
and pme on its genome, we hypothesized that M. perniciosa would utilize a peroxisomal metabolism to
metabolize the methanol released from the pectin demethylation in WBD. Indeed, M. perniciosa secretes
oxalate, thus producing calcium oxalate crystals. Our data strongly suggest that M. perniciosa able to
utilize the methanol released from pectin demethylation; however, this metabolism is probably
extracellular due to the presence of secreted MOX and CAT. Moreover, M. perniciosa possesses other
cats, which are differentially expressed in vitro and in planta. Finally, we present a preliminary analysis of

M. perniciosa secretome.



1. Introducéo geral

O cacau, Theobroma cacao, € uma planta frutifera arbérea de médio porte originaria da Bacia
Amazédnica [1]. E largamente cultivada nos tropicos Umidos e suas sementes representam uma
importante commodity de paises tropicais exportadores de matéria-prima para a fabricagdo de chocolate.
No inicio dos anos 90, a produgdo cacaueira no Brasil se apresentava como umas das atividades
agricolas mais bem sucedidas do pais, com uma produgdo anual de cerca de 320 mil toneladas de
sementes de cacau. No entanto, no ano de 1989, foram registrados os primeiros relatos do aparecimento
da vassoura-de-bruxa na regidao produtora da Bahia, doenca causada pelo fungo basidiomiceto
Moniliophthora perniciosa [2]. Desde entdo, a doenga se alastrou, acarretando inumeros problemas
socioecondmicos nas regides produtoras, devido a drastica redugéo na produgéo cacaueira. Com 153 mil
toneladas produzidas na safra 2009/2010, o Brasil atualmente figura como um importador dessa matéria-
prima para o suprimento da industria de chocolate, o que encarece os custos da produgao

(http://www.ceplac.gov.br/paginas/jornaldocacau/jornaldocacau01.pdf).

1.1. Biologia do fungo Moniliophthora perniciosa

O agente causal da vassoura-de-bruxa é um fungo basidiomiceto que, inicialmente, foi
classificado no género Marasmius [3] e reclassificado por Singer [4] para Crinipellis perniciosa.
Recentemente, a partir de estudos morfoldégicos e moleculares [5], o biodtipo “C” (patogénico para o
cacaueiro) foi incluido no género Moniliophthora, pertencente a familia Tricholomataceae e a ordem
Agaricales.

M. perniciosa apresenta um ciclo de vida hemibiotréfico, com duas fases distintas: a primeira,
biotréfica e a segunda, necrotréfica [6]. O ciclo da doenga comega quando esporos de M. perniciosa
infectam os tecidos meristematicos da planta, tais como gemas vegetativas, frutos e almofadas florais [7].
Os basididsporos germinam sobre a cuticula e a base dos tricomas, emitindo tubos germinativos longos,
sem a formagdo de apressorios e sem nenhuma orientagdo especifica na superficie da planta
hospedeira. Os tubos germinativos penetram o tecido vegetal através de lesGes na superficie ou através
dos estdmatos [8], produzindo um micélio uninucleado e hapléide, com hifas monocariéticas grossas (5-

20 um), sendo ausentes os grampos de conexdo [9-11]. Esta morfologia micelial coincide com a fase



biotréfica ou parasitica do ciclo de vida do fungo, que cresce intercelularmente e se alimenta dos tecidos
vivos da planta.

A presenca do fungo gera um desbalango hormonal na planta, cujos tecidos infectados passam a
apresentar hiperplasia e hipertrofia, fenbmeno descrito como vassoura-verde [12]. Sabe-se hoje que a
vassoura-verde apresenta concentracdes mais elevadas de citocininas [13]; além disso, ha evidéncias de
que M. perniciosa seja capaz de sintetizar horménios vegetais, causando um desbalango nos niveis de
auxina e acido salicilico [14]. Adicionalmente, observam-se grandes quantidades de glicerol na vassoura-
verde, alteracao que pode ser de grande significancia para o desenvolvimento da doenca, pois esta fonte
de carbono é praticamente ausente na vassoura-seca [15]. A partir dessa constatacado, desenvolveu-se
um protocolo de manutengdo, in vitro, de um micélio monocaridtico do fungo com as mesmas
caracteristicas morfolégicas do fungo encontrado na fase biotréfica in planta (micélio biotrophic-like). O
meio de cultura utilizado possui apenas glicerol como fonte de carbono [16].

Cerca de 5 a 9 semanas apods o inicio da infecgdo, o micélio, devido a mecanismos e sinais
desconhecidos, invade as células do tecido infectado, passando a alimentar-se dos tecidos mortos da
planta (fase saprotréfica). Muito provavelmente essa invasdo das células do tecido infectado é induzida
devido a escassez de nutrientes no meio extracelular. Esta mudancga de fase da doenga também coincide
com uma mudanga na morfologia do fungo, que passa a apresentar hifas dicaritéticas um pouco mais
finas (3—5 um), sendo presentes os grampos de conexao, necessarios para a manutengao da unido entre
dois nucleos diferentes [9-11]. Nessa fase o fungo causa necrose nos tecidos da planta, levando ao
apodrecimento e morte desses tecidos (vassoura-seca).

A partir do micélio saprotréfico, em condi¢cdes de umidade favoraveis, sdo formados os corpos de
frutificacdo (basidiomas), os quais se desenvolvem sobre os tecidos infectados secos. Nestas estruturas
encontram-se células especializadas, os basidios, nas quais ocorre a cariogamia e meiose, produzindo
assim os basidiésporos, os quais sao liberados no periodo noturno, visto que sdo sensiveis a luz
ultravioleta [1]. Sua disperséo pode se dar pelo vento, agua, e pelo transporte de tecidos contaminados.
As condigbes climaticas da regido produtora da Bahia favorecem a produgéo de esporos durante todo o

ano. O ciclo da doenca esta representado na Figura 1.
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Figura 1: Ciclo da vassoura-de-bruxa, evidenciando as fases de vassoura-verde, vassoura-seca e produgéo de
basidiocarpos.

1.2. Projeto genoma da vassoura-de-bruxa: uma revisdo dos principais resultados

Em vista dos grandes prejuizos econdmicos causados pela vassoura-de-bruxa na regido
produtora da Bahia e da ineficacia das medidas tomadas para a contengédo da doencga (tais como a poda
fitossanitaria e o uso de clones de cacau resistentes ao fungo), no ano 2000 foi iniciado, no Laboratorio
de Genbmica e Expressdo, o Projeto Genoma Vassoura-de-Bruxa (www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura).
Sob a coordenacgdo do Prof. Dr. Gongalo Amarante Guimaraes Pereira, o projeto tem como objetivo
principal a compreensdo da biologia de M. perniciosa e de sua interacdo com o cacau durante do
desenvolvimento da vassoura-de-bruxa, a partir tanto da analise do genoma do fungo, quanto de estudos
bioguimicos, fisiolégicos e morfoldgicos.

Entre os anos de 2000 e 2007, foi gerado um draft gendmico com cobertura de aproximadamente
1,9 vezes o tamanho do genoma do fungo, estimado em 37,5 Mb. A analise desse draft, publicada no fim
de 2008 [17], revelou a presenca de 14072 genes preditos, resultando em uma densidade génica de 0.36
+ 0.05 gene/Kbp, nimero que esta de acordo com a densidade génica comumente descrita para fungos

filamentosos. [18].



A andlise dos genes preditos indica que M. perniciosa possui uma enorme capacidade de
detoxificagdo. Aproximadamente 1,15% dos genes preditos correspondem as enzimas da familia das
citocromo P450 monooxigenases, as quais estdo relacionadas a oxidagdo e hidrélise de varios
compostos [19]. Esse alto numero de citocromo P450 monooxigenases € comumente encontrado em
fungos hemibiotréficos e necrotréficos [20, 21], podendo estar relacionados a detoxificagdo do ambiente
durante a infecgdo do hospedeiro; além disso, podem estar ligados a sintese de metabdlitos secundarios,
como toxinas e horménios. Adicionalmente, M. perniciosa possui varias enzimas relacionadas a
degradacgéao de perodxido de hidrogénio, como catalases, superdxido dismutases e peroxidases. Durante a
interacao planta-patégeno, € comum que as plantas produzam grandes quantidades de espécies reativas
de oxigénio (ROS) no intuito de conter o avango da infecgéo [22]; dessa forma, tais enzimas produzidas
pelo fungo poderiam estar protegendo-o de ROS.

Como ja citado anteriormente, a presenca do fungo gera um desbalango hormonal na planta
infectada. Uma questdo amplamente discutida se trata da origem deste desbalango: a presenga do fungo
estaria modificando a produ¢do hormonal da planta e/ou o fungo seria capaz de produzir hormdnios
vegetais? A analise do genoma indica que M. perniciosa pode ter a capacidade de sintetizar horménios
vegetais. Foi detectado um gene com similaridade ao gene que codifica a enzima bifuncional copalil
difosfato sintase-ent-caureno sintase (CPS-KS), especifica da via de sintese de giberelinas em fungos
[23], assim como giberelina desnaturases e oxidases. Além disso, foi detectada a presenga de uma
substancia com massa molecular semelhante a giberelina comercial GA3 em amostras de sobrenadante
de cultura do fungo na fase biotrophic-like através da analise por cromatografia de camada fina acoplada
a espectrometria de massas, indicando fortemente que o fungo produz giberelina durante seu ciclo de
vida [24]. A presenca de genes com similaridade a nitrilases, as quais catalisam a produgédo de acido
indol-acético, a auxina mais abundante na natureza, indica a possibilidade de o fungo também estar
produzindo este horménio, o qual ja foi detectado em basidiocarpos do fungo [14]. A produgdo de
giberelina e auxina pelo fungo poderia estar relacionada a producdo de frutos partenocarpicos e a
hiperplasia dos tecidos, ambos sintomas classicos da vassoura-de-bruxa [25].

O fungo possui em seu genoma um arsenal de genes ligados a colonizagdo e destruicao do
hospedeiro. Varias enzimas ligadas a degradacgéo da parede celular vegetal estdo presentes, tais como:

celulases e endoglucanases, ligadas a degradacao de celulose; peroxidases dependentes de manganés



e lacases, responsaveis pela degradagdo da lignina; e pectina metilesterase, poligalacturonases e
pectato liases, ligadas e degradagdo das cadeias pécticas. Em fungos hemibiotréficos, como F.
graminearum and M. grisea, € comum a presenca de muitas enzimas capazes de degradar a parede
vegetal; tais fungos infectam dicotiledéneas com alta concentracao de pectina em sua composigao celular
[20]. Além disso, M. perniciosa apresenta duas classes de enzimas de necrose: as Cerato-plataninas e as
proteinas indutoras de necrose (NEPs). Duas das trés possiveis proteinas homoélogas a NEPs [26] e uma
das cinco possiveis proteinas homodlogas a Cerato-plataninas [27] foram expressas em E. coli e as
proteinas recombinantes produzidas demonstraram intensa capacidade de necrosar folhas de cacau e
tabaco. Tais proteinas provavelmente estdo relacionadas aos sintomas de necrose tipicos da fase de
vassoura-seca.

M. perniciosa possui em seu genoma uma oxidase alternativa (AOX) tolerante a éxido nitrico
(NO). O NO é uma molécula liberada por plantas como mecanismo de defesa contra patégenos, visto que
ela é capaz de bloquear a cadeia respiratéria [28]. Oxidases Alternativas sdo capazes de realizar o
transporte de elétrons em situagdes em que a via principal encontra-se inibida, no entanto sem produgao
concomitante de ATP. A presenga da AOX poderia explicar a ineficacia do uso de fungicidas a base de
inibidores da cadeia respiratoria principal especificos para fungos no controle da vassoura-de-bruxa [29].

Por fim, M. perniciosa é capaz de crescer em metanol como fonte Unica de carbono, fato que
pode ser explicado pela presenca de sequéncias com similaridade a metanol oxidases de leveduras
metilotroficas; tais sequéncias sdo objeto de estudo da presente tese.

Entre o fim de 2007 e o inicio de 2011, o genoma de M. perniciosa foi expandido. Em 2007, uma
colaboragao entre nosso laboratério e o USDA (United States Department of Agriculture) resultou na
expansao da cobertura do genoma de M. perniciosa para cerca de 8 vezes, através do sequenciamento
no sequenciador 454 Life Sciences (Roche). Posteriormente, o genoma foi ampliado através do
sequenciamento no Solexa Genome Analyzer (lllumina); atualmente, a cobertura do genoma do fungo
esta em cerca de 206 vezes (dados ndo publicados). A ampliacdo da cobertura do genoma permitiu a
descoberta de varios novos genes, inclusive alguns relevantes para o desenvolvimento da presente tese
de doutorado, a melhoria nos mecanismos de predicao génica, além de abrir caminhos para novos
trabalhos visando o entendimento da interagdo entre o fungo e a planta durante a vassoura-de-bruxa,

objetivo principal do projeto genoma.



Neste contexto de tentar entender a biologia do fungo durante a vassoura-de-bruxa, foi publicado
em 2008 o primeiro trabalho comparando as diferengas no transcriptoma do fungo entre as fases
biotrophic-like e necrotréfica, elucidando inumeras diferengas em seu metabolismo [30]. Esse trabalho sé
foi possivel com o desenvolvimento de um meio de cultura que mantivesse o fungo na fase biotrophic-like
in vitro [16].

Durante a fase biotrophic-like, o fungo esta sobre repressao catabdlica de carbono e nitrogénio.
Durante essa fase, o fungo expressa enzimas relacionadas ao metabolismo de pectinas, celulose e
metanol (metanol oxidase); por outro lado, enzimas relacionadas ao ciclo de Krebs, glicolise, via das
pentoses fosfato estdo reprimidos. Quanto ao metabolismo de nitrogénio, no micélio biotrophic-like estao
expressos genes ligados ao metabolismo de fontes de nitrogénio secundarias, como o GABA, além de
varias aminoacido permeases; por outro lado, genes ligados ao metabolismo de fontes primarias de
nitrogénio, como aménia e glutamina, estao reprimidos. Partindo do pressuposto que o micélio biotrophic-
like possui as mesmas caracteristicas que o micélio biotréfico in planta, tais resultados estdo condizentes
com a pouca disponibilidade de nutrientes que o micélio biotréfico tem a sua disposicao, visto que ele
ocupa o espago apoplastico da planta caracterizado como relativamente pobre em nutrientes.

E também durante a fase biotrophic-like que o fungo expressa a maior parte de genes
comumente relacionados a fatores de patogenicidade. Em varios fungos fitopatogénicos, a expresséo de
fatores de patogenicidade esta correlacionada a condigéo de represséo catabdlica de nitrogénio, o que
esta de pleno acordo com nossos resultados [31, 32].

Por fim, o fungo expressa genes com propriedades antifingicas, como uma proteina similar a
taumatina e uma toxina do tipo KP4, primordialmente no micélio saprotréfico. Tal micélio poderia langar
mao desses mecanismos para evitar a competicao de outros fungos saprotréficos durante o processo
infeccioso [17].

Esses dois amplos trabalhos acima citados servem atualmente de base para o desenvolvimento
de varios projetos de iniciacdo cientifica, mestrado e doutorado em nosso laboratério, buscando
aprofundarmos o conhecimento em questdes que julgamos importantes para um maior entendimento
sobre a biologia de M. pemiciosa e sua interagdo com o cacaueiro. A presente tese de doutorado se
encaixa nesse contexto, visto que os genes aqui estudados foram inicialmente encontrados em analises

gendmicas e/ou de sequéncias expressas.



1.3. O metabolismo de metanol em fungos

Metanol oxidase (MOX) e catalase (CAT) sdo as enzimas relacionadas ao metabolismo do
metanol. A enzima metanol oxidase catalisa a oxidagao irreversivel de um metanol ao seu aldeido
correspondente e peréxido de hidrogénio, com o uso de oxigénio como aceptor de elétrons e FAD como
cofator da reagédo. O perdxido de hidrogénio € decomposto pela enzima catalase, liberando agua e
oxigénio. A maioria das MOX estudadas possui maior atividade quando o alcool que serve de substrato
para a reagao é o metanol [33].

Em leveduras metilotroficas, como algumas espécies de Hansenula, Pichia e Candida, MOX e
CAT estdo localizadas nos peroxissomos, sendo primeiramente traduzidas no citoplasma e
posteriormente importadas pelos peroxissomos. Essas organelas reconhecem um peptideo sinal de trés
aminoacidos (S/A-K/R-L/M/F), denominado de PTS1 (peroxisome targeting signal), localizado em sua
porgdo C-terminal, o qual sinaliza para a importacdo dessas enzimas [34]. Um segundo peptideo sinal,
PTS2, é encontrado na regido N-terminal; no entanto, apenas uma minoria das proteinas peroxissomais
até hoje descritas possuem essa sequéncia sinalizadora caracterizada [35].

Além de ser encontrada em leveduras metilotroficas, a atividade de MOX ja foi detectada em
varios fungos basidiomicetos, como Poria contigua [36], Polyporus sp. [37] e Pleurotus ostreatus [38]. O
ascomiceto Cladosporium fulvum, um patdégeno que ataca plantas de tomate [39], apresenta atividade de
MOX peroxissomal tanto em condi¢cdes de escassez de nutrientes in vitro quanto in planta. No entanto, o
papel exato da MOX na patogenicidade por C. fulvum ainda nao foi estabelecida, visto que essa enzima
pode estar associada ao metabolismo de metanol ou etanol, ambos detectados em folhas de tomate [33].
Além disso, o knockout do gene que codifica metanol oxidase nesse fungo acarretou uma drastica
reducdo em sua capacidade de infectar plantas de tomate; dessa forma, os autores concluiram que a
metanol oxidase € um fator de patogenicidade utilizado por esse fungo durante a interacdo com seu
hospedeiro.

Recentemente, a MOX do basidiomiceto Gloeophyllum trabeum foi descrita como sendo
secretada para o meio extracelular e o metanol foi identificado como o substrato pelo qual possui maior
afinidade. Em sua sequéncia ndo esta presente o peptideo PTS1 na porgao C-terminal; por outro lado, a
MOX desse fungo possui uma sequéncia C-terminal Unica quando comparada as MOX ja descritas, a

qual os autores atribuem ao fato de essa enzima ser secretada [40]. Esse basidiomiceto causa uma



doenga chamada de “Brown Rot Decay of Wood”, e a presenga de uma MOX extracelular foi relacionada
a possivel demetilacdo de ligninas, a qual libera metanol. O basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium,
causador da doenca “White Root of Wood”, foi crescido in vitro em meio de cultura com glicose ou
celulose como fontes de carbono [41]. Somente as culturas crescidas em celulose foram capazes de
degradar lignina, e nessas culturas foi encontrada uma maior atividade de uma metanol oxidase e duas
catalases. Ensaios de expressdo génica também detectaram um maior niumero de transcritos desses
genes nessas condi¢cdes. A metanol oxidase de Phanerochaete chrysosporium provavelmente é
extracelular, devido a alta similaridade com a MOX de fungo G. trabeum. Também nesse caso, a
presenca dessa enzima foi associada ao metabolismo de ligninas.

Os fungos Aspergillus terreus e A. ochraceus tiveram suas MOX caracterizadas recentemente.
Sua estrutura se assimila bastante as enzimas de leveduras metilotréficas. As MOX de leveduras tem o
metanol como substrato preferencial; entretanto, a enzima produzida por A. terreus tem preferéncia por n-
heptanol [42] enquanto a produzida pelo A. ocraceus tem preferéncia por etanol [43]. O ascomiceto
Penicillium purpurescens possui uma metanol oxidase cuja atividade é detectada quando o fungo é
induzido por varios compostos, entre eles metanol, etanol, glicose e glicerol. Diferentemente das MOX de
leveduras, cujas proteinas sao formadas por 8 subunidades, este fungo possui uma enzima com apenas
6 subunidades [44].

Em leveduras metilotréficas, a enzima metanol oxidase peroxissomal tem papel fundamental no
catabolismo de metanol, liberando formaldeido e perdxido de hidrogénio; o perdéxido gerado deve ser
rapidamente degradado, devido a sua toxicidade, por uma catalase também peroxissomal; ha, dessa
forma, uma corregulagdo das atividades da MOX e CAT peroxissomais. Consistente com esse fato,
leveduras da espécie Hansenula polymorpha deficientes para a produgdo de catalase ndo conseguem
sobreviver em meio contendo apenas metanol como fonte de carbono, devido ao acumulo de perdxido de
hidrogénio [45].

Experimentos realizados em nosso laboratério demonstraram que o micélio necrotréfico de M.
perniciosa € capaz de crescer em meio de cultura contendo metanol como fonte Unica de carbono (Figura
2), fato que nos chamou a atencgao, visto que apenas um numero limitado de espécies das leveduras
metilotroficas Hansenula, Pichia, Candida e Torulopsis s&o descritas na literatura como sendo capazes

de utilizar metanol como fonte unica de carbono [46]. Como MOX é a enzima responsavel pelo
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metabolismo de metanol em fungos, realizamos uma busca em nosso banco de dados genémicos de
sequéncias com similaridade a metanol oxidases, as quais, de fato, foram encontradas. Além disso,

também foram encontradas sequéncias com similaridade a catalases.

Figura 2: Micélio necrotréfico de M. perniciosa (linhagem FA553) em meio minimo de cultura suplementado com
diferentes concentragbes de metanol.

1.4. Possivel relacao entre a degradacao de pectina e o metabolismo de metanol em M.
perniciosa.

Nakagawa et al. [47] detectaram alta expressdo de um gene que codifica metanol oxidase na
levedura Pichia methanolica, quando esta era crescida em meio de cultura cujas uUnicas fontes de
carbono eram pectina citrica ou poligalacturonato. Associada a alta expressdo do gene mox, foram
detectadas atividades da enzima pectina metilesterase (PME) e outras enzimas peroxissomais. Por fim,
foi observada uma proliferacdo do nimero de peroxissomos quando a levedura era crescida em meio
com pectina. Em vista da existéncia neste fungo da enzima pectina metilesterase, a qual converte a
pectina em acido poligalacturonico liberando metanol, os autores concluiram que P. methanolica é capaz
de utilizar o metanol proveniente das pectinas através do metabolismo peroxissomal. O mesmo grupo de
pesquisadores ja havia relatado resultados similares no estudo do metabolismo peroxissomal associado
a degradacao de pectina na levedura Candida albicans. Nesta levedura, a atividade da enzima metanol
oxidase se mostrou mais elevada quando pectina com 90% de metilesterificagdo era usada no meio de

cultura, ao invés de pectina nao esterificada [48]. Por fim, estudos com o fungo filamentoso Thermoascus
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aurantiacus demonstraram uma maior da atividade das enzimas metanol oxidase e catalase quando o
fungo era crescido em meio sélido contendo pectina do que quando glicose era utilizada [49].

Sabe-se que plantas sdo organismos que produzem metanol durante seu metabolismo. Obendorf
et al. [50] sugerem que os radicais metil das pectinas sdo a principal fonte de metanol em sementes de
soja. O processo de remogdo dos radicais metil ocorre durante o crescimento e senescéncia de células
vegetais, mas pode ser aumentado devido a agdo da enzima pectina metilesterase de organismos
patogénicos [51].

Recentemente, kang et al. [52] encontraram uma relagédo entre os niveis de metanol e os niveis
de transcritos da enzima pectina metilesterase em folhas de arroz em senescéncia. A superexpressao do
gene PME1 levou ao aumento da concentragdo de metanol presente nas folhas de arroz, enquanto seu
silenciamento via interferéncia por RNA acarretou na reducédo desse composto.

Ha evidéncias de que o fungo M. perniciosa seja capaz de degradar a pectina das células
vegetais durante a infecgdo de plantas de cacau. A inspegdo do banco gendmico de M. perniciosa
acusou a presenca de uma sequéncia com alta similaridade a uma pectina metilesterase de outros
fungos, a qual teria a capacidade de retirar os radicais metil das cadeiras pécticas, liberando metanol.
Como o fungo possui em seu banco gendmico varias outras pectinases, testamos o crescimento in vitro
do micélio do fungo em meio de cultura contendo apenas pectina citrica como fonte de carbono (Figuras
3A e 3B); o fungo se mostrou capaz de crescer nesse meio, indicando a atividade de enzimas que
degradam pectina. Além disso, a pesquisadora Maria Carolina Scatolin do Rio, ex-aluna de pés-
doutorado do nosso laboratério, detectou, em cortes histoldgicos de plantas de cacau infectadas por M.
perniciosa, a presenga de células de cacaueiro adjacentes a hifas do micélio biotréfico do fungo, cuja
parede celular apresentava-se em processo degradativo (Figura 3C). Por fim, M. perniciosa também
possui em seu genoma uma sequéncia com similaridade a oxaloacetato acetilhidrolase (oah); essa
enzima tem sido descrita como responsavel pela produgao de oxalato em fungos, composto que esta
ligado ao processo de degradacédo da pectina. O oxalato é capaz de quelar ions calcio presentes na
estrutura péctica, formando cristais de oxalato de calcio, reduzindo a estabilidade da parece celular

vegetal [53].
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A B C

Figura 3: A e B) Micélio necrotrofico de M. perniciosa (linhagem FA553) em meio minimo de cultura: A) Meio minimo
sem fonte de carbono (controle) B) Meio suplementado com 1% de pectina citrica como fonte de carbono; C)
Microscopia de luz de tecidos de cacau infectados por M. perniciosa (as setas destacam hifas do fungo). O tecido foi
corado com Azul de Toluidina. A parede celular das células de cacau aparece corada em roxo; a coloragao em tom
de rosa, nas partes adjacentes a parede, indica a degradagdo da mesma. Microscopia realizada pela Dra. Maria
Carolina Scatolin do Rio.

2. Hipétese de trabalho

A partir das evidéncias do crescimento do fungo em metanol como fonte Unica de carbono, e da
presenca de sequéncias como similaridade a mox, cat, pme e oah no genoma de M. perniciosa, tracamos
uma hipétese inicial de trabalho, a partir da qual o fungo seria capaz produzir oxalato, o qual poderia
quelar o calcio das pectinas, as quais ficariam susceptiveis para a agao de enzimas hidroliticas. Dentre
essas enzimas, encontra-se a pectina metilesterase, que retira os radicais metil da cadeia péctica,
liberando metanol. O metanol liberado seria metabolizado pelos peroxissomos, visto que essa é a via de
degradagédo de metanol descrita na literatura, cujas duas enzimas principais, metanol oxidase (MOX) e
catalase (CAT) foram identificadas no genoma de M. perniciosa. Adicionalmente, a planta gera peroxido
de hidrogénio como uma defesa contra o patégeno, o qual provavelmente é degradado através de uma

catalase extracelular.

3. Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi o estudo do metabolismo de metanol em M. perniciosa. Para
isso, analisamos a possivel produgao de oxalato pelo fungo, caracterizamos a familia das catalases
presentes do genoma do fungo, e caracterizamos uma metanol oxidase produzida pelo fungo. Por fim,

também realizamos uma analise preliminar do secretoma de M. perniciosa.
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Abstract Oxalic acid has been shown as a virulence factor
for some phytopathogenic fungi, removing calcium from
pectin and favoring plant cell wall degradation. Recently, it
was published that calcium oxalate accumulates in infected
cacao tissues during the progression of Witches’ Broom
disease (WBD). In the present work we report that the
hemibiotrophic basidiomycete Moniliophthora perniciosa,
the causal agent of WBD, produces calcium oxalate crystals.
These crystals were initially observed by polarized light
microscopy of hyphae growing on a glass slide, apparently
being secreted from the cells. The analysis was refined by
Scanning electron microscopy and the compositon of the
crystals was confirmed by energy-dispersive x-ray spec-
trometry. The production of oxalate by M. perniciosa was
reinforced by the identification of a putative gene coding for
oxaloacetate acetylhydrolase, which catalyzes the hydroly-
sis of oxaloacetate to oxalate and acetate. This gene was
shown to be expressed in the biotrophic-like mycelia, which
in planta occupy the intercellular middle-lamella space, a
region filled with pectin. Taken together, our results suggest
that oxalate production by M. perniciosa may play a role in
the WBD pathogenesis mechanism.
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Introduction

Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora
(Agaricales, Marasmiaceae; formerly Crinipellis pernici-
osa [Stahel] Singer) is the causal agent of witches’ broom
disease (WBD), one of the most important phytosanitary
problems of cacao (Theobroma cacao L.) in the Americas
[25, 29]. This fungus is believed to have originated in the
Amazon basin and it is known to infect five families of
dicotyledons, including Malvaceae and Solanaceae [8, 14,
25].

The biology of the M. perniciosa-cacao interaction is
complex and has only recently been studied at the molec-
ular level: a genome project for the fungus produced a draft
sequence with twofold coverage (http://www.Ige.ibi.
unicamp.br/vassoura; work in progress). M. perniciosa
exhibits a hemibiotrophic life cycle that parallels the
symptoms in the plant. A monokaryotic biotrophic myce-
lium, without clamp connections, is formed after
basiodiospore germination and infects flower cushions,
developing fruit, and vegetative flushes. In the latter case,
the infection causes hypertrophy, hyperplasia, and loss of
apical dominance, producing a characteristic green broom
structure [8, 9]. Remarkably, despite these symptoms, the
biotrophic hyphae are found at low density [24] and do not
produce haustoria, only occupying the apoplastic space and
showing slow growth [3]. We have recently demonstrated
that a biotrophic-like mycelia can be kept in vitro by
growing spores under nutrient starvation and providing
glycerol as a unique carbon source [27]. Therefore, the low
nutrient concentration present in apoplast may be the key
for the biotrophic phase. Moreover, during this phase, the
infected tissue seems to be under intense oxidative stress,
which is indicated by the increase in lipid peroxidation
[27]. One possible reason for the existence of this oxidative
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situation is the production of hydrogen peroxide by the
enzymatic degradation of calcium oxalate crystals (COCs)
present in infected plants, which seems to increase during
the progression of the disease [3].

During the second (saprotrophic) phase of the life cycle,
infected plant tissues become necrotic, forming dry
brooms, and the fungus acquires some distinctive features
such as the presence of a dikaryotic saprotrophic/necro-
trophic mycelium, showing clamp connections [5, 29]. In
contrast to the biotrophic hyphae, the saprotrophic myce-
lium grows vigorously, quickly colonizing the infected
plant tissue. Elucidating the mechanisms responsible for
the change from the biotrophic to the saprotrophic/necro-
trophic phase of the fungus and understanding whether the
death of the infected cacao tissue is a consequence or
precedes this change in mycelial morphology and physi-
ology is a central question that remains to be answered.

Calcium oxalate is a common constituent of plant cells
and its oxidation is involved in plant defense [10]. Inter-
estingly, some pathogens, like Sclerotinia sclerotiorum,
secrete oxalic acid, which seems to have a role in removing
calcium ions bound to host cell wall pectins, thus exposing
these structures to enzymes produced by the fungus [7]. In
addition, it favors plant cell degradation by shifting the pH
of infected plant tissues close to the optimum for cell wall-
degrading enzymes such as polygalacturonases, as dem-
onstrated with the basidiomycete Athelia rolfsii (formerly
Sclerotium rolfsii) [2]. Finally, oxalic acid inhibits stomatal
closure at night, first, by stimulating accumulation of
potassium and starch hydrolysis in guard cells and, second,
by disrupting the ABA-dependent process in plants infec-
ted with Sclerotinia sclerotiorum [4]. Since the
basidiospores of M. perniciosa are sensitive to UV radia-
tion and invade plants through stomata at night [25], the
production of oxalic acid by their hyphae could help in the
infection process.

In this work, we show that in vitro mycelia of M. per-
niciosa produces COCs, indicating that this compound may
play a role in WBD.

Materials and Methods
Fungal Strain and Growth Conditions

The strain used in this work was FA553, a pure culture
derived from spores of the isolate CP0O2 [11, 26]. Twenty
samples of necrotrophic mycelium of this strain were
separately inoculated in 300 pl of MYEA medium [21].
The medium was dropped onto one end of common glass
slides, which were maintained under sterile conditions on a
2% agar-water layer inside a petri dish, sealed with Para-
film (Pechiney Plastic Packaging). The hyphae initially
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grew on the malt medium drop and subsequently they
colonized the whole glass slide (Fig. 1). The dishes were
cultivated inside a BOD (Biochemical Oxygen Demand)
incubator chamber at 25°C and they were observed 30 days
after inoculation. Glass slides containing only the drop of
MYEA medium were maintained under the same condi-
tions as negative controls.

Light Microscopy

After the incubation period, the petri dishes were opened
and the glass slides were removed and immediately
observed under normal and polarized white light with an
Olympus BX51 optical microscope. The relevant aspects
were photographed with Kodak Prolmage 100 film and the
scales were obtained with the projection of a micrometric
slide under the same conditions utilized in the illustrations.

Electron Microscopy and Microanalysis

Microanalyses were performed with a JEOL JSM-6360
scanning electron microscope, with energy-dispersive x-
ray spectrometry (EDS), operated at an accelerated voltage
of 20 kV. Pieces (2 x 2 cm?) of the slides containing the

Petri Dish
(2% agar-water)

glass slide

Z

A\

~

L% inoculum
L malt medium

Fig. 1 Diagram showing the method used for growing necrotrophic
mycelium of M. perniciosa on a common glass slide. The slide, with a
drop of malt medium that had been inoculated with a small sample of
M. perniciosa necrotrophic culture, was placed in a petri dish with a
2% agar-water layer, thus allowing the growth of the hyphae toward
the edge of the dish [21]. After 1 month, the petri dishes were opened
and the slides removed for microscopic evaluation, performed on the
area indicated by the dashed square
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hyphae but lacking the culture medium were cut with a
diamond cutter and fixed on a carbon support with carbon
tapes. In order to improve the image contrast, carbon was
evaporated to form a thin (few nanometers) layer over the
sample.

Results and Discussion

The hyphae growing on the glass slide, outside of the
culture media, were analyzed by light microscopy. The
original idea of this technique was to produce cells free of
medium residues to stain nuclear DNA [21]. Remarkably,
inspection of the necrotrophic mycelium led to the identi-
fication of well-defined tetragonal crystals near the hyphae
(Fig. 2a), which were more evident when observed under
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Fig. 2 Light microscopy of necrotrophic mycelium of Monilioph-
thora perniciosa without any treatment, showing crystalline structures
associated with the hyphae. (A, B) Crystals of pyramidal shape of
several sizes (2-20 um) were observed. (C, D) Bright crystalline

polarized light (Fig. 2b). Identical structures had been
detected associated with biotrophic-like mycelia growing
on culture plates, indicating that they are also produced by
this kind of hyphae. Glass slides incubated in the same
way, but without fungi inoculation, did not produce any
similar structure, indicating that this depended on cell
activity. Reinforcing this view, we observed bright crys-
talline-like structures apparently being secreted by cells
(Figs. 2c and d).

This analysis was refined by scanning electron micros-
copy (SEM). Several calcium-rich structures can be
observed associated with the mycelium (Fig. 3a) in an
image obtained with backscattered electrons (BECs). With
BECs, image contrast dependent on the heavier elements is
obtained. On closer inspection we observed that the crys-
tals seem to be produced inside the hyphae (Figs. 3b-d), the

.
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~
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structures were registered apparently being secreted by the cells. The
crystalline structures are more evident observed under polarized light
(B, D)
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x 10000

Fig. 3 SEM of Moniliophthora perniciosa necrotrophic mycelium.
(A) Several calcium-rich structures can be observed associated with
the mycelium, in an image obtained with backscattered electrons. (B)
In a closer view, we observe that the crystals are produced inside the
hyphae. (C) The pyramidal shape of the crystal, in a surface view. (D)

growing of which may cause the cells to rupture (Fig. 3e
and f).

Qualitative analysis using EDS is a powerful tool in
microanalysis. Chemical analysis in SEM is performed by
measuring the energy and intensity distribution of the x-ray
signal generated by a focused electron beam [13]. Ideally,
quantitative microanalysis would be the best choice to
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Some crystals present a bipyramidal shape, due to the tetragonal
system of growth (weddelite; dihydrated CaC,04.2H,0). (E) The
crystals may cause rupture of the fungus cells. (F) Calcium oxalate
crystals also grow in a monocyclic system (wewellite; monohydrate
CaC204.H20)

determine the crystal composition, but in this case it was
not possible to perform an accurate and precise determi-
nation due to calibration difficulties. In any case, some
qualitative conclusions can be obtained from the EDS data.

Qualitative analyses were performed in a comparative
fashion, by positioning the electron beam over the crystal
sample (signal sample; S,) and over a region sufficiently
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Fig. 4 Energy dispersive x-ray A
spectrometry (EDS) of the
crystal sample. (A) EDS spectra
obtained with the beam focused
at point 1 (S,) in the crystal 3000+ .
sample (in detail at the top). (B) Si
Beam focused at point 2 (S,) for
background signals. The inset 20004
shows the SEM image of the 0 Ca
crystal sample, showing the
location where the beam was
focused 1000 Na
C Mg
Al
0 1 I I I I
0 2 4 6 8 10
keV
B
6000
5000 | Si
4000 —
3000 —
2000 5 Na
mn_MJ A
C Al K
0 k| A_f T . T
0 2 4 6 8 10
keV

distant (signal blank; S;). High-intensity peaks for oxygen,
at ~0.5 keV, can be observed for both position S, and
position Sy, (Fig. 4). The observed peak at Sy, is due to the
high oxygen content of the substrate. The greater intensity
at S, indicates that oxygen can be found in the crystal
structure. It is worth noting the peaks for calcium (3.8 and
4.0 keV) and carbon (~0.2 keV). The high intensity of
these peaks at S, is strong evidence that calcium takes part
in the composition of the crystal. Additionally, the pres-
ence of carbon suggests an anion containing this element:
one can note the intensity of the carbon peak compared to
the background. The presence of calcium in the back-
ground signal is due to the substrate composition. On the
other hand, the small signal for carbon at S, is due to the
vapor deposition of this element during the sample prepa-
ration. The absence of peaks at higher energies (>5 keV)
indicates that the lower-energy region, ranging up to
1 keV, does not suffer from interferences of heavier
elements.

Some peaks appear with intensities closer to the oper-
ational limit of the instrument (background noise) and
should not be considered for the purpose of qualitative
analysis (Fig. 4). In this way, peaks attributed to Al, K, Na,
and S were discarded. Again, the presence of traces of Al is
probably due to the emission of X-rays from the atoms

present in the construction of the microscope chamber.
Beyond this, the electron beam has penetration greater than
the sample dimensions, leading to the measurement of
elements present on the supporting substrate. In this work
the support was made by common glass slides, which are
composed of silica (Si0O,) and silicates of alkaline and
alkaline earth metals (essentially Na, Mg, and Ca). For
silicon, x-rays generated at both position S, and position S;
showed intensities of 21546 and 41137, respectively, which
confirms that the silicon signal is due to the glass substrate.
The beam penetration into the supporting substrate is less
at position S,, because the beam must pass through the
crystal, which lowers the intensity at this point.

The possibility exists that the samples were formed by
calcium carbonate, which has the same composition.
However, this compound crystallizes as very small spheres,
which were not observed in our analysis. In contrast, COCs
are known to present pyramidal shapes, as a consequence
of growing in the tetragonal system (weddellite; dihydrated
CaC,0,4.2H,0). This structure was observed in our samples
(Figs. 2 and 3).

The formation of COCs by basidiomycetes is not unu-
sual and had been registered in the nonpathogenic fungi
Agaricus bisporus and Geastrum saccatum [31, 32].
Moreover, many phytopathogenic filamentous fungi, such
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Fig. 5 Alignment of the amino
acid sequence of predicted
Moniliophthora perniciosa
oxaloacetate acetylhydrolase
(OAH; Gene Bank accession
number EU179870) with the
homologous Coprinopsis
cinerea (Gene Bank accession
number EAU91265; e-value, 0),
Botryotinia fuckeliana (Gene
Bank accession number
AAS99938; e-value, 2¢~*+), and
Aspergillus niger (Gene Bank
accession number ABD78720;
e-value, 2e*°). Activity of the
enzyme was experimentally
confirmed for the species A.
niger and B. fuckeliana

as Athelia rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, and Botrytis
cinerea, produce oxalate during interactions with their
hosts [2, 4, 15, 16]. In fungi, oxalate can be synthesized
from two possible substrates: oxaloacetate and glyoxylate.
Oxaloacetate generated in the tricarboxylic acid cycle and
in the glyoxylate cycle is hydrolyzed to oxalate and acetate
in a reaction catalyzed by the enzyme oxaloacetate acet-
ylhydrolase (OAH) [19]. Glyoxylate can be oxidized by the
enzyme glyoxylate oxidase (GLOX) or dehydrogenized by
the enzyme glyoxylate dehydrogenase (GLDH), generating
oxalate in both cases [1, 30]. However, it has been reported
that the oxaloacetate route is the main one for oxalate
synthesis in most fungi [16,

@ Springer
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produced from oxaloacetate [22].

cases [16, 23].
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basidiomycete Fomitopsis palustris shows both GLDH and
OAH activities; however, OAH activity is five times higher
than GLDH activity, demonstrating that oxalate is mainly

Most oxalate-producing fungi exhibit only the OAH
pathway. S. sclerotiorum expressed sequence tag (EST)
libraries showed the presence of oxaloacetate acetylhy-
drolase (oah) expressed sequences during their interaction
with Bracassia napus (canola); in contrast, gldh and glox
sequences were not detected [28]. Moreover, deletion of
the oah-encoding gene in Aspergillus nidulans and Botrytis
cinerea resulted in total loss of oxalate production in both
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Fig. 6 Possible pathways for
oxalate production in -
Moniliophthora perniciosa: (1) 5
Isocitrate lyase; (2) succinate

dehydrogenase; (3) fumarase; 8
(4) malate dehydrogenase; (5)

citrate sintase; (6) aconitate

hydratase; (7) malate synthase; 4
(8) oxaloacetate acetylhydrolase
(OAH). TCA, tricarboxylic acid
cycle; Glox, glyoxylate cycle
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Therefore, since we have found that M. perniciosa
produces calcium oxalate crystals, we should be able to
find genes of this route in its genome. Indeed, we have
found a sequence with high similarity to the Coprinopsis
cinerea, Botryotinia fuckeliana, and Aspergillus niger oah
genes (E-values: 0, 2¢~**, and 2¢~*°, respectively) (Fig. 5).
Most important, the EST corresponding to this gene was
found in a library produced with RNA from in vitro bio-
trophic-like mycelia; therefore we conclude that M.
perniciosa presents the gene responsible for the conversion
of oxaloacetate to oxalate, and that, probably, this gene is
also expressed in the biotrophic phase of the fungus in
planta. Moreover, inspection of the genome led to the
identification of all the enzymes necessary to produce
oxaloacetate (Fig. 6). In summary, our data suggest that
production of oxalate is a strategy employed in the estab-
lishment of WBD.

In fact, the presence of COCs in cacao tissues is
observed during the development of WBD. There is an
increase in the number of these crystals in infected seed-
lings, followed by a rapid decrease in the final stages of the
disease [3]. High oxalate concentrations are toxic to cells
because COC degradation by oxalate oxidase leads to H,O,
production. This compound has been found in infected
tissues [3] and the germin oxalate oxidase gene has been
proved to be expressed under these conditions [12].

Thus, the production of oxalate by M. perniciosa leading
to the formation of calcium oxalate crystals could con-
tribute to the increase in calcium oxalate contents in cacao
tissues, as previously described. In addition, it may play an
important role in all fungal stages, from the initial estab-
lishment of the fungus in the apoplast (biotrophic phase) to
the final stages of WBD, characterized by the necrosis of
the broom tissues (saprotrophic phase).

Diseases caused by fungi that produce oxalate have
been successfully prevented with the use of transgenic
plants expressing oxalate decarboxylase [6, 17]. For
cacao, transgenic plants expressing chitinase have
recently been obtained [20]. We believe that genes
expressing enzymes that degrade oxalate should be tested
in order to verify the effect of oxalate production in the
progression of WBD.
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CAPITULO Il

Analise da expressao das catalases de Moniliophthora perniciosa e

seu possivel papel na defesa antioxidante

Bruno V de Oliveira, Paulo José PL Teixeira, Marcelo F. Carazzolle, Johana Rincones;
Goncalo AG Pereira.
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Resumo

A analise do genoma de M. perniciosa revelou a presenga de 5 sequéncias codantes para
catalases. A expressao relativa dos genes que codificam catalase foi analisada, por Real-time PCR, no
micélio necrotréfico crescido in vitro, mediante a presenga de peroxido de hidrogénio no meio de cultura.
Os genes Mp_catA, Mp_catB e Mp_catC tiveram sua expressdo aumentada na presenca de peroxido em
relacdo ao controle; ndo foi possivel detectar a expressdo dos genes Mp_catD e Mp_catE. A expresséo
desses genes também foi analisada, por sequenciamento de RNA em larga escala (RNAseq), nas
diferentes fases do ciclo de vida de M. perniciosa. O gene Mp_catD tem uma expressao quase
inexistente em todas as fases do ciclo de vida do fungo analisadas. Ja o gene Mp_catE somente é
expresso em esporos e basidiomas, o que esta de acordo com a existéncia, na literatura, de varias
catalases “especificas de esporos” descritas para varios fungos. Os genes Mp_catA, Mp_catB e Mp_catC
estao expressos em todas as fases do ciclo de vida de M. perniciosa. A expressao desses genes também
foi avaliada in planta, tanto por Real-time PCR quanto por RNAseq. Para isso, plantulas de cacau foram
infectadas com esporos de M. perniciosa, sob condigbes controladas, em casa de vegetacdo. Plantas em
diferentes pontos da progresséo da vassoura-de-bruxa foram coletadas. Os genes Mp_catA, Mp_catB e
Mp_catC estdo expressos em todos os pontos analisados, enquanto os genes Mp_catD e Mp_catE néo
estédo expressos in planta, nos estagios da doenga analisados. M. perniciosa tem a capacidade de manter
seu crescimento intacto mesmo na presencga de altas concentragdes de perédxido de hidrogénio. Essa alta
tolerancia a peroxido pode ser uma das razdes para o sucesso da infecgdo e pelo estabelecimento da

vassoura-de-bruxa e pode estar diretamente relacionada as catalases produzidas pelo fungo.
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1. Introducao

O peroxido de hidrogénio € uma das espécies reativas de oxigénio (ROS) mais abundantes na
natureza, sendo produzido principalmente como um subproduto da cadeia transportadora de elétrons da
respiracdo e como produto de reagdes enzimaticas, principalmente oxidases. Niveis excessivos de
peréxido de hidrogénio sao danosos para a grande maioria das células; dessa forma, uma remogéao
rapida e eficiente desse composto é essencial para o metabolismo de organismos aerdbicos. Dessa
maneira, esses organismos langcam mao de varias enzimas capazes de degradar peroxido de hidrogénio
no intuito de se manter a concentragdo desse composto em niveis toleraveis para a célula. Dentre essas
enzimas, encontram-se as catalases, enzimas capazes de degradar o peréxido de hidrogénio, liberando
agua e oxigénio.

Catalases tém sido descritas em diversos tipos de organismos, incluindo animais, plantas,
bactérias e fungos. As catalases produzidas por fungos formam um diverso grupo de enzimas no que diz
respeito a sua estrutura, localizagcéo e fungdes metabdlicas [1].

O fungo Neurospora crassa possui quatro catalases em seu genoma, com caracteristicas
distintas. O gene cat-1, altamente expresso nos conidios do fungo, e o gene cat-3, expresso em
condicdes de estresse fisiologico, pertencem a familia génica das catalases produzidas por fungos
filamentosos [2]; o gene cat-2, altamente expresso em conidios e hifas aéreas, pertence a familia das
catalase-peroxidases bacterianas [3]; por fim, o gene cat-4 ainda ndo foi caracterizado [4]. O fungo
Aspergillus nidulans, por sua vez, apresenta apenas trés genes que codificam catalases. O gene cat-A é
altamente expresso nos conidios [5]; a expressdo do gene cat-B é detectada nas hifas do fungo [6]; o
gene cat-C, provavelmente codante para uma catalase peroxissomal, possui pouca variagdo em sua
expressdo sob diversas condigbes testadas [7]; os autores sugerem que os diferentes genes que
codificam catalases em A. nidulans exercem suas fungbes em diferentes estagios de seu ciclo de vida [8].
Por fim, os dois genes que codificam catalases no fungo Cladosporium fulvum séo altamente divergentes:
0 gene cat-A, altamente expresso nos esporos do fungo, pertence a familia de catalases peroxissomais
presentes em leveduras e mamiferos; ja o gene cat-B, cuja expressao é detectada em resposta a
perdxido de hidrogénio exdgeno, pertence a familia de catalases sintetizadas por bactérias e fungos

filamentosos [9].
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As fungbes exercidas pelas catalases nas diferentes espécies de fungos também séo diversas.
Em leveduras metilotréficas, como Hansenula polimorfa e Pichia pastoris, a catalase peroxissomal &
necessaria para metabolizar o peréxido gerado pelo metabolismo de metanol. Em fungos fitopatogénicos,
as catalases tém sido associadas a protecdo do fungo contra o perdxido de hidrogénio liberado pela
planta como defesa contra o mesmo [10]; no entanto, em alguns casos, como no fungo fitopatogénico
Cladosporium fulvum, a enzima catalase parece também estar associada a decomposicdo do peroxido
endogeno liberado devido a atividade da enzima peroxissomal metanol oxidase [9]. Apesar da atividade
de catalase ser detectada na maioria das interagdes patogénicas entre plantas e fungos, o papel exato de
cada isoforma dessa enzima durante o processo infeccioso é de dificil descrigdo, ja que a presenga de
varios paralogos do gene dificulta os estudos de genoma funcional por construgdo de mutantes knockout
para tais genes [11].

Quanto a estrutura, as catalases sdo comumente divididas em 2 grupos: as grandes e as
pequenas. As catalases grandes possuem entre 680 e 750 aminoacidos em sua sequéncia e sua
proteina funcional geralmente é formada por um homo-oligoméro, geralmente tetrameros ou hexameros.
Ja as catalases pequenas sdo geralmente monomeéricas e possuem cerca de 480 a 550 aminoacidos em
sua sequéncia. Todas as catalases possuem o dominio conservado catalase (cd00328), responsavel por
sua atividade catalitica. O dominio GATase1_catalase (cd03132) é encontrado somente na porgdo C-
terminal de varias catalases grandes e seu papel estd associado a oligomeirizagdo para formagéo da
proteina funcional, composta por tetrameros na maioria dos casos [11].

A analise do genoma de M. perniciosa revelou a presenca de 5 sequéncias com similaridade a
catalases de outros fungos. Visto que durante a interagdo planta-patdégeno uma das formas de a planta
tentar conter a infecgdo € a produgado de altas concentragbes de perdxido de hidrogénio, as catalases
produzidas por M. perniciosa podem representar uma importante forma de o fungo se proteger desse

peréxido de hidrogénio exdégeno.

2. Objetivos
O objetivo dessa etapa do trabalho foi o estudo dos genes que codificam catalases em M.
perniciosa, através da andlise de suas sequéncias, da predicao de localizagao subcelular e da analise de

sua expressao in vitro e in planta.
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3. Material e métodos

3.1. Isolado de M. perniciosa

Para todos os experimentos realizados nessa etapa do trabalho, foi utilizado o isolado FA553 de
M. perniciosa [12], o qual é derivado da linhagem CP02 [13], a qual foi utilizada para o sequenciamento
do genoma do fungo. Esse isolado é mantido em nosso laboratério em meio MYEA (malte, extrato de

levedura, agar) a uma temperatura de 28°C.

3.2. Analise da expressao in vitro dos genes que codificam catalases mediante inducao
com peroxido de hidrogénio

Para a realizagdo desses experimentos, o micélio necrotréfico de M. perniciosa foi crescido por 7
dias em meio malte, sob uma agitagéo de 150 rpm a 28°C. Apos o crescimento, esses micélios foram
transferidos para: 1) um novo meio malte (controle); 2) o mesmo meio contendo 20 mM de peroxido de
hidrogénio. Os periodos de incubagao foram de 90 e 180 minutos.

Apos o periodo de incubagao do fungo, foi realizada a extragdo de RNA total através do RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen). A seguir, 0 RNA total extraido foi quantificado no Nanodrop™ 1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific), tratado com RQ71 RNAse-free DNAse (Promega) e em seguida
utilizado para a sintese de cDNA. Tal sintese foi realizada através da transcriptase reversa SuperscriptTM
Il (Invitrogen) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

A partir do cDNA sintetizado, foram realizados os experimentos de Real-time PCR, de forma a
quantificar a expressao relativa dos genes estudados. A quantificacdo da expressao foi realizada
detectando a fluorescéncia do reagente SYBRGreen (Applied Biosystems), utilizando a plataforma Step
One Plus (Applied Biosystems). O programa de amplificagéo utilizado foi formado por um ciclo inicial de
desnaturacéo a 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 20 segundos a 55
°C e 60 segundos a 60 °C. Apds cada ciclo de extensdo, o aparelho media a fluorescéncia da amostra.
Terminada a amplificacdo dos fragmentos, foi iniciada a etapa para a formagédo da curva de melting,
composto por um ciclo a 95 °C por 15 segundos, seguido por uma rampa entre 60 °C e 95 °C, com
leituras do nivel de fluorescéncia a cada aumento de 0,3 °C. A tabela 1 mostra os primers utilizados nas

amplificagdes.
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de Real-time PCR. Todas as reagdes foram realizadas
utilizando-se a temperatura de anelamento de 55°, a qual se mostrou eficiente para todos eles.

DIRETO (5' - 3 REVERSO (5' - 3))
Mp_catA ATAGAGGTATCCCTCGCTCGTA TGGAACTTGACAAAGTGTCGTT
Mp_catB AATCGTCCTCATGTACCAGTCC TATTGAGTGTGTTCGGGGTGTA
Mp_catC TCCCTGTTAACGCTCCACTC GCGATGCTGCTCTGGTAGTT
Mp_catD TGGCACTTTAGGACTCTCCAA TGAACAAATCCTGACGGTGA
Mp_catE CGAGTTATCCCACGTCCAAT GTTGATCGCCAATGCAACAC
Mp act CCCTTCTATCGTCGGTCGT AGGATACCACGCTTGGATTG

A analise dos dados foi realizada segundo o método proposto por Pfaffl et al. [14]. Para isso,
foram geradas curvas-padrdes para todos os genes estudados, de modo que a eficiéncia de sua
amplificagéo foi calculada. A partir desses dados, foram calculados os valores de expresséao relativa de
todos os genes em todas as condi¢des. O fungo crescido em meio malte foi escolhido como condi¢do
normalizadora do experimento (controle); o gene codificante para B-actina (Mp_act) foi utilizado como
normalizador da expresséo, visto que sua expressdo se mantém relativamente constante nas condigcbes

analisadas.

3.3. Analise da expressao dos genes que codificam catalase no ciclo de vida de M.
perniciosa

Foi realizada uma analise de expressdo génica por sequenciamento de RNA em larga escala
(RNAseq) em cinco pontos do ciclo de vida de M. perniciosa: esporos nao germinados, esporos
germinados, basidiomas, micélio biotrophic-like e micélio necrotréfico. Para isso, o RNA de cada uma
dessas fases foi extraido através do RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), quantificado no Nanodrop™ 1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) e utilizado para a confec¢édo das bibliotecas de transcriptoma.

As bibliotecas foram preparadas segundo instrugdes fornecidas pela lllumina. Basicamente, o
RNAm foi purificado a partir de 1 a 10ug de RNA total utilizando-se Sera-Mag Magnetic Oligo(dT) Beads
(Thermo Scientific, EUA), e entdo fragmentado na presenca de cétions divalentes sob elevadas
temperaturas. Apoés isso, o0 RNAm clivado foi copiado na primeira fita de cDNA utilizando-se random
hexamer primers e a enzima transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen, EUA). A segunda fita de
cDNA foi sintetizada utilizando as enzimas DNA polimerase | e RNAse H. Em seguida, as enzimas T4

DNA polimerase e Klenow DNA polimerase foram utilizadas para obtencao de extremidades abruptas do
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cDNA. Uma adenina foi entdo adicionada a extremidade 3’ das moléculas de cDNA utilizando-se a
enzima Klenow exo-. Em seguida, realizou-se a ligagdo de adaptadores (que possuem uma timina
overhang) para amplificacdo e sequenciamento do cDNA. Os adaptadores nao ligados foram separados
através de eletroforese e purificagdo de fragmentos de 200 a 300 pares de base, correspondentes ao
cDNA ligado aos adaptadores. Finalmente, as bibliotecas foram enriquecidas através de 15 ciclos de
PCR utilizando-se primers complementares as sequéncias dos adaptadores. A concentracdo e a
qualidade das bibliotecas foram aferidas utilizando-se o fluorbmetro Qubit (Invitrogen, EUA) e o sistema
de eletroforese capilar Experion (Bio-Rad, EUA). Para cada biblioteca, foram realizados 36 ciclos de
sequenciamento single ends utilizando-se o equipamento Genome Analyzer IIx (lllumina, EUA).

As sequéncias geradas foram montadas pela equipe de bioinformatica do LGE. O
sequenciamento das bibliotecas foi realizado pelo aluno de doutorado Paulo José Teixeira, em parceria

com a facility de sequenciamento da Universidade da Carolina do Norte (EUA).

3.4. Analise da expressao in planta dos genes que codificam catalase

3.4.1. Obtencao de esporos para a infeccao de plantulas de cacau

Os esporos de M. perniciosa foram obtidos segundo o método desenvolvido por Teixeira e
colaboradores, em nosso laboratério (manuscrito em preparagao).

Recipientes de vidro com capacidade para aproximadamente 100 mL de volume foram
preenchidos com 5 mL de meio agar-agua 2%, sobre o qual foram posicionados 2 galhos secos de
cacau. Os recipientes foram fechados com um tampao de gaze e autoclavados por 1 hora. Apos a
polimerizagdo do meio, 2 plugs de aproximadamente 1 cm? de raio de uma cultura de micélio necrotréfico
de M. perniciosa foram adicionados nas bases dos galhos. Esses recipientes foram entdo estocados em
nossa sala de esterilizagdo por cerca de 30-35 dias. Durante esse periodo, o micélio cresce sobre os
galhos de cacau e a agua do meio de cultura vai sendo absorvida. Quando o meio de cultura seca
completamente, inicia-se a rega dos galhos, a cada 3 dias, até o aparecimento de cogumelos (Figura 1),

0 que costuma ocorrer durante cerca de 30 dias apds o inicio das regas.
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Figura 1: Produgéo de basidiocarpos de M. perniciosa, in vitro, para a obtengao de esporos.

A partir dos basidiocarpos produzidos, os esporos foram coletados e armazenados em biofreezer
(-80 °C), em uma solugao contendo 20% de glicerol, até o momento correto para o indculo das plantulas

de cacau.

3.4.2. Cultivo de plantulas de cacau em casa de vegetacao

Frutos de cacau tiveram suas sementes extraidas e delas toda a mucilagem foi removida. Cada
semente (aproximadamente 150 no total) foi utilizada para o inéculo de um saco plastico contendo
aproximadamente 1 kg de terra e vermiculita na proporcdo de 2:1. As plantulas originadas a partir do
plantio das sementes cresceram por cerca de 3 meses em casa de vegetagdo com condigbes
controladas: temperatura variando entre 25 e 28 °C e umidade relativa acima de 80 %, mimetizando as

condic¢des climaticas das regides produtoras de cacau.

3.4.3. Infeccao de plantulas com esporos de M. pernciosa

Apos cerca de 3 meses de crescimento, as plantulas atingiram o momento ideal para serem
infectadas. Nessa época, foi realizado o corte do meristema apical das mesmas para induzir o
brotamento dos meristemas laterais (perda da dominancia apical). Essa medida é utilizada para
garantirmos uma alta taxa de infecgdo, visto que esporos de M. pernciosa infectam tecidos

meristematicos jovens e em alta atividade.
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Trés semanas apos o corte dos meristemas apicais, as plantulas foram infectadas. Para isso,
todas elas foram submetidas a uma camara Umida por 24 horas; um saco plastico umedecido foi
colocado sobre as plantulas para induzir a abertura dos estématos. As plantulas foram entéo infectadas
com 30 pL de uma solugdo de esporos do isolado FA553 de M. perniciosa, cuja concentragdo se
encontrava na casa de 10° esporos/mL. Apods a infecgdo, a cAmara Umida foi mantida por 2 dias. Das
150 plantas, 75% foram infectadas e 25% nao foram, sendo esse ultimo grupo de plantas o controle do
experimento.

As coletas de plantas infectadas foram realizadas de duas maneiras diferentes durante a
progressao da vassoura-de-bruxa.

Em um primeiro momento, foram coletados quatro pontos distintos da progressdo da doencga:
fase assintomatica (aproximadamente 16 dias apos a infecgdo, DAI), vassoura-verde 1 (25 DAI),
vassoura-verde 2 (32 DAI) e sintomas de necrose (45 DAI). Sempre eram coletadas trés plantas
infectadas em cada ponto e uma ndo infectada com a mesma idade (controle). As plantas coletadas
tiveram o ramo infectado (vassoura) congelados em nitrogénio liquido e armazenado em biofreezer até o
momento da extragdo de RNA. Essas plantas foram utilizadas para ensaios de expressao génica por
Real-time PCR.

Em um segundo momento, as plantas foram coletadas e outros quatro pontos: vassoura-verde
(30 DAI), necrose 1 (45 DAI), necrose 2 (60 DAI) e vassoura-seca (90 DAI). Novamente, as plantas
coletadas tiveram o ramo infectado (vassoura) congelados em nitrogénio liquido e armazenado em
biofreezer até o momento da extragdo de RNA. Essas plantas foram utilizadas para ensaios de
expressdo génica por RNAseq. Esse experimento foi realizado pelo aluno de doutorado Paulo José
Teixeira.

A extracdo de RNA foi realizada através do protocolo idealizado por Barau et al., em nosso
laboratério (manuscrito em preparagéo). A sintese de cDNA e os ensaios de Real-time PCR foram
realizados como descrito no item 3.2, e o gene codificador para p-tubulina foi utilizado como normalizador
(forward: 3-GACCAACAGCTTGTCTTTGC-5 e reverse: 3-GACATTGCAAACATCGAGGA-5"). Os

ensaios de RNAseq foram realizados como descritos no item 3.3.

4. Resultados
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4.1. Analise das sequéncias das catalases de M. perniciosa

A analise do banco de dados gendmicos de M. perniciosa revelou a presengca de 5 sequéncias
com similaridade a catalases, as quais foram denominadas de Mp_catA a Mp_catE. A tabela 2 mostra o
tamanho da sequéncia codante de cada uma delas (CDS), assim como o resultado de Blast contra a
base de dados NR. Todas elas possuem o dominio conservado catalase (cd00328), responsavel por sua
atividade catalitica, e o dominio GATase1_catalase (cd03132), responsavel por sua oligomerizagéo

(dados ndo mostrados).

Tabela 2: Analise das sequéncias das catalases de M. periciosa

Gene CDS (kB) Organism (1% hit) e-value
Mp_catA 2211 Postia placenta 0

Mp_catB 2160 Myceliophthora thermophila

Mp_catC 1581 Laccaria bicolor
Mp_catD 2184 Myceliophthora thermophila

Qo O O O

Mp_catE 2157 Myceliophthora thermophila

Também foi realizada uma predigdo da localizagdo subcelular para cada uma das 5 catalases,
através dos programas Psort (http:/psort.hgc.jp) e SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP), o
qual detecta possiveis sinais de secregdo para meio extracelular. O resultado dessa predicao esta

mostrado na tabela 3.

Tabela 3: Predicéo da localizagédo subcelular das catalases de M. perniciosa através dos programas Psort e SignalP.

Gene Psort Prediction SignalP
Mp_catA cyto: 12.0, pero: 7.0, mito: 5.0, nucl: 3.0 no
Mp_catB extr: 23.0, mito: 3.0 yes
Mp_catC cyto: 12.0, cyto_nucl: 10.0, nucl: 6.0, pero: 6.0 no
Mp_catD extr: 21.0, E.R.: 4.0 yes
Mp_catE extr: 26.0 yes

Como pode ser observado na tabela 3, M. perniciosa possui trés catalases preditas como sendo

secretadas para o meio extracelular (B, D e E) e duas preditas como sendo provavelmente citosdlicas (A
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e C). De fato, é possivel detectar a atividade extracelular de catalase em sobrenadantes da cultura de M.
perniciosa, mediante a adigcdo de perdxido de hidrogénio. A formagado de bolhas, como mostrado na

figura 2, € um indicio da atividade de catalase extracelular.

Figura 2: Deteccédo da atividade de catalase extracelular em M. perniciosa, mediante adicdo de perdxido de
hidrogénio. 1) meio malte (controle) e 2) sobrenadante de uma cultura necrotréfica de M. perniciosa.

4.2. Analise da expressao in vitro dos genes que codificam catalases mediante inducao
com peroxido de hidrogénio

Todos 0s genes que codificam catalase tiveram sua expressao analisada em resposta a perdxido
de hidrogénio no micélio necrotrofico de M. perniciosa. Apds do crescimento do micélio necrotréfico, o
micélios foram transferidos para: 1) um novo meio malte (controle); 2) meio malte contendo 20 mM de
peréxido de hidrogénio. Os periodos de incubacgao foram de 90 e 180 minutos.

Antes da realizacdo dos ensaios de Real-time PCR, realizamos amplificagbes com primers para
todos os genes para verificarmos sua especificidade, além de padronizarmos a temperatura de
anelamento a ser utilizada. O resultado dessas amplificagbes, realizadas com uma temperatura de
anelamento de 55 °C, escolhida para a realizagdo de todo o experimento por ser adequada a todos os
primers utilizados, esta mostrado na figura 4. Como podemos observar, todas as amplificagdes

resultaram em transcritos de 100-105 pB especificos.
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100pPB

Figura 3: Amplificacdes de fragmentos dos genes utilizados nos ensaios de expressio génica. 1. Mp_catA;
2. Mp_catB; 3. Mp_catC; 4. Mp_act. O marcador de peso molecular utilizado foi o 100 pB O’gene ruler (Fermentas),
em gel de agarose 2%.

A especificidade de todos os primers utilizados também foi analisada através de curvas de

melting realizada apds o fim dos ciclos de amplificagcdo em tempo-real, as quais estdo mostradas na
Figura 4.

MR Curve

Figura 4: Curvas de melting para os genes analisados. A. Mp_catA; B. Mp_catB; C. Mp_catC; D. Mp_act.
A analise dos dados foi realizada segundo o método proposto por Pfaffl et al [14]. Para isso,

foram geradas curvas-padrdes para todos os genes estudados, de modo que a eficiéncia de sua

amplificagéo foi calculada. Todas as curvas geradas estdo mostradas na tabela 4.
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Tabela 4: Curvas padrdes dos primers utilizados nos ensaios de amplificagdo em tempo real.

mean CP mean CP mean CP mean CP
cDNA
input(ng) Act CatA CatB CatC
1 17,55 29,47 29,26 25,88
0,25 19,41 31,30 31,26 27,64
0,083 20,33 32,48 32,57 29,06
0,04166 22,02 33,88 33,48 29,90
slope -3,04 -3,08 -3,04 -2,92
SE(slope) +0,40833 +0,25069 +0,10038 10
Efficiency 2,13 2,11 2,13 2,2
SE(E) +0,21619 +0,12821 +0,05341 10
correlation -0,984 -0,994 -0,999 -1

Os experimentos de Real-time PCR foram realizados em ftriplicatas. Para todas as reacgdes, foram

incluidos controles negativos. O perfil de expressdo dos genes Mp catA, Mp _catB e Mp_catC em

resposta a esses tratamentos estéd mostrado nos graficos abaixo.

Expressao relativa

Peroxido 90 minutos

W Per

Mp_CatA

Mp_CatB Mp_CatC

Figura 3: Padrao de expresséo dos genes Mp_catA, Mp_catB e Mp_catC no micélio necrotrofico crescido
em meio malte (controle - CT) e tratado com perdxido de hidrogénio (Per) por 90 minutos. Os valores de expressao
foram normalizados pela expresséo do gene codificante para p-actina.
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Peroxido 180 minutos

CT
W Per

Expressdo relativa

; O

Mp_CatA Mp_CatB Mp_CatC

Figura 4: Padréo de expressao dos genes Mp_catA, Mp_catB e Mp_catC no micélio necrotréfico crescido
em meio malte (controle - CT) e tratado com perdxido de hidrogénio (Per) por 180 minutos. Os valores de expresséo
foram normalizados pela expresséo do gene codificante para p-actina.

Como podemos observar pelos graficos, os genes Mp_catA, Mp_catB e Mp_catC tiveram sua
expressdo aumentada na presenca de perdxido no tratamento de 90 minutos. E interessante observar
que a resposta a peroxido de hidrogénio é bastante rapida, pois se notam variagdes na expressao das
catalases ap6s cercas de 90 minutos de tratamento; essa variagao, no entanto, inexiste no tempo de 180
minutos, quando o nivel de expressao das catalases voltou ao mesmo nivel apresentado no controle. A
quantidade de catalases produzida pelo fungo M. perniciosa parece ser bastante robusta, visto que para
esse experimento poder ser realizado, o micélio do fungo precisou ser lavado e trocado para um novo
meio. Quando esse experimento foi realizado pela primeira vez (dados ndo mostrados), o peroxido e o foi
adicionado diretamente as culturas com 7 dias de crescimento, e ndo se observou variagdo alguma na
expressao das catalases. O que provavelmente ocorreu foi uma rapida degradagdo de todo o peroxido
adicionado antes mesmo de ele poder ter algum efeito na expresséo génica. De fato, a quantidade de
bolhas formadas nessas culturas quando o peréxido foi adicionado indicam uma rapida degradagéo do
mesmo (Figura 2). A grande produgéo de catalases pelo fungo pode estar diretamente ligada a defesa
antioxidante do mesmo durante sua interagdo com cacau e a sua resisténcia ao peroxido produzido pela
planta na tentativa de conter a infecgdo pelo fungo. Nesse contexto, os genes Mp catA e Mp_catB

parecem ter uma fungdo mais ligada a essa degradagao de perdxido exdgeno, visto que esses genes
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apresentaram uma resposta maior a adicdo de perdxido em meio de cultura. Nao foi possivel detectar a
expressao dos genes Mp_catD e Mp_catE em culturas necrotroficas de M. perniciosa.

4.3. Analise da expressao dos genes que codificam catalase no ciclo de vida de M.
perniciosa

Foi realizada uma analise de expressao génica global, através da técnica de sequenciamento de
RNA mensageiro em larga escala (RNAseq), de todas as fases do fungo M. perniciosa in vitro: esporos
ndo germinados, esporos germinados, basidiomas, micélio biotrophic-like e micélio necrotréfico. Os
dados desses sequenciamentos estdo disponiveis para todo nosso grupo para auxiliar nos diversos
projetos em andamento no nosso laboratério.

Os dados de expressao génica bruta, medidos através do RPKM (Reads Per Kilobase of exon
model per Million mapped reads), mostram que as catalases A, B e C sdo expressas em todas as fases
do ciclo de vida do fungo. A catalase D tem uma expresséo muito pequena nos esporos nao germinados;
nas outras fases, sua expressao é praticamente nula. Ja a catalase E é bastante expressa nos esporos e
basidiomas, tendo sua expressao quase nula nos dois tipos de micélio. O nivel de expressao dos genes
Mp_catD e Mp_catE no miceélio necrotrofico de M. perniciosa justifica o fato de esses genes nao terem

sido detectados por Real-time PCR, como descrito no item 4.2.

Tabela 5. Valores de expressao génica absoluta obtidos através de RNA-seq. Valores medidos em RPKM. ESP:
esporos nao germinados; GMN: esporos germinados; BDA, basidioma; BIO, micélio biotrophic-like; NEC, micélio
necrotrofico.

ESP GMN BDA BIO NEC
Mp_CatA 40,71 17,23 2842 4641 14,49
Mp_CatB 3599 1507 20,15 37,80 11,63
Mp_CatC 588,49 68,84 50896 1356,97 1582,26
Mp_CatD 3,21 0,24 0,50 0,81 0,53
Mp_CatE 39,91 171,38 50,41 4,55 0,63

4.4. Expressao dos genes que codificam catalase in planta
Os genes que codificam catalase em M. perniciosa tiveram sua expressao analisada por Real-
time PCR durante 4 pontos da progressao da vassoura-de-bruxa, como descrito no item 3.4.3. O padréo

de expresséo desses genes esta representando na figura 5. Como podemos observar, os genes Mp_catA
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e Mp_catC tém sua expressao aumentada durante a progressao da vassoura-de-bruxa, enquanto o gene
Mp_catB tem sua expressado reduzida. Nao foi possivel detectar a expressao dos genes Mp_catD e

Mp_catE in planta por Real-time PCR.

Mp_catA in planta

WMp_catA

MW W e 0D

Expressdo Relativa

. 1 N
0.

AST V1 V2 MNEC
a5 Mp_catB in planta
A0
m 35
2
& 30
a
= 25
o BMp_catB
'3 a0
@
L 15
3 10
5
[¥] Py
AST WVl Vw2 MNEC
; Mp_catC in planta
6
g
25
=
'3
e 4
o W Mp catC
o
w3
@
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o
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Figura 5: Padrdo de expresséo dos genes Mp_catA, Mp_CatB e Mp_catC do fungo M. perniciosa in planta,
durante quatro estagios da progressdo da vassoura-de-bruxa: AST, assimtomatico; VV1: vassoura-verde1; VV2,
vassoura-verde2; NEC: necrose. Os valores de expressado foram normalizados pela expresséo do gene codificante
para a—tubulina.

A tabela 6 mostra dos valores de expressao génica absoluta obtidos através de RNAseq. Apesar

das coletas das plantas infectadas durante a progressao da vassoura-de-bruxa terem sido realizadas em

tempos diferentes em relagao ao experimento de Real-time PCR, os valores de RPKM mostram a mesma
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tendéncia de aumento na expressao dos genes Mp_catA e Mp_catC e de redugdo na expressao do gene
Mp_catC durante os estagios da progressédo da doenga analisados. Assim como ocorreu com a analise
da expressao génica in vitro, a nao detecgao da expressao dos genes Mp_catD e Mp_catE por Real-time

PCR pode ser explica pelos valores de RPKM préximos a zero, como mostrado na tabela.

Tabela 6: Valores de expressao génica absoluta obtidos através de RNA-seq. Valores medidos em RPKM. GB1:
vassoura-verde; NA4, necrose 1; NB1, necrose 2, DB1, vassoura-seca.

GB1 NA4 NB1 DB1
Mp_catA 11,44 88,78 35,21 200,59
Mp_catB 609,12 395,33 209,92 6,52
Mp_catc 927,83 756,78 13553 1657,65
Mp_catD 0 0 0 1,04
Mp_catE 585 1,7820 3,51 1,05

5. Discussao

M. perniciosa possui 5 sequéncias com similaridade a catalases em seu genoma, 0 que esta
condizente com o fato de a maioria de fungos filamentosos como Neurospora crassa, Aspergillus
fumigatus e Cladosporium fulvum possuirem mais de uma sequéncia codante para essa enzima em seus
respectivos genomas [4, 9, 15]. A predicdo da localizagdo subcelular das catalases de M. pernciosa,
realizada através dos programas Psort e SignalP, mostram que possivelmente trés dessas catalases séo
secretadas para o0 meio extracelular e duas sao citosolicas. Trata-se apenas de uma predigdo, que
necessita de mais experimentos para ser confirmada; no entanto, essa possivel distribuicdo celular das
catalases de M. perniciosa faria com que esse fungo ndo possuisse nenhuma catalase presente dentro
de organelas, assim como N. crassa, que produz quatro catalases sem que nenhuma esteja presente
dentro de organelas [4]. Isso € um fato bastante raro dentre os fungos filamentosos, visto que na maioria
deles, pelo menos uma das catalases produzidas é peroxissomal.

O padrao de expressao das catalases de M. perniciosa no do micélio necrotréfico crescido in vitro
na presenca de peroxido de hidrogénio mostra que os genes Mp catA e Mp_catB podem estar
diretamente ligados a degradacdo de peroxido exdégeno, visto que sua expressdo € aumentada nessa

condigdo em relagao ao controle. Sabe-se que plantas produzem um rapido burst oxidativo na presenca
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de algum patégeno que a esteja atacando [16, 17]. Dentre os compostos produzidos durante este burst
oxidativo, encontra-se o perdxido de hidrogénio, o qual funciona como uma molécula sinalizadora da
resposta hipersensitiva, além de induzir a expressao de genes de defesa nas células vegetais adjacentes
aos pontos de infecgédo. Por fim, o perdxido e outros ROS podem restringir o crescimento do patégeno.
Dessa forma, a presenca de catalases que respondam a presenga de peréxido de hidrogénio exégeno
pode ser uma maneira de M. perniciosa evadir o burst oxidativo produzido pelas células de cacau durante
a infeccdo. De fato, M. perniciosa tem a capacidade de manter seu crescimento intacto mesmo na
presenca de altas concentragbes de peroxido de hidrogénio, como mostrado na figura 6. Essa alta
tolerancia a peroxido pode ser uma das razdes para o sucesso da infecgdo e pelo estabelecimento da

vassoura-de-bruxa e pode estar diretamente relacionada as catalases produzidas pelo fungo.

Figura 6: M. perniciosa é capaz de crescer em altas concentragdes de peroxido de hidrogénio. Micélio necrotréfico
crescido em meio malte (A) e suplementando com diferentes concentragbes de perdxido de hidrogénio: B) 10 mM; C)
20 mM, D; 40 mM, E) 80 mM.

As catalases de M. perniciosa também estao diferencialmente expressas durante o ciclo de vida
do fungo. Os genes Mp_catA, Mp_catB e Mp_catC estdo expressos em todas as fases do ciclo de vida
do fungo. No entanto, o gene Mp_ catD somente tem uma pequena expressao em esporos nao
germinados e o gene Mp_catE somente é expresso em esporos e basidiomas. Esse dado & condizente
com a existéncia de varias “spore specific’ catalases descritas na literatura. No fungo Aspergillus
nidulans, a catalase A tem sua expressdo detectada apenas nos esporos; a delecdo desse gene

acarretou na sensibilidade dos esporos a peréxido de hidrogénio [18]. O mesmo resultado é encontrado
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para o fungo Cladosporium fulvum; o gene cat1 é altamente expresso em esporos ndo germinados e
pOUCO expresso em esporos em germinacgao; nas outras fases do ciclo de vida do fungo, sua expressao
nao é detectada [9].

In planta, o gene Mp_catB parece estar mais envolvido na defesa antioxidante durante as fases
mais iniciais da doencga, enquanto os genes Mp_catA e Mp_catC tem sua expressdo mais elevada nos
estagios finais da doenga. A ndo detecgéo da expressao dos genes Mp_catD e Mp_catE deve-se ao fato
de esses genes estarem expressos somente em esporos do fungo, e nos estagios da doenga analisados,
o fungo estar presente somente em suas fases miceliares.
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The hemibiotrophic basidiomycete fungus Moniliophthora perniciosa, the causal agent of Witches’ broom
disease (WBD) in cacao, is able to grow on methanol as the sole carbon source. In plants, one of the main
sources of methanol is the pectin present in the structure of cell walls. Pectin is composed of highly
methylesterified chains of galacturonic acid. The hydrolysis between the methyl radicals and galacturonic
acid in esterified pectin, mediated by a pectin methylesterase (PME), releases methanol, which may be
decomposed by a methanol oxidase (MOX). The analysis of the M. pernciosa genome revealed putative
mox and pme genes. Real-time quantitative RT-PCR performed with RNA from mycelia grown in the pres-
ence of methanol or pectin as the sole carbon source and with RNA from infected cacao seedlings in dif-
ferent stages of the progression of WBD indicate that the two genes are coregulated, suggesting that the
fungus may be metabolizing the methanol released from pectin. Moreover, immunolocalization of homo-
galacturonan, the main pectic domain that constitutes the primary cell wall matrix, shows a reduction in
the level of pectin methyl esterification in infected cacao seedlings. Although MOX has been classically
classified as a peroxisomal enzyme, M. perniciosa presents an extracellular methanol oxidase. Its activity
was detected in the fungus culture supernatants, and mass spectrometry analysis indicated the presence
of this enzyme in the fungus secretome. Because M. pernciosa possesses all genes classically related to
methanol metabolism, we propose a peroxisome-independent model for the utilization of methanol by
this fungus, which begins with the extracellular oxidation of methanol derived from the demethylation
of pectin and finishes in the cytosol.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

inhabit the intercellular space, where they grow slowly at a low
density, causing hypertrophy and hyperplasia of the infected

The basidiomycete fungus Moniliophthora perniciosa (Aime and
Phillips-Mora, 2005) is the causal agent of Witches’ broom disease
(WBD) in cacao (Theobroma cacao), one of the most devastating
diseases of cacao in the Americas (Griffith et al., 2003).

M. perniciosa is classified as a hemibiotrophic pathogen and
presents two morphologically distinct life phases, biotrophic and
necrotrophic, that are correlated with different symptoms during
the progression of WBD (Evans, 1980). The biotrophic mycelium
is monokaryotic, with no clamp connections, and infects flower
cushions, developing fruit, and meristematic tissues. These hyphae

* Corresponding author. Address: Genetics, Evolution and Bioagents Department,
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13083-970 Campinas, SP, Brazil. Fax: +55 19 37886235.
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1087-1845/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.fgb.2012.09.001

branches, which are the main symptoms of the green broom stage
(Evans, 1978; Penman et al., 2000; Silva, 1999). These symptoms
are caused by a drastic biochemical change during the develop-
ment of the green brooms (Scarpari et al., 2005). Very little is
known about the characteristics of this monokaryotic mycelium
ex planta because its cultivation is difficult due to its instability;
a glycerol-based culture media for the cultivation of a monokaryot-
ic and biotrophic-like mycelia was developed only recently
(Meinhardt et al., 2006).

Five to eight weeks after the start of the infection, a dikaryotiza-
tion process occurs, and the mycelia become necrotrophic, pre-
senting two nuclei per cell that are connected by typical
basidiomycete clamp connections. The necrotrophic mycelia rap-
idly invade the host plant cells, completely destroying the infected
tissues and causing the extensive degradation symptoms of the dry

Please cite this article in press as: de Oliveira, B.V,, et al. A potential role for an extracellular methanol oxidase secreted by Moniliophthora perniciosa in
Witches’ broom disease in cacao. Fungal Genet. Biol. (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.fgb.2012.09.001
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broom phase (Delgado and Cook, 1976; Evans and Bastos, 1980;
Frias et al., 1991; Griffith and Hedger, 1994). Although the mecha-
nisms that trigger the dikaryotization process in M. perniciosa are
not yet completely elucidated, recently a study published by our
group reported that an alternative oxidase plays a role in the bio-
trophic development of M. perniciosa and regulates the transition
to its necrotrophic stage (Thomazella et al., 2012).

The introduction of WBD in Bahia, the main Brazilian cacao-pro-
ducing state, occurred in 1989 (Pereira et al., 1989). Since then, ca-
cao production has decreased drastically and Brazil has become a
net importer of cacao in order to supply the national chocolate
industry. Due to the extreme losses in cacao production, in the
early 2000s, the Witches’ broom Genome Project was initiated to
decode the M. perniciosa genome and, based on the data acquired,
select genes that could be relevant during the progression of WBD
for characterization. In 2008, a draft genome analysis and an EST
and microarray-based transcriptome study were published (Mond-
ego et al., 2008; Rincones et al., 2008). These studies revealed the
presence of sequences similar to methanol oxidase (mox), an en-
zyme that could be related to the previously reported ability of
M. perniciosa to grow on methanol as the sole carbon source
(Mondego et al., 2008), as shown in Fig. 1.

MOX is the key enzyme in methanol metabolism in methylo-
trophic yeasts and other methanol-degrading organisms. It con-
sists of an octameric flavoprotein that oxidizes methanol to
formaldehyde and hydrogen peroxide (Ozimek et al., 2005). The
peroxide generated is decomposed by a catalase, and the formalde-
hyde is subjected either to the action of a dihydroxyacetone syn-
thase (DHAS) or to direct oxidation by the enzymes
formaldehyde dehydrogenase (FMDH) and formate dehydrogenase
(FDH) (Kaszycki and Koloczek, 2000).

In almost all methanol-degrading organisms, such as the
methylotrophic yeasts Pichia angusta and Pichia pastoris and the
ascomycete phytopathogen Cladosporium fulvum, MOX is a

peroxisomal enzyme (Ozimek et al., 2005; Segers et al., 2001). It
is synthesized in the cytosol and imported into the peroxisomes,
triggered by a peroxisomal targeting signal (PTS1) that is located
in the C-terminal part of the enzyme (Ozimek et al., 2006). To date,
the only known exception concerns the MOX produced by the
basidiomycete Gloeophyllum trabeum, which is secreted into the
extracellular space, despite the absence of a clear secretion signal
in its sequence (Daniel et al., 2007).

In plants, one of the main sources of methanol is the pectin
present in the plant cell walls (Nemecek-Marshall et al., 1995).
Pectins are one of the major components of the middle lamellae
and primary plant cell walls in dicotyledonous species, where they
compose 30-35% of the cell wall dry weight (Pelloux et al., 2007).
Pectins are highly complex polysaccharides that are rich in calcium
ions, and are formed by a range of different domains, two of which
may be distinguished: homogalacturonan and xylogalacturonan.
Homogalacturonans are linear chains of o-(1-4)-linked
p-galacturonic acid, which can be either methylesterified or
acetylesterified. Xylogalacturonan is a homogalacturonan with
(1,3)-B-p-xylopyranoside side chains, which like homogalacturo-
nan, can be methylesterified (Willats et al., 2001).

The degradation of the pectin present in plant cell walls is a
strategy used by many phytopathogenic fungi to invade the host
tissues and establish infection. The fungi Sclerotinia sclerotiorum
(Guimaraes and Stotz, 2004), Botrytis cinerea (Han et al., 2007),
and M. perniciosa (Rio et al., 2008) produce oxalate, which removes
calcium ions bound to pectin to produce calcium oxalate crystals,
thus exposing the host cell walls to plant cell wall-degrading
enzymes (PCWD) of fungal origin. One of the main PCWDs is pectin
methylesterase (PME), an enzyme that removes the methyl ester
radicals present in the galacturonic acid backbone in esterified
pectin, releasing methanol (Sakai et al., 1993). PMEs are enzymes
produced by plants that are related to growth, development, and
defense against pathogens (Pelloux et al., 2007), though many phy-

Fig. 1. M. perniciosa is able to grow on methanol as the sole carbon source. Minimal medium without any carbon source, which cannot support M. perniciosa growth (A,
control) and the same media supplemented with glucose (B), methanol (C) and cacao extract (D), at final concentrations of 1% (v/v).
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topathogenic fungal species secret PMEs as pathogenicity factors.
For example, the disruption of the B. cinerea pectin methylesterase
gene Bcpmel reduces virulence in several host plants, including
apple fruits, grapevines, and Arabidopsis thaliana leaves (Valette-
Collet et al., 2003). The analysis of M. perniciosds genomic and ex-
pressed sequences revealed the presence of a sequence similar to a
pectin methylesterase.

Although it has been demonstrated that methylotrophic yeasts,
such as Pichia methanolica (Nakagawa et al., 2005) and Candida
boidinii (Yurimoto et al., 2000), are able to utilize the methanol
released from pectin, very little is known about the correlation
between pectin and methanol metabolism among the phytopatho-
genic fungal species.

In this study, we show that M. perniciosa produces a methanol
oxidase that is secreted into the extracellular space. Its relative
expression in vitro and in planta is associated with PME expression
levels and with the reduction in the level of methyl esterification
observed in infected cacao seedlings, suggesting that this fungus
metabolizes the methanol generated by pectin degradation. More-
over, we show that M. perniciosa possesses all genes related to
methanol utilization, and their expression indicates that methanol
can be a relevant energy source for this fungus.

2. Material and methods
2.1. Biological material and growth conditions

The isolate FA553 of M. perniciosa was used for all experiments
in this work (Mondego et al., 2008). In our laboratory, necrotrophic
mycelia of this isolate were maintained on plates of Malt Yeast Ex-
tract Agar (Difco) at 28 °C. The spores were obtained from necro-
trophic mycelia according to the protocol developed by Teixeira
et al. (in preparation). Biotrophic-like mycelia were obtained from
spore germination in biotrophic maintenance media (Meinhardt et
al., 2006).

For all in vitro gene expression experiments, both biotrophic-
like and necrotrophic mycelia were grown for 7 days at 28 °C, un-
der constant agitation at 120 rpm, in biotrophic liquid media,
which contains glycerol as the sole carbon source (Meinhardt et
al., 2006); the same media was used for the biotrophic-like and
necrotrophic mycelia growth to avoid gene expression variations
associated with different growth conditions. After the 7-day
growth period, the mycelia were separated from the media by fil-
tration, washed twice in sterile distilled water and inoculated in
new aliquots of the same media supplemented with the following
sole carbon sources at final concentrations of 1% (w/v): glycerol,
glucose, methanol, non-esterified pectin from citrus (Sigma, poly-
galacturonate) and esterified pectin from citrus (Sigma, degree of
esterification, DE > 85%). After a 24-h period of incubation, the
mycelia were separated from the media by filtration, washed twice
in sterile distilled water, frozen in liquid nitrogen, and stored at
—80 °C for further RNA isolation.

T. cacao L. variety (Catongo) was used for the M perniciosa gene
expression assays in planta. Plants were grown for approximately
3 months in a greenhouse under controlled temperature (26 °C)
and humidity (>80%) at a photoperiod of 12 h. After this period
of growth, the apical meristems of the plants were removed
2 weeks before the infection with the fungal spores to stimulate
growth of the lateral meristems. One day before the infection,
the plants were transferred to a high-humidity chamber to induce
stomatal opening. We used 30 pl of a solution containing approx-
imately 10° spores/ml to infect each plant. Symptoms of WDB were
observed, and the plants were harvested based on the progression
of symptoms of the disease: asymptomatic, green broom 1, green
broom 2 and necrosis; the plants were collected in triplicate for

each stage analyzed. As the experimental control, non-infected
plants of the same age were collected. All collected plants were
frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C freezer for further
RNA isolation. For the immunolocalization assays, seedlings
from asymptomatic and necrosis stages and their respective
non-infected controls of the same age were harvested and fixed
in Karnovsky solution overnight at room temperature and under
vacuum (Karnovsky, 1965).

2.2. RNA isolation

Mycelia of M. perniciosa grown in vitro were processed for RNA
extraction using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) according
to the manufacturer’s instructions. RNA from infected and
non-infected plant material was isolated according to a protocol
developed in our laboratory (Vidal et al., 2010). All isolated RNA
was qualitatively analyzed in 1% denaturing formaldehyde/agarose
gel electrophoresis and quantified using a Nanodrop™ 1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific).

2.3. Real-time PCR

One microgram of total RNA from in vitro cultures and plant
material was treated with RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) and
used for cDNA synthesis with Superscriptl® Reverse Transcriptase
(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. The online
program Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000) was used to design
all PCR primers based on the sequences obtained from the Witches’
broom Genome Project database (Table 1). The optimal primer
annealing temperature was set to 55 °C, and the amplicon size var-
ied from 100 to 110 bp. Quantitative PCR was performed using the
SYBRGreen MasterMix (Applied Biosystems), and the fluorescence
was detected with the Step One Plus platform (Applied Biosys-
tems). A 16 pl reaction was set with 8 pl of the SYBRGreen Master-
Mix, 40 ng of cDNA and 100 nM of each primer. The thermal
cycling conditions were 94 °C for 10 min, followed by 40 cycles
of 94 °C for 15 s, 55 °C for 20 s and 60 °C for 1 min. After amplifica-
tion, a melt-curve step consisting of one cycle of 94 °C for 15 s and
a ramp varying from 60 °C to 94 °C in intervals of 0.3 °C was added
to inspect the reactions for the formation of primer dimers and
unspecific amplicons. The melting temperatures of the fragments
were determined according to the manufacturer’s protocol (Table
1). No-template reactions (water) were included as negative con-
trols in every plate for all of the primers used; for plant material
analyses, non-infected plants were also assayed to ensure that
the fungal primers were not amplifying cacao genetic material.

The data analysis was performed using a mathematical method
described previously (Pfaffl, 2001), using the C; (cycle threshold)
mean of biological triplicates. Standard curves for each primer pair
were generated by serial cDNA dilutions. The housekeeping genes
B-actin and o-tubulin (Table 1) were used to normalize the qPCR
reactions for in vitro and infected plant material, respectively.

2.4. Methanol oxidase assay

Supernatants of liquid M. perniciosa cultures were separated
from the mycelia by filtration through several layers of filter paper

Table 1
Primers and melting temperatures (MT) for quantitative SYBRGreen real-time PCR.

Reverse MT
(°C)

Forward

PME TTTTGTACTCAAACTTGCATCACC CTGAAGGAAGATTAGACAGACACG 75.6

MOX CTGTCGGCGTAGCCTATGTT TCCACTGCTCAGAACGACAC 823
ACT CCCTTCTATCGTCGGTCGT AGGATACCACGCTTGGATTG 80.7
TUB GACCAACAGCTTGTCTTTGC GACATTGCAAACATCGAGGA 81.0
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(Whatman No. 1). The secretome samples were then concentrated
100-fold using an Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit with an
Ultracel-10 membrane (Millipore) and quantified by the Bradford
assay using bovine serum albumin as the standard.

The concentrated supernatants of liquid M. perniciosa cultures
were used to detect methanol oxidase activity. MOX activity was
assayed spectrophotometrically at 405 nm through the oxidation
of 2,2-azino-bis(3-ethylbenzo-6-thiazoline sulfonic acid) (ABTS)
(Sahm and Wagner, 1973). The reactions were set to a final vol-
ume of 2 ml, containing 100 mM of the substrate (methanol, eth-
anol and 2-propanol), 2 pmol of ABTS, 40 ng of horseradish
peroxidase (Sigma), and approximately 10 pg of total protein
from the culture supernatants. The reaction was performed at
25°C in an air-saturated 100 mM potassium phosphate buffer at
pH 7.5. The oxidation of ABTS was detected by observing the
appearance of a green coloration. The 405 nm absorbance was
measured at 1 min intervals. The K, for methanol and ethanol
was calculated as described previously (Segers et al., 2001; Van
der Klei et al., 1990).

2.5. Enzymatic in-gel digestion and mass spectrometry analysis

Concentrated supernatants of liquid M. perniciosa cultures, ob-
tained as described in Section 2.4, were used in mass spectrometry
analysis. SDS-PAGE electrophoresis (12.5%) was used to separate
20 g of the concentrated protein mixture. The bands correspond-
ing to the molecular mass range from 70 to 75 kDa, as predicted for
MOX, were excised from the gel and subjected to in-gel trypsin
digestion, which was performed as described previously (Hanna
et al., 2000), with modifications. As a negative control, we per-
formed the same preparation with a cell-free culture media.

The resulting peptide solution was dried in a SpeedVac con-
centrator, resuspended in 20 pl of 0.1% formic acid and an aliquot
of 4.5 ul was analyzed in a LTQ Orbitrap Velos mass spectrometer
(Thermo Scientific) connected to a nanoflow liquid chromatogra-
phy (LC-MS/MS) by an EASY-nLC system (Proxeon Biosystem)
through a Proxeon nanoelectrospray ion source. Peptides were
separated on a 2-90% acetonitrile gradient in 0.1% formic acid
using a pre-column EASY-Column (2 cm x id 100 pm, 5 pm parti-
cle size) and an analytical column EASY-Column (10 cm x id
75 um, 3 pm particle size) at a flow rate of 300 nl/min over
45 min. The nanoelectrospray voltage was set to 1.7 kV, and the
source temperature was 275 °C. All instrument methods for the
Orbitrap Velos were set up in the data-dependent acquisition
mode. The full scan MS spectra (m/z 300-2000) were acquired
in the Orbitrap analyzer after accumulation to a target value of
1eS. The resolution was set to r= 60,000 and the 20 most intense
peptide ions with charge states >2 were sequentially isolated to
a target value of 5000 and fragmented in the linear ion trap by
low-energy CID (normalized collision energy of 35%). The signal
threshold for triggering an MS/MS event was set to 1000 counts.
Dynamic exclusion was enabled with an exclusion size list of 500,
exclusion duration of 60s, and repeat count of 1. An activation
q=0.25 and activation time of 10 ms were used (de Souza et
al.,, 2012).

Peak lists (msf) were generated from the raw data files using the
software Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Fisher Scientific) with
Sequest search engine and they were searched against M. pernici-
osds predicted protein database (17,012 sequences) with carbami-
domethylation (+57.021 Da) as a fixed modification, oxidation of
methionine (+15.995 Da) as a variable modification, one trypsin
missed cleavage and a tolerance of 10 ppm for the precursor and
of 1Da for fragment ions, filtered using xcorr cutoffs (+1> 1.8,
+2>22,+3>2.5 and +4 > 3.25) and false discovery rate of 0.01,
performed using a reverse M. perniciosds predicted protein
database.

2.6. Immunofluorescence detection of the level of methyl esterification
in infected and non-infected cacao seedlings

The immunolocalization of the methylesterified and non-
methylesterified domains of homogalacturonan present in infected
and non-infected cacao seedlings was performed as described
elsewhere (Buckeridge and Reid, 1994; Orfila and Knox, 2000).
The primary antibodies JIM5 and JIM7, which recognize homogalac-
turonan epitopes with low (0-40%) and high (15-80%) levels of
methyl esterification (0-40%), respectively, were used (Willats et
al., 2000).

The fixed samples (Section 2.1) were dehydrated, cleared in xy-
lene and infiltrated in Paraplast® Plus (McCormick™). Twelve-
micrometer transverse sections of stems from asymptomatic and
necrotic infected cacao plants and non-infected controls of the
same age were dewaxed with butyl acetate, hydrated and incu-
bated in blocking solution (3% whole milk diluted in 0.01 M saline
phosphate buffer pH 7.1) for 30 min. Subsequently, the samples
were separately incubated with primary antibodies (1:5 dilution)
for 3 h, washed three times with PBS buffer and incubated with
Goat Anti-Mouse IgG, (H + L) FITC-conjugated secondary antibody
for 1h at room temperature in the dark. Control samples were
incubated only with the secondary antibody for 1 h at room tem-
perature in the dark. The samples were immediately analyzed with
an Olympus BX51 epifluorescence microscope. At least 10 different
sections of each plant were analyzed.

2.7. Transcriptomic analysis using RNA-seq

The RNA isolated from M. perniciosa necrotrophic mycelia in-
duced in glycerol or methanol (Section 2.1) was processed for glo-
bal transcriptome analysis by large scale mRNA sequencing (RNA-
seq). Libraries were prepared according the manufacturer’s
instructions (Illumina). The mRNA was purified from 10 pg of total
RNA using Sera-Mag Magnetic Oligo(dT) Beads (Thermo Scientific),
and fragmented in the presence of divalent cations under high
temperatures. The fragmented mRNA was used to synthesize the
cDNA. The first strand was synthesized using Superscript Il Reverse
Transcriptase and random hexamers. Double-stranded cDNA was
then produced using the enzymes DNA polymerase I and RNAse
H. Subsequently, abrupt extremities were obtained by treatment
with the enzymes T4 DNA polymerase and Klenow DNA polymer-
ase; a 3'-adenine was added by the enzyme Klenow exo-Adapters
with an overhang thymine were added, and non-ligated adapters
were purified in gel. Finally, the libraries were enriched through
15 cycles of amplification using primers that anneal to the adapt-
ors. The libraries were quantitative and qualitatively assayed with
the Qubit fluorometer (Invitrogen) and the Experion capillary elec-
trophoresis system (Bio-RAD). Each library was subjected to a 36-
cycle single end sequencing in the Genome Analyzer Il platform
(MMumina).

To identify expressed genes, the reads obtained from large scale
sequencing were mapped against the M. perniciosa genomic data-
base using the mapping tool Bowtie (Langmead, 2010), allowing
one mismatch. Ambiguous reads that mapped with similar scores
to several sites were discarded. The measure of gene expression
was calculated in terms of RPKM (reads per kilobase per million
mapped reads) (Mortazavi et al., 2008).

3. Results
3.1. Sequence analysis of M. perniciosa methanol oxidase

The M. perniciosa predicted protein database (17,012 sequences)
was analyzed, and three sequences with the potential to encode
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methanol oxidase were initially identified. These sequences were
compared to MOX sequences from other organisms by the Blast
algorithm against the NR database and subjected to a search of
conserved domains and classical MOX motifs, using the CDD and
Pfam databases. Fig. 2A shows a scheme of the three predicted
MOX sequences. All described MOX from fungal species contain
two GMC-oxidoreductase (GMC, glucose-methanol-choline) do-
mains and a conserved ADP-binding B-o-B motif on the N-termi-
nal portion of the protein (Ozimek et al., 2005). As shown in
Fig. 2A, the sequences 2 and 3 lack the N-terminal B-o-f motif
and sequence 3 presents an incomplete N-terminal GMC-oxidore-
ductase domain; moreover, these sequences are shorter than se-
quence 1 and MOX sequences from other organisms, in which
protein size varies from 650 to 670 amino acids. Because sequence
1 is the only sequence that contains both complete GMC-oxidore-
ductase domains and the classical -o—p motif and because it was
the only sequence previously identified in cacao-extract-induced
EST libraries (Rincones et al., 2008), we focused our work on this
gene. This sequence will be referred to as Mp_mox.

The Mp_mox genomic (GenBank ID: JX024739) sequence and
complete CDS present 3490 and 1953 nucleotides, respectively,
containing 29 exons and 28 introns. The predicted protein contains
650 amino acids and has a molecular weight of approximately
72 kDa. Fig. 2B shows an alignment of the C-terminal part of the
M. perniciosa MOX with sequences from the methylotrophic yeasts
P. pastoris and P. methanolica, the ascomycete fungus C. fulvum and
the basidiomycete species Coprinopsis cinerea and G. trabeum, and
the predicted sequences 2 and 3. Mp-mox shares 89% identity with
C. cinerea and G. trabeum sequences compared with its 52% identity
with the other species mentioned above. Sequence analysis with
the program InterPro Scan Sequence Search (http://www.ebi.a-
c.uk/Tools/pfa/iprscan) showed the existence of two conserved
GMC-oxidoreductase domains: an N-terminal domain correspond-
ing to the amino acids 7-313 and a C-terminal domain that spans
from amino acid 427 to 614. Residues 13-18 contain a putative fla-
vin adenine dinucleotide (FAD) binding site (GGGPAG) within the
predicted ADP-binding B-o-B motif, which is present in most
FAD-binding proteins (Ozimek et al., 2005; Wierenga et al,,
1986). An N-glycosylation site at the residue 323 was predicted
with a score of 0.5229 by the software NetNGlyc 1.0 (http://
www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc).

One of the main characteristics of MOX from most organisms
is the presence of a peroxisomal targeting signal, PTS1, at the

C-terminal region of the protein. The (S/A/C)-(K/R/H)-(L/A) tripep-
tide interacts with the Pex5p receptor protein, leading to the
importation of the protein by the peroxisomes (de Hoop and Ab,
1992). As shown in Fig. 2B, the M. perniciosa MOX sequence lacks
PTS1. Otherwise, the last 26 amino acids (marked in gray) show
a high similarity with the terminal residues of the G. trabeum
and C. cinerea sequences; this sequence appears to be a particular
characteristic of MOX from basidiomycete species as it differs sub-
stantially from the C-terminal sequences of other fungal species.

3.2. M. perniciosa MOX is a secreted protein

One hundred-fold concentrated culture supernatants (secre-
tome) from M. perniciosa were assayed for MOX activity. As de-
scribed in Section 2.4, MOX activity was assayed by following the
oxidation of ABTS at 405 nm with a spectrophotometer. Table 2
shows MOX relative activity and K, values in different substrates.
As shown in Table 2, the preferred substrate for MOX is methanol,
but it also shows a high activity when the substrate is ethanol.

LC-MS/MS analysis on an LTQ Orbitrap-Velos mass spectrome-
ter was used to confirm the presence of methanol oxidase in the
extracellular extracts of M. perniciosa cultures. The concentrated
fungal secretome was electrophoretically separated in a 12.5%
one dimensional SDS-PAGE gel. As MOX is predicted to have a
molecular mass of approximately 72 kDa, the bands corresponding
to the molecular mass range of 70-75 kDa were excised from the
gel (Fig. 3A) and analyzed in the LTQ-Orbitrap-Velos mass spec-
trometer. A total of 2722 spectral counts were assigned to 205 pro-
teins of the M. perniciosa predicted protein database. As shown in
Fig. 3B, three unique MOX peptides were identified, totaling 7%
of protein coverage. This finding confirms that M. pernciosa se-
cretes this enzyme into the extracellular space, despite the absence
of a predicted secretory signal peptide in its sequence. The peptide

Table 2

Relative activity and K, values for MOX in different substrates.
Substrate Relative activity (%)* K (mM)
Methanol 100 17.3
Ethanol 88 21.2
2-Propanol 7 -

2 Activities are given relative to methanol.
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Fig. 2. (A) Schematic alignment of the three sequences identified with the potential to encode methanol oxidase in the M. perniciosa genome, showing their amino acid length
and the presence of conserved domains. (B) Alignment of the C-terminal sequence of Mp-mox from M. perniciosa (GenBank ID: JX024739) with MOX from Gloeophyllum
trabeum (ABI14440.1), Coprinopsis cinerea (XP_001838223.2), Cladosporium fulvum (AAF82788.1), Pichia methanolica (AAF02494.1) and Pichia pastoris (AAB57850.1) and the
other two predicted sequences from M. perniciosa. The identical amino acid residues are indicated with asterisks. The specific C-terminal sequence present in MOX from the
basidiomycete species is labeled in gray, and the C-terminal peroxisomal targeting signal (PTS1) present in MOX from the ascomycetes and methylotrophic yeasts is labeled

in black.
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VANETFTTDDFLR

SPYVDPFFDSGFMNNK

70kDa

439-454 650
341-352

EIFAEWETSPEK

Fig. 3. MOX from M. perniciosa is an extracellular enzyme. (A) SDS-PAGE from M. perniciosa secretome indicating a 70-75 kDa band that was excised from the gel and
subjected to mass spectrometry analysis. (B) Mass spectrometry analysis identified three unique MOX peptides.

Table 3
Peptide sequences identified by mass spectrometry analysis.
Peptide sequence Spectral Charge m|/z MH + [Da]
counts
VANETFTTDDFLR 1 +2 764.8710 1528.7348
SPSPYVDPFFDSGFMNNK 1 +2 1032.9590 2064.9107
EIFAEWETSPEK 1 +2 7333496 1465.6919

M - oxidation of methionine.

sequences, the number of spectral counts, and their m/z are de-
tailed in Table 3.

3.3. Mp-mox is upregulated in the presence of methanol and esterified
pectin

The relative expression of Mp-mox and Mp-pme transcripts was

measured by Real-time PCR in both biotrophic-like and necro-
trophic mycelia grown in vitro in the presence of glycerol, glucose,

Biotrophic-like mycelium

B MOX
PME

Relative expression
[o+]

6_
4,
T
2 "
olmm™ W , ‘
Gly Glu Met Pol Pec
Necrotrophic mycelium
B 144
H MOX
12 |
c PME
2 101 7
w0
[}
a 81
>
Q
o 64
=
©
s 4
o -
N i
SE EEN ' , |
Gly Glu Met Pol Pec

Fig. 4. Mp-mox and Mp-pme relative expression in the biotrophic-like and
necrotrophic mycelium from M. perniciosa grown in vitro and supplemented with
different sole carbon sources. Gly: glycerol; Glu, glucose; Met: methanol; Pol:
polygalacturonate (pectin DE 0%); Pec: pectin, DE > 85%. The values are means of
biological triplicates and the bars indicate the standard error of the mean. The data
were normalized to the B-actin gene and the condition Gly was considered as the
control of the experiment and was used to normalize the other conditions
expression values.

methanol, polygalacturonate or pectin with 90% esterification. As
shown in Fig. 4, there was a 12- and 9-fold increase in the expres-
sion of Mp-mox in the biotrophic-like and necrotrophic mycelia,
respectively, in the presence of methanol when compared with
glycerol as the carbon source. This is consistent with the fact that
methanol is a substrate for MOX and a known inducer of its expres-
sion in other organisms (Ozimek et al., 2005). In the presence of
esterified pectin, both Mp-mox and Mp-pme genes were upregu-
lated. The expression of Mp-mox and Mp-pme was increased
approximately 10 and 9 times, respectively, in both types of myce-
lium. This result suggests that the methanol released during the
demethylation of pectin by the enzyme PME is a substrate for
MOX, which shows an increased level of expression. Interestingly,
in the presence of non-esterified pectin, neither gene was upregu-
lated, thus reinforcing the hypothesis that the demethylation of
pectin is a key process for Mp-mox and Mp-pme upregulation.
The lack of variation in gene expression between the biotrophic-
like and necrotrophic mycelia show that, although these mycelia
produce distinct symptoms in the progression of WBD, they may
exhibit similar characteristics when grown under the same condi-
tions in vitro. The expression of these genes in the presence of glu-
cose did not show any difference when compared to growth in
glycerol.

3.4. The reduction of the level of methyl esterification in infected cacao
seedlings is correlated with the higher levels of M. perniciosa Mp-pme
relative gene expression in planta

Mp-mox and Mp-pme relative expression in infected cacao
plants was measured by Real-time quantitative PCR. As described
in Section 2.1, 3-month-old cacao seedlings were infected with
M. perniciosa spores. The symptoms of WBD were observed and
the plants were harvested according to the progression of the dis-
ease: asymptomatic, green broom 1, green broom 2 and necrosis.
As shown in Fig. 5A, Mp-mox and Mp-pme are coregulated during
the progression of WBD in the stages analyzed. The relative expres-
sion of both genes is reduced in the green broom phase compared
with the asymptomatic stage and increases during the necrosis
stage, when the expression of both genes reaches their highest
level.

Spores of M. perniciosa infect cacao plants as biotrophic mycelia,
which grow slowly and at low densities in the infected plants. As
the disease progresses, the amount of fungal material in planta in-
creases, reaching a maximum at the late stages of the dry broom
phase when the necrotrophic mycelia completely colonizes the in-
fected tissues (Evans, 1978; Frias et al., 1991; Griffith and Hedger,
1994). Fig. 5B shows the amplification plots and Ct, with a thresh-
old of 0.1, for the housekeeping gene a-tubulin in the four stages of
WBD analyzed. The C, difference for the a-tubulin gene between
the asymptomatic (C;=30) and the necrosis phase (C;=23) indi-
cates that there is approximately 100 times more fungal material
in the infected plants during the necrosis phase than in the previ-
ous stages. The relatively higher Mp-mox and Mp-pme expression
levels in the necrosis phase, in conjunction with the higher number
of mycelia infecting the plants during this phase, led us to hypoth-
esize that the final quantity of the transcripts of these genes and,
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Fig. 5. (A) Mp-mox and Mp-pme relative expression in planta in different stages of the progression of WBD: AST, asymptomatic; GB1: green broom 1; GB2, green broom 2 and
NEC: necrosis. The values are means of biological triplicates and the bars indicate the standard error of the mean. The data were normalized to the a-tubulin gene and the
condition GB2 was used to normalize the other conditions expression values. (B) Amplification plots of the a-tubulin gene in the four stages of the progression of WBD
analyzed, with a threshold of 0.1, showing an increase of the amount of fungal material infecting cacao in the late stages of the disease; (C) Immunofluorescence detection of
the pectic homogalacturonan domain in infected and non-infected cacao seedlings (stem tissues in transverse section). Infected asymptomatic plants (2, 6 and 10) and same
age non-infected plants (1, 5 and 9); infected necrotic plants (4, 8, and 12) and same age non-infected plants (3, 7 and 11). Bar =25 um.

possibly, their protein products, would be even higher in the in-
fected plants.

Because PMEs remove the methyl esters from the pectin back-
bone, we decided to test this hypothesis by analyzing the level of
methyl esterification present in the cell walls of infected cacao
seedlings during the asymptomatic and necrotic stages and their
respective non-infected same age controls. If there is a higher level
of PME enzyme due to the combined effect of the upregulation of
Mp-pme during the necrotrophic stage and the greater amount of
fungal material present in this stage, there should be an inverse
correlation with the degree of pectin methyl esterification in the
cell wall of infected plants at this stage.

As mentioned in Section 2.6, the monoclonal antibodies JIM5
and JIM7 were used in this work to characterize the level of methyl
esterification in the pectic domain homogalacturonan. JIM5 recog-
nizes pectin with low DE (0-40%) and JIM7 labels pectin with high
esterification content (15-80%) (Willats et al., 2000).

As shown in Fig. 5C, strong JIM7 labeling was observed in the
infected and non-infected asymptomatic samples analyzed
(Fig. 4C: 1 and 2); however, comparing the negative control sam-
ples (Fig. 5C: 9 and 10), which were labeled only with the second-
ary antibody, with the samples treated with JIM5 (Fig. 5C: 5 and 6),
no JIM5 labeling is observed in the treated samples. JIM5 and JIM7
are able to unspecifically label pectic domains with 15-40% DE.
Therefore, the fact that the samples were labeled only by JIM7
indicates that both infected asymptomatic and its same age

non-infected control present a high degree of methyl esterification
(>40%).

On the other hand, infected plants showing necrosis and their
non-infected same age controls show an inverse pattern of methyl
esterification: the comparison between the negative control
(Fig. 5C: 11) and the samples treated with the primary antibodies
leads to the conclusion that non-infected plants were strongly la-
beled by JIM7 and were not labeled by JIM5 (Fig. 5C: 3 and 7).
These data indicate a high level of methyl esterification, while in-
fected plants were strongly marked by JIM5 and weakly by JIM7
(Fig. 5C: 4 and 8), in comparison to their negative control (Fig. 5:
12), thus indicating a low level of methyl esterification. The appar-
ent labeling of some samples from the negative control is related
with their auto fluorescence.

These results, in conjunction with the M. perniciosa Mp-pme
expression in planta (Fig. 5A) and the higher amount of fungal
material present in the infected tissues (Fig. 5B), strongly suggest
a participation of the fungal PME enzyme in the demethylation
process of cacao pectin during the necrotrophic stage of WBD.

4. Discussion
Methanol oxidase has been primarily studied in the methylo-

trophic yeasts Pichia, Candida, Hansenula, and Torulopsis (Veenhuis
et al., 1983). The capability of these organisms to grow on metha-
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nol as the sole carbon source is due to the production of large
amounts of MOX; in the presence of methanol, MOX can reach
30% of the total soluble protein produced by these organisms (Giu-
seppin et al., 1988). However, very little is known about this en-
zyme among the basidiomycete and/or phytopathogenic fungal
species.

In this study, we describe an extracellular methanol oxidase
from the phytopathogenic basidiomycete species M. perniciosa.
The deduced 650 amino acid sequence shows 51-53% identity
and 65-67% similarity to MOX from methylotrophic yeasts and
ascomycete species and 85-89% identity and 93-95% similarity
to other basidiomycete species, indicating that this enzyme is
highly conserved among the basidiomycetes.

MOX is a classical peroxisomal enzyme. In methylotrophic
yeasts and ascomycetes, the enzyme is produced in the cytosol
as 70-75 kDa monomers and post-transcriptionally imported into
the peroxisomes, where they are assembled into active octamers
(Gunkel et al., 2004). The importation of the protein into the per-
oxisomes is generally triggered by the recognition of peroxisome
targeting signals (PTS) present in the sequence of imported pro-
teins by peroxin (PEX) receptors. PTS1, a C-terminal tripeptide mo-
tif, that generally complies with the consensus sequence (S/A/C)(K/
R/H)(L/M), is recognized by the protein Pex5p (Gould et al., 1987;
Waterham et al., 1997). PTS2, recognized by the peroxin Pex7p,
is a N-terminal sequence formed by a very general sequence, (R/
K)(L/V/D)X5(H/Q)(L/A), that is present in just a few peroxisomal en-
zymes (Lazarow, 2006). M. perniciosa methanol oxidase, as shown
in Fig. 2, lacks both PTS1 and PTS2 sites, which is in agreement
with the enzyme activity assays and mass spectrometry analysis
showing that this enzyme is secreted to the extracellular space.

To date, the only described extracellular MOX belongs to the lig-
nin-degrading basidiomycete G. trabeum (Daniel et al., 2007). How-
ever, the protein sequence lacks any clear secretion signal. The
authors suggested that the differences in MOX targeting compared
with the known yeast peroxisomal localization were traced to a
unique C-terminal sequence of the G. trabeum enzyme, which is
apparently responsible for the protein’s extracellular translocation.
M. perniciosa MOX contains an identical C-terminal sequence when
compared to G. trabeum and predicted MOX from other basidiomy-
cetes that are completely different from the known peroxisomal
MOX. Because M. perniciosa MOX also lacks a predicted secretion
signal, we suggest that its unique C-terminal sequence is the signal
component that leads to the translocation of this enzyme to a
secretory pathway, given that this is the only significant sequence
difference between M. perniciosa and other basidiomycete MOX
compared with the yeast and ascomycete peroxisomal mox genes.

In methylotrophic yeasts, methanol oxidase is regulated at the
transcriptional level by a repression and/or derepression mecha-
nism (Ozimek et al., 2005). In P. angusta, the expression of mox is
subject to a strong carbon catabolite repression, as the mox gene
is completely repressed by growth on glucose; this substrate inhib-
its peroxisome proliferation, even in the presence of methanol. On
the other hand, mox transcripts are detected when cells are grown
on methanol or glycerol as the sole carbon sources (Roggenkamp et
al., 1984; Veenhuis et al., 1983). In M. perniciosa, the Mp-mox gene
is detected when the mycelia is grown in vitro in glycerol and
strongly induced in the presence of methanol, in both biotrophic-
like and necrotrophic mycelia (Fig. 4). However, gene repression
is not observed because the mycelia grown in glucose express
Mp-mox at a similar magnitude as when grown in glycerol.

The analysis of the M. perniciosa genome revealed that the
fungus possesses all the genes classically related to the methanol
degradation pathway (GenBank ID: JX024739-JX024749). RNA-
seq-based transcriptome analysis showed that all of these genes
are upregulated in the necrotrophic mycelia supplemented with
methanol when compared to those supplemented with glycerol.

Table 4

Prediction of the subcellular localization of the enzymes involved in the methanol
metabolism pathway in M. perniciosa. Catalase and pectin methylesterase are predicted
as secreted; the other enzymes are predicted as cytoplasmatic, except for OAH,
predicted as mitochondrial. However, MOX is as secreted protein, as show in Section
3.2, despite the absence of a predicted signal peptide. Abbreviations: cyto, cytoplas-
matic; nucl, nuclear; pero, peroxisomal; extr, extracellular, mito, mitochondrial.

Gene  SignalP Psort prediction PeroxiP

MOX N cyto: 19.0, cyto_nucl: 11.5, pero: 4.0, nucl: 2.0 N

CAT Y extr: 23.0, mito: 3.0 N

FMDH N cyto: 26.0 N

FDH N cyto: 15.5, cyto_nucl: 8.5, E.R.: 4.0, mito: 3.0, N
extr: 3.0

DHAS N cyto: 16.0, cyto_nucl: 9.5, pero: 5.0, extr: 3.0 N

DHAK N cyto: 21.5, cyto_nucl: 11.5, extr: 5.0 N

FBPA N cyto: 24.5, cyto_nucl: 13.5 N

FBPT N cyto: 17.0, cyto_nucl: 15.3, cyto_mito: 10.5, N
extr: 2.0

OAH N mito: 11.0, cyto: 5.0, plas: 3.0, extr: 3.0, pero: N
3.0

PME Y extr: 26.0 N

Based on the values of gene expression and the prediction of the
subcellular location of the methanol pathway enzymes, performed
by the software SignalP, Psortll and PeroxiP (Table 4), we propose a
peroxisome-independent model for methanol degradation in M.
perniciosa (Fig. 6). According to our model, the methanol released
by pectin demethylation is oxidized by an extracellular methanol
oxidase, generating formaldehyde and hydrogen peroxide. The per-
oxide generated may be degraded by an extracellular catalase
(CAT) or by a secreted DyP peroxidase (PER), that uses iron ions
as co factors. The resulting formaldehyde may be subjected to oxi-
dation by the enzymes formaldehyde dehydrogenase (FMDH) and
a NAD-dependent formate dehydrogenase (FDH), generating car-
bon dioxide. It may also be incorporated in the dihydroxyacetone
(DHA) pathway, comprising the enzymes dihydroxyacetone syn-
thase (DHAS), dihydroxyacetone kinase (DHAK), fructose-bisphos-
phate aldolase (FBPA) and fructose-bisphosphatase (FBPT), whose
products are incorporated into the pentose phosphate pathway.
One of the subproducts of the DHA pathway is glyceraldehyde 3-
phosphate, which can be a precursor for the synthesis of oxaloac-
etate. Oxaloacetate, an intermediate of the tricarboxylic acid cycle,
is also a substrate for the enzyme oxaloacetate acetyl hydrolase
(OAH), which generates oxalate. Oxalate is known for its capability
to remove calcium ions from the structure of pectin, forming cal-
cium oxalate crystals and allowing further enzymatic pectin degra-
dation by PCWD (Guimaraes and Stotz, 2004). The production of
calcium oxalate crystals by M. perniciosa necrotrophic mycelia
has been previously reported (Rio et al., 2008).

As higher levels of gene expression may correlate to higher
amounts of protein produced, we suggest that in M. perniciosa,
the formaldehyde generated from methanol metabolism is prefer-
entially metabolized by the enzymes FMDH and FDH due to the
higher values of RPKM and the fold change when compared with
the values of the DHA pathway. Formaldehyde metabolized by
the DHA pathway is used in the production of cell constituents used
for cell growth and proliferation; on the other hand, its use by FDH
and FMDH generates NADH, used as an electron donor for the gen-
eration of energy. However, at least a part of the formaldehyde gen-
erated is metabolized by the DHA pathway, allowing M. perniciosa
to grow in methanol as sole carbon source; if all the formaldehyde
was metabolized by the FDH and FMDH pathway, no growth on
methanol as the sole carbon source would be observed.

In methylotrophic yeasts, the peroxide generated in the peroxi-
somes by methanol oxidation is decomposed by a catalase (Yurim-
oto et al., 2011). Because M. pernciosa methanol metabolism occurs
in the extracellular space, we investigated the presence of an extra-
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Fig. 6. A peroxisome-independent model for the methanol metabolism pathway in M. perniciosa, which is induced at a transcriptional level in cultures supplemented with
methanol when compared with cultures supplemented with glycerol. Enzyme abbreviations: MOX, methanol oxidase; CAT, catalase; PER, peroxidase; FMDH, formaldehyde
dehydrogenase; FDH, NAD-dependent formate dehydrogenase; DHAS, dihydroxyacetone synthase; DHAK, dihydroxyacetone kinase; FBPA, fructose-bisphosphate aldolase;
FBPT, fructose-bisphosphatase; OAH, oxaloacetate acetyl hydrolase, PME: pectin methyl esterase. GenBank ID: JX024739-]JX024749. Substrate abbreviations: DHA,
dihydroxyacetone; DHAP: dihydroxyacetone phosphate; GAP: glyceraldehyde 3-phosphate; FBP: fructose-1,6-bisphosphate; F6P: fructose 6-phosphate; Xu5P: xylulose 5-

phosphate; OXA, oxaloacetate.

cellular catalase. As shown in Fig. 6, a catalase showing a clear pre-
dicted secretory signal (Table 4) is slightly induced in the presence
of methanol and its activity is detected in the fungal culture super-
natants (data not shown), indicating a possible role in the degrada-
tion of the peroxide generated. Moreover, M. perniciosa possesses
several peroxidases that are predicted to be secreted, which may
also participate in peroxide degradation. One of these peroxidases
is induced in the methanol RNA-seq libraries, as shown in Fig. 6.
A Dyp peroxidase, which uses iron ions as cofactors, shows a 4-fold
increase in its expression when M. perniciosa is supplemented with
methanol compared with supplemented with glycerol. In known
plant-pathogen models involving wood-degrading fungal species,
such as Postiaplacenta, Phanerochaete chrysosporium and G. trabeum,
secreted peroxidases are related to lignin degradation (Daniel et al.,
2007; Wymelenberg et al., 2010). Moreover, extracellular sources of
hydrogen peroxide, such as that generated by methanol oxidation
are related to lignin degradation via the Fenton reaction: H,O; + -
Fe** + H!* = OH + Fe*" + H,0. The hydroxyl radicals generated by
this reaction ("OH) are able to penetrate the plant cells of infected
hosts and act as depolymerizing agents, thus causing extensive cell
damage (Schlosser et al., 2000). The necrosis observed in the dry
broom phase of WBD as a consequence of plant cell death may be
caused by, among other factors, lignin degradation via peroxidases
and/or the Fenton reaction. Although M. perniciosa is not a classical
wood-degrading phytopathogen, studies have revealed that this
species is probably derived from a saprotrophic ancestral (Aime
and Phillips-Mora, 2005; Tiburcio et al., 2010); thus, M. perniciosa
may have retained its ability to degrade wood.

As shown in Fig. 4, in addition to methanol, MOX expression is
also induced in the presence of esterified pectin. Our results show a
correlation between the expression of Mp-mox and Mp-pme in M.
perniciosa mycelia grown in esterified pectin, suggesting methanol
utilization provided by pectin degradation. Interestingly, both
genes also exhibit a transcriptional correlation in infected cacao
seedlings at the different stages of the progression of WBD that
were analyzed. In plants, one of the main sources of methanol is
pectin, which is the main constituent of primary cell walls and
the middle lamellae of higher plant cells (Nakagawa et al., 2000;
Pelloux et al., 2007). The differential expression of Mp-mox and
Mp-pme during the progression of WBD suggests an important role
for these genes in the development of the disease, especially during
the beginning of necrosis when the mycelia turn necrotrophic and
invade the plant cells. The higher relative expression of MOX and
PME, in conjunction with the lower level of methyl esterification
in the beginning of necrosis, as shown in Fig. 5 by a weak JIM7
labeling and strong JIM5 labeling (Fig. 5C: 3 and 7), may be key
steps in the beginning of cell invasion by the mycelia, given that
the activity of PME allows further action of other PCWD, such as
polygalacturonases and cellulases.

Although PMEs are constantly reported to be pathogenicity fac-
tors, because disruption of the pme gene in fungi like B. cinerea re-
duces virulence in their respective plant hosts (Valette-Collet et al.,
2003), very little is known about the importance of MOX for path-
ogenicity. The only well-described case refers to the ascomycete
fungus C. fulvum, in which the deletion of the methanol oxidase
gene reduced its virulence in tomato leaves; however, the mecha-
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nism of MOX in the pathogenicity of this fungus remained uncer-
tain (Segers et al., 2001). In phytopathogenicity, MOX has been re-
lated to lignin degradation instead of the pectin degradation as
proposed in this work. In the wood-degrading basidiomycetes,
such as P. placenta and G. trabeum, MOX is suggested to generate
the hydrogen peroxide used for Fentons reaction (Daniel et al.,
2007; Martinez et al., 2009). Although we cannot discard the pos-
sibility that MOX participates in Fentons reaction, providing the
extracellular hydrogen peroxide used for Fentofis reaction, our
data strongly suggest that M. perniciosa methanol oxidase is related
to the pectin degradation. Moreover, as M. perniciosa is able to
grow on methanol as the sole carbon source and possesses the
complete pathway for methanol degradation, we also suggest that
this fungus utilizes methanol as an energy source, similar to the
methylotrophic yeast species. This is in contrast to wood-degrad-
ing fungal species, in which methanol degradation is only de-
scribed as an provider of extracellular generator of hydrogen
peroxide (Daniel et al., 2007). Lastly, MOX also uses ethanol as a
substrate; in plants, ethanol is derived from fermentative growth
on sugars and used as a carbon source via acetaldehyde and the
TCA cycle; however, we carefully inspected over 80 RNA-seq li-
braries and have found no metabolism compatible with ethanol
production by the plant (data not shown); on the other hand, our
results show evidences for the presence of methanol and for that
reason we consider that this is the substrate utilized by the pro-
posed pathway. The disruption of the Mp-mox and Mp-pme genes
from M. pernciosa would be a key next step in confirming the role
of these two enzymes in the establishment of WBD and will be per-
formed as soon as gene disruption techniques are developed for M.
perniciosa.

5. Conclusions

In this work, we demonstrate that M. perniciosa produces a
methanol oxidase that is secreted into the extracellular space.
The relative expression of this methanol oxidase in vitro and in
planta is correlated with the Mp-pme expression levels and with
the reduction in the level of methyl esterification observed in in-
fected cacao plants, suggesting that this fungus metabolizes the
methanol generated by pectin degradation. Moreover, we propose
a peroxisomal-independent methanol metabolism pathway for M.
perniciosa, which begins in the extracellular space and ends in
the cytosol.
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CAPITULO IV

Secretoma de M. perniciosa

Bruno V de Oliveira, Gustavo C. Lacerda, Leandro C. Nascimento, Adriana F Paes-
Leme, Gongalo AG Pereira.
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1. Justificativa

Apesar de o estudo do secretoma de M. perniciosa n&o ter sido um dos objetivos iniciais da
presente tese de doutorado, varias analises do secretoma do mesmo foram realizadas inicialmente com o
objetivo de provar que a metanol oxidase produzida pelo fungo era secretada, como mostrado no capitulo
3. Como o estudo do secretoma de fungos tem sido bastante importante na descoberta de possiveis
fatores de patogenicidade, na validacao de genes com fungdes desconhecidas e na busca de enzimas
com potencial biotecnoldgico, como discutido anteriormente, decidimos aproveitar os experimentos
envolvendo espectrometria de massas que estavamos desenvolvendo para realizarmos uma analise

global preliminar do secretoma de M. perniciosa.

2. Introducao

O estudo do proteoma extracelular, ou secretoma, de fungos fitopatogénicos é de fundamental
importancia, visto que proteinas secretadas séo liberadas por fungos como uma resposta inicial ao seu
hospedeiro; dessa forma, esse pool de proteinas € um dos responsaveis pelo sucesso do
estabelecimento do processo infeccioso e do desenvolvimento de doengas em plantas [1]. Todos os
fungos fitopatogénicos secretam um arsenal de enzimas com as mais distintas fungdes durante o
processo infeccioso; dessa forma, o estudo do secretoma de fungos fitopatogénicos ganhou bastante
importancia nos ultimos anos, principalmente na busca de fatores de patogenicidade [2].

Até o a década passada, o estudo de proteinas secretadas era feito primordialmente de forma
manual, devido a varias limitagdes técnicas até entdo existentes [3]. A maioria dos trabalhos publicados
na area estudavam proteinas isoladas por eletroforese bidimensional: o secretoma era separado em um
gel de 2D de poliacrilamida, os spots de interesse eram isolados e submetidos a espectrometria de
massas para serem identificados . Apesar de um grande esfor¢o técnico realizado, devido a dificuldade
de se realizar a eletroforese bidimensional, poucas proteinas eram realmente identificadas .

Com os avangos recentes obtidos em espectrometria de massas, cromatografia liquida de alta
pressao, bioinformatica, além da disponibilidade de varios genomas sequénciados, o estudo dos
secretomas de fungos passou a ser realizado em larga escala. O secretoma de varios fungos
filamentosos, como Aspergillus oryzae, Fusarium graminearum, Aspergillus nidulans e Aspergillus niger

[4-8] foram analisados em larga escala nos ultimos anos. A maioria desses trabalhos mostra que a
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expressado de proteinas secretadas por fungos depende tanto da forma em que o fungo foi cultivado
como da fase do ciclo de vida analisado.

O fungo Botrytis cinerea, patogénico para mais de 200 espécies de plantas, teve seu secretoma
analisado em sua fase micelial na presenca de extratos de tomate, morango e Arabdopsis thaliana.
Foram identificadas 89 proteinas, dentre as quais varias se encontravam diferencialmente expressas nas
diferentes condi¢cdes analisadas [1]. Um trabalho semelhante foi realizado com os conidios da mesma
espécie; no entanto, mesmo na presenca de diferentes extratos de plantas, ndo houve identificacdo de
proteinas diferencialmente expressas; os autores concluiram que nessa fase do ciclo de vida do fungo, B.
cinerea produz 0 mesmo conjunto de proteinas mesmo sob diferentes condigbes [3]. Em ambos os
trabalhos, foram identificadas varias proteinas ligadas ao metabolismo de carboidratos, peptidades,
enzimas degradadoras de parede vegetal e varias proteinas consideradas fatores de patogenicidade.

Além da busca por fatores de patogenicidade, o estudo do secretoma de fungos tem sido
importante na descoberta e na validagéo de proteinas preditas com fungdo ainda desconhecida. O fungo
Phanerochaete chrysosporium, uma espécie saprotréfica de madeira, teve seu secretoma analisado em
meios contendo lignina ou celulose como fontes de carbono. Dentre as proteinas idenficadas, 54 delas
representavam proteinas com fungdo desconhecida, mas que se encontravam diferencialmente
expressas nas condi¢des testadas. Os autores concluiram que, apesar de serem proteinas com fungdes
ainda desconhecida, o aumento de sua expressdo na presenca de celulose ou liginina indica que estas
enzimas podem estar ligadas a degradagao desses compostos durante o processo de degradacéo de
madeira [9].

Por fim, o estudo dos secretomas de fungos também tem sido focado na descoberta de enzimas

com potencial biotecnoldgico [10].

3. Objetivos
O objetivo dessa etapa do trabalho é a analise global do secretoma do micélio necrotréfico de M.

perniciosa crescido sob diferentes condicdes de cultivo.

4. Material e métodos

4.1. Isolado de M. perniciosa
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Para todos os experimentos realizados nessa etapa do trabalho, foi utilizado o isolado FA553 de
M. perniciosa [11], o qual é derivado da linhagem CP02 [12], a qual foi utilizada para o sequénciamento
do genoma do fungo. Esse isolado é mantido em nosso laboratério em meio MYEA (malte, extrato de

levedura, agar) a uma temperatura de 28°C.

4.2. Preparacao das amostras para analise em espectrometria de massas

Para esse experimento, o micélio necrotréfico de M. pernciosa foi crescido no meio proposto por
Meindhart et al. [13], o qual possui glicerol como fonte punica de carbono, por 7 dias, a 28° C, sob uma
agitagao constante de 150 rpm. Apds esse periodo, os micélios foram filtrados e lavados por duas vezes
em agua destilada estéril, para eliminar os resquicios do meio de cultura, e transferidos para uma nova
aliquota do mesmo meio de cultura, no qual se variaram apenas as fontes de carbono. Foram utilizadas
as seguintes fontes de carbono, na concentracédo final de 1% (v/v), em ftriplicatas bioldgicas: glicerol,
glicose, metanol, pectina com 90% de metilesterificagdo e extrato de cacau. Os micélios foram incubados
por um periodo de 72 horas.

Apds esse periodo, o micélio foi separado do meio através de papel filiro. O meio foi filtrado
novamente através de filtros de seringa com poros de 0, 22 um (Millipore). Um volume de 100 mL do
sobrenadante de cada cultura foi concentrado aproximadamente 100 vezes através do sistema Amicon
Ultra-4 10 kDa (Millipore); o volume final obtido (aproximadamente 1 mL) foi submetido a quantificagao
das proteinas presentes através do método de Bradford.

A um volume de sobrenadante concentrado contendo 20 ug de proteinas foi adicionado
bicarbonato de amoénio (solugao 50 mM) pra um volume final de 100 uL e um volulme igual de ureia 8M.
Essa solugao foi reduzida em DDT, em uma concentragéo final de 5 mM, a 56 °C por 25 minutos. Apos
atingir a temperatura ambiente, realizou-se a alquilagdo com iodoacetomida, em uma concentragéo final
de 14 mM; essa solucgao foi mantida no escuro por 30 minutos. Esse volume foi entdo diluido com uma
solugao bicarbonato de amdnio até que a concentragao final de ureia atingisse 1,6 M. Finalmente, foi
adicionado cloreto de calcio pra um volume final de 1 mM e 0,5 ug da enzima Sequencing grade modified
trypsin (Promega), para a digestao das proteinas. A digestdo ocorreu a 37 °C por 16 horas.

Apos a digestéo, a reagéao foi interrompida com a adi¢cao de acido trifluoracético até que o PH da

solucao ficasse abaixo de 2,0. A amostra foi entdo dessalinizada na coluna Sep-Pak® Vac tC18 cartridge
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1cc/100mg 37-55um (Waters), de acordo com o protocolo do fabricante. As proteinas foram eluidas em
uma solugdo de acetonitrila e acido férmico, liofilizadas no speed vac e ressuspendidas em 20 uL de
acido férmico 0,1%.

Um volume de 4,5 uL da solugdo resultante de peptideos (correspondente a cerca de 4,5 ug de
proteina) foi submetido ao espectrometro de massas do tipo LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific)
conectado to a cromatografia liquida do tipo nanoflow (LC-MS/MS) pelo simstma EASY-nLC (Proxeon
Biosystem), através de uma fonte de ionizagéo do tipo Proxeon nanoelectrospray. Os peptideos foram
separados em um gradiente de acetonitrila variando entre 2-90% em acido férmico 1% usando uma pré-

coluna EASY-Column (2 cm X id 100 um, tamanho da particula de 5 um) e uma coluna analitica EASY-

Column (10 cm X id 75 um, tamanho da particula de 3 um) em uma vazao de 300 nl/min por 45 minutos.

A voltagem do nanoelectrospray utilizada foi de 1.7 kV, e a temperatura da fonte foi de 275°C. Os
espectros MS (m/z 300-2,000) foram adquiridos no analisador Orbitrap apés o acumulo de um valor alvo
de 1€°. Foi utilizada a resolucéo r=60000 e os 20 peptideos com maior intensidade com carga =2 foram
isolados e fragmentados [14].

As listas de picos gerados (msf) foram geradas a partir dos dados brutos obtidos (arquivos RAW)
através do programa Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Fisher Scientific) . Através da ferramenta
Sequest, foram realizadas buscas no bando de proteinas preditas de M. perniciosa (17012 sequéncias).
Os parametros utilizados para a busca foram: carbamidomethylation (+57.021 Da) como modificagao fixa,
oxidagcéo da metionina (+15.995 Da) como modificagado variavel, e uma tolerancia de 10 ppm para o
precursor e de 1 Da para ions fragmentados, filtrados através do xcorr (+1>1.8, +2>2.2, +3>2.5 and
+4>3.5).

Essa etapa do trabalho foi realizada em parceria com a pesquisadora Adriana Paes Leme, lider
do Laboratério de Espectrometria de Massas do LNBio, localizado no Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron.

5. Resultados preliminares
A partir das amostras analisadas, foi possivel a identificagdo de 638 proteinas de M. perniciosa

nos extratos extracelulares testados. A tabela 1 anexa mostra a identidade das 50 proteinas identificadas
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com maior numero de espectros, e a quantidade de espectros identificados por proteina em cada uma
das amostras.

Este trabalho comecgou a ser realizado recentemente e ainda nao foi possivel uma analise mais
aprofundada do secretoma de M. perniciosa, o que devera ser realizado nos proximos meses.

Focaremos nossas analises nos seguintes pontos:

e Cruzaremos os dados experimentais obtidos com o proteoma secretado predito pelo
nosso grupo de bioinformatica, que possui cerca de 1500 proteinas preditas como
secretadas.

e Compararemos a expressao das proteinas em extrato de cacau, condicdo que mimetiza
o fungo crescendo in planta, com as outras condigbes, na busca de proteinas mais
expressas na presencga de extrato de cacau, as quais poderiam funcionar como fatores
de patogenicidade.

e Validagdo de no hits preditos

e Busca por proteinas com potencial biotecnoldgico

e Validar o proteoma
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Tabela 1: As 50 proteinas identificadas com maior nimero de espectros no secretoma de M. perniciosa. Amostras:
G, glicerol; D, glicose; M, metanol; P, pectina; C, extrato de cacau. Cada amostra foi analisada em ftriplicatas
bioldgicas, exceto a amostra D.

GenelD G1 G2 G3 D1 D2 M1 M2 M3 P1 P2 P3 C1 C2 C3
MP09984 95 107 91 60 71 74 89 68 53 56 57 31 51 53
MP01981 57 39 45 38 53 34 50 41 31 36 28 11 27 33
MP11699 38 50 40 44 74 56 68 50 55 44 44 43 100 71
MP11310 68 93 89 49 43 29 46 45 32 31 25 33 55 51
MP03938 38 26 17 28 27 70 53 52 52 65 50 17 44 46
MP02023 27 19 9 20 32 28 41 30 28 35 29 17 40 40
MP13914 44 48 43 24 19 40 34 35 22 20 29 26 53 59
MPO7816 7 44 13 9 12 60 35 39 48 42 37 3 8 13
MP12828 49 45 39 35 51 25 31 29 41 54 51 13 28 21
MP13332 17 20 19 22 23 13 18 13 19 9 12 10 21 13

MP14534 19 27 15 16 17 36 23 25 23 256 23 9 14 26
MP05181 48 20 34 16 18 20 20 17 18 12 14 7 6 16
MP02072 11 10 9 13 13 25 18 14 16 17 20 8 7 9
MPQ7479 17 9 11 7 12 10 12 11 13 11 16 6 6 12
MP00133 17 32 15 12 25 19 19 17 23 16 19 9 20 7
MP14186 8 9 7 14 20 14 19 12 8 16 13 6 6 5
MP04492 3 6 4 5 8 9 10 16 5 5 2 1 4 3
MP14583 5 5 4 713 9 6 7 7 6 6 6 8 6
MP12511 12 12 13 8 8 19 10 11 13 12 9 7 9 12
MP02749 9 25 11 14 22 17 14 20 11 12 10 10 24 22
MP11960 18 22 18 12 10 14 20 18 12 14 12 12 9 7
MP12945 6 9 5 14 24 7 14 9 15 12 156 7 7 9
MP04497 11 9 9 7 14 13 6 13 12 7 10 6 11 7
MP13316 7 16 4 &5 5 3 6 5 4 5 4 2 1 4
MPO8111 7 2 2 19 30 15 16 19 12 12 15 14 20 16
MP09744 4 8 4 815 8 8 9 4 4 3 6 11 10
MP16204 2 9 3 9 712 9 9 7 5 3 2 7 7
MP09028 11 15 13 23 24 12 10 14 2 3 1 14 22 25
MPO7134 5 11 5 16 12 6 11 10 9 10 8 13 17 M
MP14966 13 8 18 12 11 10 13 13 10 11 11 9 10 9
MP02308 2 12 2 5 9 17 15 9 11 16 9 1 2 6
MPO7557 14 35 25 13 8 8 6 11 3 9 3 7 20 12
MP16518 2 7 919 16 4 7 5 4 5 9 13 9 11
MP15709 6 17 11 12 15 12 8 10 4 5 4 5 9 15
MP02068 6 5 710 6 9 9 8 11 8 6 3 7 12
MP08767 7 8 6 6 7 3 6 411 7 7 8 11 9
MP14764 12 14 117 9 11 1 1 2 11 14 14 4 10 5
MP13615 1 2 0 2 383 7 6 1 5 3 2 3 1 5
MP09869 13 14 6 10 7 &5 2 4 9 7 1 5 4
MP02513 2 11 11 3 3 4 2 3 2 8 2 3 6 5
MP01488 1 3 1. 913 8 5 5 8 8 5 7 7 11
MPO08087 0 2 4 15 17 26 2 1 2 1 2 0
MP14325 1 5 2 8 6 3 2 1 2 1 116 19 13
MP12589 1 6 2 3 6 3 10 7 3 2 4 5 6 8
MP15427 2 2 5 4 4 7 1 4 7 5 4 3 6 5
MPO05010 14 510 2 3 6 5 3 912 7 5 7 8
MP05186 2 3 2 1 0 3 7 2 2 3 4 0 O
MP13942 3 7 4 18 5 4 4 2 1 0 8 8 7
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Conclusoes gerais

e M. perniciosa produz cristais de oxalato de calcio in vitro.
e As catalases de M. perniciosa sao diferencialmente expressas tanto in vitro quando in planta.
e M. perniciosa produz uma metanol oxidase secretada para o meio extracelular, o qual caracterizaria

um metabolismo de metanol independente de peroxissomos.

Perspectivas

e Analise detalhada do secretoma de M. perniciosa. A quantidade de dados geradas ¢é suficiente para

uma publicacdo, no entanto sdo necessarias ainda varias analises, além da validagdo do proteoma.

Pretendemos realizar essas analises e submeter um manuscrito até o final do ano.
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Apéndice 1: Desenvolvimento de um protocolo de transformagao para Moniliophthora

roreri

Resumo

Durante o periodo entre margco e agosto de 2010, foi realizado de um estagio de doutorado
sanduiche nos Estados Unidos, no Sustainable Perennial Crops Laboratory (SPCL), na facility do USDA
(United States Departament of Agriculture) localizada no estado de Maryland. Nosso laboratério possui
uma parceria com o SPCL no desenvolvimento do projeto tematico FAPESP intitulado “Estudo integrado
e comparativo de trés doengas flngicas do cacau - vassoura-de-bruxa, moniliase e mal do facéo -
visando a compreensao de mecanismos de patogenicidade para o desenvolvimento de estratégias de
controle”, no qual a presente tese de doutorado se enquadra. Durante esse periodo, foi desenvolvido o
primeiro protocolo de transformagao para M. roreri. A linhagem AGL-1 de Agrobacterium tumefaciens
contendo o vetor binario pBGgHG foi utilizada para transformar a linhagem M2977 de Moniliophthora
roreri. O vetor pBGgHG apresenta o gene marcador de resisténcia a Higromicina B (hph, higromicina
fosfotransferase), além do gene repérter eGFP (proteina fluorescente verde), ambos flanqueados pelo
promotor do gene codificante para gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Agaricus bisporus e pelo
terminador do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor. Colénias resistentes a higromicina foram
obtidas através da técnica de transformagéo mediada por Agrobacterium tumefaciens. Esse resultado

abre a porta para futuros estudos de genética funcional em M. roreri.

1. Introducao

1.1. O fungo Moniliophthora roreri a moniliase do cacaueiro

A moniliase (em inglés, frosty pod rot) € uma doenga do cacaueiro, causada pelo fungo
basidiomiceto Moniliophthora roreri [1], presente em paises do noroeste da América do Sul e da América
Central [2].

Os primeiros relatos do aparecimento da moniliase datam do inicio do século XX, quando essa

doencga causou grandes perdas na produgdo cacaueira do Equador, maior produtor de cacau na época
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[3]. Apesar de primeiramente descrita no Equador, a Coldmbia é hoje considerada o centro de origem
dessa doenga, pois € ai em que se encontra uma maior variabilidade genética de M. roreri [1].

Até o inicio da década de 50, a presencga dessa doencga s6 havia sido detectada no Equador, na
Colébmbia e na Venezuela [4]. No entanto, nos ultimos 55 anos, a moniliase se espalhou para varios
paises da América central, como Costa Rica (1978) [5], Nicaragua (1980) [6], Honduras (1997) [7], Belize
(2004) [8], finalmente chegando ao México em 2005 [9].

No Brasil, ainda ndo existem relatos da presencga desta doenca. A cordilheira dos Andes parece
ter atuado como uma barreira natural efetiva contra a disseminagdo da doenga, mas o fato de ela ja ter
sido encontrada em regides préximas da fronteira, como na regido de Madre de Dios (Peru) (a cerca de
600 km da fronteira com os estados de Acre e Amazonas), parece indicar que a introdugéo desta doenga
pode ocorrer num futuro préximo em nosso pais [2]. Esta distancia é relativamente pequena levando-se
em conta a disseminagédo eficiente deste patdgeno pelo vento e através de cursos de agua. Estima-se
que nas Ultimas trés décadas, a doencga de espalhou a uma distancia de cerca de 2500 km. Estes fatos
definem a moniliase como uma séria ameaca para a cacauicultura no Brasil [10], e sua introdugédo no
pais causaria grandes estragos nas plantagbes de cacau, especialmente nas regides produtoras do
estado da Bahia devido a pouca diversidade genética do cacau pelo uso de clones resistentes a vassoura
de bruxa.

Esporos de Moniliophthora roreri infectam unicamente frutos em qualquer estagio de
desenvolvimento; no entanto, frutos jovens (com até 3 meses de idade) apresentam uma suscetibilidade
bem maior ao fungo do que frutos maduros. Os frutos que sao infectados jovens geralmente morrem. Os
que tém sua infecgdo no estado mais tardio geralmente apresentam sintomas externos de necrose e a
podriddo completa das sementes, inviabilizando o0 uso das mesmas para a produgéo de chocolate [11].

Assim como M. perniciosa, M. roreri é considerado um fungo hemibiotréfico, tendo uma fase
biotréfica uninuclear e uma fase necrotrofica dinucleada. No entanto, nunca foi observado o crescimento
de hifas uninucleadas in vitro. Alem disso, M. roreri ndo produz basidiocarpos. Os esporos sao
produzidos em conidios modificados. Os frutos infectados por M. roreri apresentam um p6 de coloragéo
cinzenta, contendo os esporos do fungo (Figura 1). O niumero de esporos € muito grande chegando a

atingir 44 milhées de esporos por centimetro quadrado de fruto [12].
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Figura 1: Frutos de cacau infectados por M. roreri

1.2. Transformacao em fungos

Nos ultimos anos, a quantidade de sequéncias gendmicas e de genomas completos de fungos
aumentou consideravelmente, devido ao surgimento de técnicas de sequénciamento em larga escala.
Essa grande quantidade de sequéncias genOmicas, aliadas a dados de transcriptoma e proteoma, fez
com que surgissem varias novas hipoteses sobre a funcédo biolégica de genes presentes nos fungos
sequénciados. A grande maioria dessas hipdéteses sdo baseadas na anotacdo das sequéncias, a qual é
feita a partir similaridade das mesmas com sequéncias de genes previamente caracterizados. No entanto,
uma simples analise de similaridade de sequéncias néo é suficiente para se caracterizar a fungao
biolégica de um gene. Isso se torna ainda mais problematico visto que grande parte dos genes
encontrados em genomas de fungos ndo possuem similaridade com nenhuma outra sequéncia ja
existente nos bancos de dados (no hits) ou sédo similares com sequéncias com fungdes ainda
desconhecidas (unknowns). Dessa forma, a melhor maneira de se estudar a fungdo de um gene é a
genética reversa, a partir da qual as consequéncias fenotipicas da inativagdo do gene estudado sao
analisadas.

Diversas estratégias para a inativacdo de genes de interesse tém sido desenvolvidas para o
estudo funcional de genes em fungos. As duas principais técnicas de silenciamento génico sédo a
disrupgéo do gene alvo através de recombinagdo homologa e o silenciamento pds-transcricional mediado
por interferéncia por RNA (RNAI).

No entanto, a aplicacado tanto de técnicas de disrupgdo génica quanto de silenciamento pds-
transcricional dependem da existéncia de um protocolo de transformagéo eficiente, a qual permita a
entrada de material genético exégeno nas células estudadas.

Quatro técnicas s&o as mais amplamente usadas para a transformagdo em fungos. Séo elas:

transformagcéo de protoplastos mediada por polietilenoglicol (PEG), eletroporagédo, biobalistica e
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transformagédo mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Até o ano de 1998, quando o grupo composto por Groot e colaboaradores [13] adaptou a técnica
de transformagdo mediada por Agrobacterium tumefaciens para fungos, a técnica mais amplamente
usada era a transformagao de protoplastos mediada por PEG e cloreto de calcio. No entanto, essa
técnica se mostra bastante problematica devido a dificuldade de se produzir protoplastos e depois
regenera-los, alem da baixa taxa de transformacgao [14]. Eletroporacdo e biobalistica ja foram usados
para a transformagédo de fungos como Aspergillus giganteus, apesar a baixa taxa de transformacao e
instabilidade dos transformantes [14]. A partir de 1998, a transformagéo mediada por A. tumefaciens se
tornou a principal técnica para transformacao em fungos [15].

As agrobactérias sao bactérias patogénicas para plantas, capazes de manipular o material genético
da planta hospedeira através da transferéncia do T-DNA, um fragmento do plasmidio Ti por elas
carregado [16].

O plasmidio Ti € caracterizado por ser uma molécula de DNA circular e fechada contendo
aproximadamente 100 genes, sendo o T-DNA uma regidao com cerca de 20.000 pares de bases
delimitados em cada extremidade por uma sequéncia repetida de 25 pares de bases. A existéncia dessas
bordas é essencial para a transferéncia do T-DNA [17]. Dentre os genes encontrados no T-DNA estao os
responsaveis por codificar enzimas relacionadas com a sintese de hormdnios vegetais e opinas.

A Agrobacterium tumefaciens apresenta grande importancia em processos de transformacéao por
ser um organismo com capacidade de transferéncia génica, através do plasmidio Ti. Protocolos para a
agrotransformagao de plantas tém sido amplamente desenvolvidos nos ultimos anos, tanto para plantas
dicotiledbneas, como Arabidopsis thaliana [18] e soja [19], quanto para monocotiledéneas, como milho
[20] e arroz [21].

Como citado anteriormente, a habilidade de transformacdo de fungos filamentosos teve um
grande progresso com a adequacgao da transformacao mediada por A. tumefaciens realizada por Groot e
colaboradores. O grupo obteve sucesso na transformagéao de varios fungos filamentosos, dentre os quais
estdo Neurospora crassa e Agaricus bisporus [13].

A transformagao de Aspergillus carbonarius via A. tumefaciens [22] € um exemplo recente de
sucesso da utilizagdo deste método, sendo que foi obtida uma taxa de até 62,2 transformantes/10°
conidios. A transformagdo de conidios e protoplastos de Trichoderma reesei via Agrobacterium
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tumefaciens [23] também apresentou alta eficiéncia: 2000-9000 transformantes por 107 protoplastos.
Wang e colaboradores [24] reportaram a transformagéo do basidiomiceto Volvariella volvacea com alta
eficiéncia (30-65%) através da utilizagéo de A. tumefaciens.

Para o inicio dos estudos de transformagdo com o fungo M. roreri, escolhemos o método de
agrotransformagao, pois além de hoje ser um dos mais eficientes na transformacgéo de fungos, ele foi

adaptado com sucesso para o fungo M. perniciosa em nosso laboratério (manuscrito em preparacao).

2. Objetivos
O objetivo desta etapa do trabalho foi o desenvolvimento de um protocolo para a transformagao

do fungo Moniliophthora perniciosa, mediada por Agrobacterium tumefaciens.

3. Material e métodos

3.1. Linhagem e cultivo de Moniliophthora roreri

Foi utilizado o isolado M2977 de M. roreri. Para os experimentos de transformacdo, cubos do
micélio crescido em PDA foram inoculados em meio contendo 1,7 g/L de extrato de malte, 5 g/L de
extrato de levedura, 50 ml/L de glicerol. As culturas foram crescidas por 7 dias, a 28°C, sob uma agitagao

constante de 150 rpm.

3.2. Agrobacterium tumefaciens: linhagem, plasmidios e manejo da cepa
3.2.1. Linhagem de A. tumefaciens
Foi utilizada a linhagem ALG-1 de A. tumefaciens, a qual foi gentilmente cedida pelo pesquisador

Mark Guiltman, da Penn State University, nos EUA.

3.2.2. Plasmidio

Foi utilizado o vetor pPBGgHG, o qual apresenta o gene marcador de resisténcia a Higromicina B
(hph, higromicina fosfotransferase), além do gene reporter eGFP (proteina fluorescente verde otimizada),
ambos flanqueados pelo promotor do gene codificante para gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
Agaricus bisporus e pelo terminador do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor [25]. O plasmidio

também foi cedido pelo pesquisador Mark Guiltman.

76



3.2.3. Transformacao da linhagem AGL-1 com o plasmidio pBGgHG

A. Confirmacao da identidade da linhagem AGL-1

Com o intuito de confirmarmos a presenca do plasmidio Ti na linhagem AGL-1 que nos foi
enviada, realizamos uma amplificagdo de um fragmento do mesmo a partir de colénias da bactéria.
Utilizamos os primers VIRA-F (ATGAATGGAAGGTATTCACCG) e VIRA-R
(GTTTTTGGAGCATGTCGAGTT), os quais amplificam um fragmento de aproximadamente 600 pB do
plasmidio Ti. O programa de amplificacao utilizado foi formado por um ciclo inicial de desnaturacdo a 94
°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 48 °C e 50 segundos a

65 °C, e finalizando com um passo de extensao final por 7 minutos a 65 °C.

B. Preparo de Agrobacterium competente

A linhagem de AGL-1 nos foi enviada em cubos de meio LB sdlido. Retiramos uma pequena
porgcédo de um dos cubos e o plaqueamos em uma placa de meio LB, a qual foi crescida por 2 dias, a 28
°C, no escuro. Apos esse periodo, uma coldnia isolada foi inoculada em 20 mL de meio LB e crescida
overnight a 28 °C, no escuro, sob uma agitagdo de 250 rpm. Essa cultura foi usada como pré-inéculo o
preparo das células eletrocompetentes.

O inoculo foi feito em 100 mL de meio LB de modo que a ODsgs inicial estivesse em torno de 0,15.
Essa cultura foi crescida até atingir uma OD de aproximadamente 0,4 (aproximadamente 4 horas), nas
mesmas condigbes acima descritas. Essas culturas foram utilizadas para o preparo de células

eletrocompetentes.

C. Transformacao da linhagem AGL-1 com o plasmidio pBGgHG

Aproximadamente 40 ng do plasmidio pBGgHG foi utilizado para transformar 80 [ L de solugcao
de AGL-1. As condi¢des do pulso dado no Gene Pulser (Biorad) foram: 2,5 kV, 2000, 25F. Ap6s o pulso,
as bactérias foram plaqueadas em meio seletivo (LB + 50 ul/ml de kanamicina) e em um meio controle
(LB) e crescidas por 2 dias, a 28°C, no escuro. A confirmagdo da transformacgéo foi feita através da
amplificagéo, a partir de colénias que cresceram no meio contendo kanamicina, de um fragmento do

gene hph (hygromycin resistance gene) presente no plasmidio pBGgHG. Utilizamos os primers HygF
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(GATGTTGGCGACCTCGTATT) e HygR (GCGAAGAATCTCGTGCTTTC), os quais amplificam um
fragmento de aproximadamente 600 pB. O programa de amplificagédo utilizado foi formado por um ciclo
inicial de desnaturagao a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30
segundos a 50 °C e 50 segundos a 65 °C, e finalizando com um passo de extenséo final por 7 minutos a

65 °C. Algumas coldnias transformadas foram estocadas em glicerol 15% sob uma temperatura de -80°C.

D. Cultivo de A. tumefaciens para a transformacéao de M. roreri

Para os ensaios de transformacao de M. roreri, a linhagem de A. tumefaciens AGL-1 contendo o
plasmidio pBGgHG foi crescida, por 2 dias, a 28 °C, no escuro, em 2 meios distintos: 1) meio LB; 2) meio
minimo (1,05% de K,HPOy; 0,45% KH,PO4. 0,1% (NH,4),SO4. 0,05% Naj; — citrato - 2H,0; 0,02% MgSO, -
7 H,0O; 0,0001% tiamina - HCL; 0,2% glicose; kanamicina). Posteriormente, 1 mL desta cultura foi
centrifugado, e o precipitado foi ressuspendido em dois meios de indugao distintos, para uma ODgy ~ 0.2
e incubado durante 8h a 28°C com agitagdo de 200 rpm, no escuro: 1) meio minimo acrescido de 40 mM
de MES pH 5,3, 0,5% de glicerol e 200 | M de acetoseringona; 2) meio de indugdo adaptado de Utemark
e colaboradores [26]: 800 | | de tampao fosfato 1,25 M, 20 ml de tampao MN, 1 ml de solugéo de CaCl2
10 mg/mL, 5 mL de MPR trace minerals, 2 ML de NH4NO3 200 mg/mL, 10 mL de glicerol 50%, 40 mL de
MES pH 5,3, 200 mm de acetoseringona. O meio de indugdo contém acetoseringona, uma substancia
natural de defesa sintetizada pelas plantas, que torna a bactéria A. tumefaciens mais virulenta, ou seja,
mais apta a realizar a transferéncia da regido T do plasmidio Ti, aumentando a eficiéncia da

transformacéo.

E. Co-cultivo de AGL-1 com M. roreri

O co-cultivo de AGL-1 foi com o micélio de M. roreri foi realizado de duas maneiras distintas:

1) Colbnias do micélio do isolado M1977 de M. roreri foram crescidas por 2 dias, sobre
membrana de papel celofane, em meio MYEA. Em seguida, estas col6nias foram transferidas para meio
de indugao sélido (meio de indugao de A. tumefaciens contendo 1,5% de agar), e sobre cada uma delas
foram aplicados 250uL de uma suspensao da linhagem AGL-1 de A. tumefaciens (ODgy ~ 0.6). Este co-

cultivo foi mantido a 28° C durante 60h no escuro.

2) Aproximadamente 1 g de micélio de M. roreri foi triturado com glass beads, por 15 segundos,
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em cerca de 5 ml de meio de indugdo de Agro. 250 ml dessa solugao foi adicionada a 250 ml de uma
suspensao da linhagem AGL-1 de A. tumefaciens (ODgy ~ 0.6) € deixada no escuro, a 28°C, por 2 horas.
Apds esse periodo de incubacgdo, essa solugcdo foi plagueada em meio de indugédo sélido (meio de
inducédo de A. tumefaciens contendo 1,5% de agar), sob uma membrana de Nylon. Este co-cultivo foi

mantido a 28° C durante 60h no escuro.

F. Selecéo dos transformantes

Para selegédo de possiveis transformantes, as colénias miceliares foram transferidas para placas
meio MYEA acrescido de higromicina (75 ug/mL) e cefotaxime (200 uM), sendo este ultimo utilizado para
matar agrobactérias, e mantidas a 28°C, no escuro. O controle positivo foi realizado em meio sem
higromicina. As primeiras hifas possivelmente transformantes cresceram em cerca de 20 dias. Estas hifas
tolerantes a higromicina eram transferidas para uma nova placa de meio MYEA acrescido de 100 pg/mL

de Higromicina B para confirmar a resisténcia.

G. Analise da presenca do cassete de transformacédo no genoma do fungo através de PCR

A andlise da presencga do gene de resisténcia a Higromicina B foi realizada a partir da extragéo
do DNA gendmico do fungo selvagem e das possiveis colbnias transformantes.

Para a reagao de amplificagdo do DNA foram utilizados os primers especificos para o gene hph
completo, os quais amplificam um fragmento de aproximadamente 2,2 Kb. Para a confirmacdo da morte
das agrobactérias, também foi realizado uma amplificagdo com os primers VIRA, conforme descrito no

item C.1.

4. Resultados

4.1. Confirmacao da transformacao da linhagem AGL-1 de Agrobacterium tumefaciens com
o plasmidio pBGgHG.

Antes de iniciarmos os experimentos de transformacgéo de M. roreri, realizamos uma amplificagédo
de um fragmento do plasmidio Ti da linhagem AGL-1 de A. tumefaciens, delimitado pelos primers VIRA, e
de um fragmento do plasmidio pBGgHG, delimitado pelos primers Hyg, para confirmarmos a identidade
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de ambos, visto que recebemos esse material de outro laboratério. O resultado das amplificagcdes esta

mostrado na figura 2.
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Figura 2: Amplificacédo de fragmentos do plasmidio Ti da linhagem AGL-1 de A. tumefaciens e do plasmidio pPBGgHG
para confirmarmos a identidade de ambos. 1) Marcador A-hind. 2) Fragmentos do plasmidio Ti presente em 5
coldnias isoladas da linhagem AGL-1. 3) Controle negativo; 4) Fragmentos de duas aliquotas do plasmidio pBGgHG.

Apods a confirmagédo da identidade tanto da linhagem AGL-1 como do plasmidio pBGgHG,
realizamos a transformacdo da agrobactéria com este plasmidio. As bactérias possivelmente
transformadas que cresceram em meio seletivo (contendo 50 ug/mL de kanamicina) foram testadas para
a presenca do cassete de higromicina e para a manutengao do plasmidio Ti, como mostrado na figura 3.
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Figura 3: Amplificacao de fragmentos do cassete HYG e do plasmidio Ti de bactérias transformadas com o plasmidio
pBGgHG para confirmagéo da transformagéo. 1 e 3) Marcador A hind. 2) Fragmentos do cassete HYG em sete
coldnias transformadas. 4) fragmentos do plasmidio Ti nas mesmas sete colbnias.
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Como descrito no item C.4, testamos duas formas de crescimento da agrobactéria para posterior
co-cultivo com o micélio de M. roreri. A primeira delas consistia em crescé-las em meio minimo, por 2
dias, e depois induzi-las com meio minimo acrescido de acetoseringona. Na segunda maneira, o
crescimento era feito em meio LB, por 16 horas, para posterior indugdo com o mesmo meio minimo
acrescido de acetoseringona. O co-cultivo foi realizado com as bactérias crescidas da segunda maneira,

visto que o crescimento prolongado em meio minimo acabava acarretando com a perda do plasmidio Ti,

como demonstrado na figura 4.

500 pB

Figura 4: Amplificacao de fragmentos do cassete HYG e do plasmidio Ti de bactérias transformadas com o plasmidio
pBGgHG para a realizagdo do co-cultivo com o micélio de M. roreri. 1) marcador 100 bp (Invitrogen). 2,3) Colbnias
crescidas em meio minimo 4,5) colénias crescidas em meio LB. Como podemos observar, o crescimento em meio
minimo acarretou a perda do plasmidio Ti.

4.2. Selecao de possiveis transformantes de M. roreri

Como detalhado no item C.5, o co-cultivo de M. roreri e AGL-1 foi realizado tanto com col6nias do
micélio de M. roreri intactas (figura 13, A e B) quanto com as mesmas maceradas com glass beads
(figura 13, C). Apos o periodo de co-cultivo, as culturas foram transferidas para um meio seletivo
contendo os antibioticos higromicina (75 pg/mL) e cefotaxime (200 uM). Apos aproximadamente 12 dias,

as primeiras colénias possivelmente transformantes comegaram a crescer no meio seletivo, como

mostrado na figura 5.
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Figura 5: Possiveis colbnias transformadas de M. roreri. A,B) co-cultivo realizado com colbnias intactas do fungo; C)
co-cultivo realizado com coldénias do fungo maceradas com glass beads. Como podemos observar, coldnias
transformantes cresceram em ambas as formas de co-cultivo.

As colbnias de M. roreri transformadas foram transferidas para um meio nido seletivo por 2
semanas. Apos esse periodo, as colbnias foram novamente transferidas para o meio seletivo (figura 6),
com o intuito de verificarmos se as mesmas mantiveram a resisténcia a higromicina, apesar da auséncia

de pressao seletiva.

Figura 6: Colbnias transformadas em meio seletivo e ndo seletivo. A,C) Coldnias transformadas em meio néo
seletivo; B,D) As mesmas coldnias transformadas em meio seletivo; E) coldnia ndo transformada de M. roreri em
meio seletivo, mostrando que esse fungo ndo possui uma resisténcia natural a higromicina.
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4.3. Confirmacao da transformagao
O DNA de algumas colbnias que apresentaram resisténcia a higromicina foi extraido e o cassete
completo contendo o gene hyg foi amplificado, confirmando a transformacado das col6énias de M. roreri

(figura 7).

Figura 7: Confirmacgéo da transformagao de M. roreri. A) Marcador 1 Kb ladder; B) Confirmagéo da transformacéo de
5 coldnias de M. roreri através da amplificagdo do cassete inteiro contendo o gene Hyg; C) Controle negativo; D)
Controle positivo (PCR utilizando o plasmidio pBGgHG como molde).

A nado amplificacdo do fragmento do plasmidio Ti delimitado pelos primers VIRA, a partir desse
mesmo DNA, confirma a morte das agrobactérias; esse mesmo material genético foi utilizado para a
amplificagdo com o primer para 6 gene Mr_PME, confirmando assim a identidade das colbnias
transformadas (dados ndo mostrados).

Nao foi possivel a deteccdao de GFP nas colbnias quando as mesmas foram analisadas em
microscopia de fluorescéncia. No entanto, isso € comum em basidiomicetos, como em Agaricus bisporus
[25], para o qual também foi utilizado o plasmidio pBGgHG.

Esse foi o primeiro protocolo desenvolvido para a transformagao de M. roreri. O periodo de 6
meses disponivel para a realizagdo desses experimentos ndao permitiu que variagdes desse protocolo
fossem testadas no intuito de melhorarmos a eficiéncia do mesmo. Além disso, ndo houve tempo
suficiente para rastrearmos onde essas insergcbes do cassete de higromicina foram realizadas. No

entanto, esse trabalho abre portas para o desenvolvimento de mutantes de M. roreri pelo grupo do

USDA.
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Abstract

Background: The basidiomycete fungus Moniliophthora perniciosa is the causal agent of Witches'
Broom Disease (VWBD) in cacao (Theobroma cacao). It is a hemibiotrophic pathogen that colonizes
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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.
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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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Abstract

Background: The ascomycete fungus Ceratocystis cacaofunesta is the causal agent of wilt disease in
cacao, which results in significant economic losses in the affected producing areas. Despite the economic
importance of the Ceratocystis complex of species, no genomic data are available for any of its members.
Because mitochondria play important roles in fungal virulence and the susceptibility/resistance of fungi to
fungicides, we performed the first genomic analysis of this organelle in Ceratocystis using integrated -
omics approaches.

Results: The C. cacaofunesta mitochondrial genome consists of a single, 103,147-bp circular molecule,
making this the second largest mitochondrial genome among the Sordariomycetes. Our bioinformatics
analysis revealed the presence of 15 conserved genes and 37 intronic open read frames ORFs in this
mitochondrial genome. However, only a small part of the mitochondrial proteome is encoded within the
mitochondrial genome. In C. cacaofunesta, 1,072 mitochondrial proteins were predicted to be encoded by
the nuclear genome; of these, 349 were found to be conserved hypothetical proteins and 38 obtained no
hits. The total predicted mitochondrial proteome contained 1,124 polypeptides. The mitochondria were
isolated, and the mitochondrial proteome was subjected to liquid chromatographic with mass
spectrometric analysis. The total number of proteins (476) that were experimentally identified, from which
304 were predicted to be mitochondrial comprising 6 were mitochondrially encoded. Moreover, we
identified 117 proteins of unknown function, of which 7 were specific to this species.

Conclusions: This study provides the first genomic analysis of a member of the Ceratocystis complex
and the first predicted mitochondrial protein inventory of a phytopathogenic fungus. These results should

facilitate future functional studies of C. cacaofunesta.

Keywords: Wilt disease, Ceratocystis cacaofunesta, mitogenomics, mitochondrial proteome and fungal

virulence.
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