
 

 

 

 

ALINNE BATISTA AMBROSIO 

 

 

 

 

“APLICAÇÃO DAS OMICAS PARA O ESTUDO DE DUAS 

DOENÇAS FÚNGICAS DO CACAUEIRO” 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

CAMPINAS 
2012 

 



 

i 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
INSTITUTO DE BIOLOGIA 

 

 

ALINNE BATISTA AMBROSIO 

 

 

“Aplicação das omicas para o estudo de duas doenças fúngicas 

do cacaueiro” 

 
 

 

 
Tese apresentada ao Instituto de 

Biologia para obtenção do Título 

de Doutor em Genética e Biologia 

Molecular, na área de Genética de 

Microorganismos. 

 

 

 

 

 

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Gonçalo Amarante Guimarães Pereira. 

Co-Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Odalys Garcia Cabrera. 
 
 
 
 
 

CAMPINAS,  
2012 

 







 

iv 

 

Resumo 

 

O cacaueiro (Theobroma cacao L., Sterculiaceae), planta nativa da região amazônica, é  a 

principal espécie dentre as 22 do gênero que é comercialmente explorada para a 

produção de sementes, as quais tem grande importância econômica principalmente por 

ser usado na produção de chocolate.Por conta disso, a produção das sementes sempre foi 

uma grande preocupação para as regiões produtoras, e o fator que causa o maior declínio 

da produção de cacau é o aparecimento de doenças. No Brasil, o cacaueiro apresenta 

como principais doenças causadoras de perdas na produção a vassoura-de-bruxa e o mal-

do-facão. A vassoura-de-bruxa é causa pelo fungo Moniliophthora perniciosa e tem como 

sintomas característicos a hiperplasia e hipertrofia das células que dão lugar a tecidos 

anômalos chamados de vassoura. O mal-do-facão, causado pelo fungo Ceratocystis 

cacaofunesta, é uma doença assintomática, sendo detectada somente com a morte da 

planta. As duas doenças foram estudadas neste trabalho atravez de ferramentas da 

genômica na tentativa de identificação de mecanismos de interação patógeno-

hospedeiro. Em Ceratocystis cacaofunesta foi feita uma análise global da mitocôndria 

integrando dados de genômica, transcritômica e proteômica. Foi gerado o primeiro 

inventário de proteinas mitocondriais de um fitopatógeno, sendo preditas um total de 

1.124 proteinas, das quais 304 foram identificadas experimentalmente. Dentre as 

proteinas listadas no inventário, 117 tem função desconhecida e 7 parecem ser específicas 

deste fungo.Análises dos dados do genoma de M. perniciosa sugerem que o fungo poderia 

estar produzindo giberelina, o que explica muito dos eventos que acontecem durante a 

interação M. perniciosa-cacaueiro durante a fase biotrófica do fungo. Este trabalho 

demonstrou a importância desse hormônio na progressão da doença, assim como a 

alteração do metabolismo de giberelina na planta durante a interação. Os dados obtidos 

neste trabalho geraram conhecimento para desenvolvimento de estrátégias de controle 

das duas doenças, além de direcionar estudos com outros fitopatógenos. 
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Abstract 

 

Cacao tree (Theobroma cacao L., Sterculeaceae) is a native plant from Amazon region and 

the main species commercially exploited for seed production among the 22 of the genus. 

This plant has a great economic importance because of its use in the production of 

chocolate. Due to this, producing regions always has been concern to seed production, 

and diseases are the most important factors of decline in cocoa production. In Brazil, 

cacao witches’ broom and ceratocystis wilt are major diseases causing production losses. 

The witches' broom is caused by the fungus Moniliophthora perniciosa and the 

characteristic hyperplasia and hypertrophy symptoms of cells gives rise to anomalous 

tissue called broom. Meanwhile, the ceratocystis wilt caused by Ceratocystis cacaofunesta 

is an asymptomatic disease; it is detected only with the death of the plant. Both diseases 

were studied using genomic tools in an attempt to identify mechanisms of host-pathogen 

interaction. In Ceratocystis cacaofunesta, a mitochondrial global analysis integrating data 

from genomics, transcriptomics and proteomics was made. This work generated the first 

inventory of mitochondrial proteins of a plant pathogenic fungus, in which 1,124 proteins 

were predicted and 304 were identified experimentally. Among the proteins listed in the 

inventory, 117 have unknown function and 7 appear to be specific to this fungus. Data 

analysis of the genome of M. perniciosa suggests that the fungus could be producing 

gibberellin, it may explain much of the events that happen during the interaction M. 

perniciosa-cacao in biotrophic phase of the fungus. Therefore, this work showed the 

importance of this hormone in disease progression, as well as altered metabolism of 

gibberellin in the plant during the interaction. The data obtained in this work generated 

knowledge to develop strategies to control these two diseases, and can drive studies with 

other pathogens. 



 

vi 
 

AGRADECIMENTOS 

Aos meus queridos pais Afonso e Ieida por terem zelado pela minha educação e por todo 

amor, carinho, ajuda e incentivo que sempre me deram. Vocês foram e são fundamentais 

para o meu crescimento pessoal e formação profissional! 

 

Aos meus irmãos Ana Karina e Diego, pelo incentivo, amor e amizade dedicados a mim.  

Ao Ramon por todo apoio e companheirismo. 

 

Aos meus queridos amigos Marcela, Silvia, Desiree, Vanessa, Ivan e tio Sidney pela 

amizade, conselhos, companheirismo, pelos exemplos de dedicação e perseverança e por 

todo o apoio e incentivo. 

 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Gonçalo Pereira, por todos os ensinamentos e confiança.  

À co-orientadora Odalys Garcia por todo o apoio e auxílio. 

 

A todos os pesquisadores, funcionários, alunos e ex-alunos do LGE, em especial a Eliane, 

Ernê e Silvia, pela troca de experiências e pelo auxílio durante estes anos. 

 

Ao Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular da UNICAMP. 

 

À FAPESP pelo apoio financeiro. 

 

Enfim, agradeço a todos aqueles, que direta ou indiretamente, me ajudaram a concluir 

esta etapa tão importante da minha carreira científica. 

  



 

vii 
 

Índice 

Introdução Geral.................................................................................................................................1 

Objetivos.............................................................................................................................................4 

Referências bibliográficas....................................................................................................................5 

CAPÍTULO I...........................................................................................................................................7 

Global analyses of Ceratocystis cacaofunesta mitochondria: from genome to proteome.................8 

Abstract……………………………………………………………………………………………………………………………..........…….9 

1. Background………………………………………………………………………………………………………………………..………11 

2. Results and discussion…...............................................................................................................14 

4. Conclusion.....................................................................................................................................34 

5. Materials and Methods.................................................................................................................35 

6. References.....................................................................................................................................41 

CAPÍTULO II........................................................................................................................................55 

Avaliação da produção de giberelina pelo fungo Moniliophthora perniciosa durante a interação 

com cacaueiro...................................................................................................................................55 

Abstract.............................................................................................................................................56 

Resumo..............................................................................................................................................57 

1. Introdução.....................................................................................................................................58 

2. Objetivos.......................................................................................................................................70 

3. Materiais e métodos.....................................................................................................................71 

4. Resultados e discussões................................................................................................................78 

5. Conclusões..................................................................................................................................106 

6. Referências………………………………………………………......……………………………………………………………….107 

 

 

 



 

viii 
 

Figures List – Capítulo 1 

Figure 1: Map of C. cacaofunesta mitochondrial DNA………………………………………………………….……….16 

Figure 2: Flowchart of the mitochondrial gene prediction…………………………………………………………….20 

Figure 3: Distribution of RPKMs (in log scale) in the mitochondrial (white) and non-mitochondrial 

(gray) genes………………………………………………………………………………………………………………………………….23 

Figure 4: Distribution of Gene Onthology (GO) categories for N. crassa (light gray), S. cerevisiae 

(dark gray) and C. cacaofunesta (black) mitochondrial predicted genes……………………………………….28 

Figure 5: Distribution of Gene Onthology (GO) categories for C. cacaofunesta nuclear genes that 

codified mitochondrial proteins found in LC-MS/MS experiments……………………………………………….30 

Figure 6: Schematic representation of the mitochondrial protein important for pathogenicity in C. 

cacaofunesta………………………………………………………………………………………………………………..…….………..31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ix 
 

Lista de Figuras – Capitulo2 

Figura 1: Ciclo de vida de M. perniciosa............................................................................................62 

Figura 2: Representação dos sintomas característicos observados nos quatro estágios de 

desenvolvimento da vassoura-de-bruxa (extraído de modificado de Scarpari, et. al., 2005)...........63 

Figura 3: Esquema de regulação de expressão por giberelina..........................................................66 

Figura 4: Mapa do plasmídeo pUCH2-8 natI utilizado para transformação de mutantes de G. 

fujikuroi.............................................................................................................................................73 

Figura 5: Esquema do experimento de nitrogênio em plântulas de cacau.......................................76 

Figura 6: Plantas tratadas com GA3..................................................................................................79 

Figura 7: Bioensaio com GA3, ABA e GA3/ABA diluídos em lanolina em plântulas de cacau 1, 10 e 

20 dias após aplicação (DPA) de hormônio.......................................................................................80 

Figura 8: Bioensaio do efeito de GA3, ácido abscisico, paclobutrazol na infecção de plântulas de 

cacau com M. perniciosa...................................................................................................................81 

Figura 9: Análise de expressão do gene CPS da planta nas bibliotecas de plantas infectadas com M. 

perniciosa e sadias............................................................................................................................83 

Figura 10: Análise de expressão do gene KS da planta nas bibliotecas de plantas infectadas com M. 

perniciosa e sadias.............................................................................................................................84 

Figura 11: Análise de expressão do gene GA3 (ent-kaureno oxidase) da planta nas bibliotecas de 

plantas infectadas com M. perniciosa e sadias.................................................................................85 

Figura 12: Análise de expressão da cópia 1 do gene KAO da planta nas bibliotecas de plantas 

infectadas com M. perniciosa e sadias..............................................................................................86 

Figura 13: Análise de expressão da cópia2 do gene KAO da planta nas bibliotecas de plantas 

infectadas com M. perniciosa e sadias..............................................................................................86 

Figura 14: Análise de expressão do gene GA20oxi da planta nas bibliotecas de plantas infectadas 

com M. perniciosa e sadias...............................................................................................................87 

Figura 15: Análise de expressão do gene GA3oxi da planta nas bibliotecas de plantas infectadas 

com M. perniciosa e sadias...............................................................................................................88 

Figura 16: Análise de expressão da cópia1 do gene GA2oxi da planta nas bibliotecas de plantas 

infectadas com M. perniciosa e sadias..............................................................................................89 

Figura 17: Análise de expressão da cópia2 do gene GA2oxi da planta nas bibliotecas de plantas 

infectadas com M. perniciosa e sadias..............................................................................................89 



 

x 
 

Figura 18: Comparação da expressão gênica da via de síntese de GAs entre vassoura verde e planta 

sadia..................................................................................................................................................91 

Figura 19: Perfil de expressão dos genes da via de sinalização de GAs.............................................92 

Figura 20: Expressão de genes que respondem a GAs em bibliotecas de RNA-Seq..........................93 

Figura 21: Análise de expressão de genes da via de síntese de giberelinas da planta em bibliotecas 

de plantas infectadas com M. perniciosa e sadias............................................................................95 

Figura 22: Avaliação do aparecimento de sintomas em plantas infectadas e tratadas com 

nitrogênio.........................................................................................................................................97 

Figura 23: Esquema simplificado da via de síntese de giberelinas em fungos.................................99 

Figura 24: Expressão de possíveis genes de síntese de GAs de M. perniciosa em bibliotecas de RNA-

Seq...................................................................................................................................................100 

Figura 25: Identificação de MOTIFs nas sequências de CPS/KS dos fungos G. fujikuroi, S. 

manihoticola, N. crassa e M. perniciosa..........................................................................................101 

Figura 26: Avaliação qualitativa de expressão do gene MpCPS/KS.................................................102 

Figura 27: Espectro de MS de amostras de sobrenadante do fungo..............................................104 

Figura 28: TLC de detecção de giberelina........................................................................................106 

 

Lista de Tabelas 

Tabela 1: Primers utilizados para clonagem no plasmídeo pUCH2-8 natI.........................................73 

Tabela 2: Número de genes ortólogos das vias de síntese, sinalização e resposta à GAs em T. cacao, 

A. thaliana, O. sativa e V. vinifera.....................................................................................................82 

Tabela 3: Quantificação de giberelinas ativas em amostras de plântulas tratadas com nitrogênio de 

infectadas com M. perniciosa...........................................................................................................98 

Tabela 4: Sequências de primers para amplificação de fragmento de MpCPS/KS..........................102 

 

 

 

 



  

1 

 

Introdução Geral 

O cacaueiro (Theobroma cacao L., Sterculiaceae) é uma planta nativa da região 

amazônica. Foi trazida para o estado da Bahia em 1746, para o município de Canavieiras 

[1].  Esta espécie é a única dentre as 22 espécies do gênero que é comercialmente 

explorada para a produção de sementes (amêndoas) destinadas ao preparo de derivados 

e subprodutos do cacau, principalmente na sua forma mais popular, o chocolate; podendo 

também ser transformado em cosméticos, bebidas finas, geléias, sorvetes e sucos [2]. 

Desde a introdução do cacau no Brasil as áreas de cultivo foram aumentando, chegando a 

produzir no final da década de 80 cerca de 15% da produção mundial , tendo a Bahia 

como principal estado produtor com 83% da oferta brasileira [3]. Durante a década dos 

1970s, a cacauicultura foi considerada uma das fontes de divisas mais importantes do 

Brasil sendo que até 90% da produção era destinada à exportação [4]. 

Em vista da grande importância econômica do cacau a produção das sementes 

sempre foi uma grande preocupação para  para as regiões produtoras, e o fator que causa 

o maior declínio da produção de cacau é o aparecimento de doenças [5] e o cacau tem-se 

revelado altamente suscetível a pragas e a novas doenças [6].  

No Brasil, por exemplo, foi até o final da década de 80 um dos grandes produtores 

mundiais de cacau, tendo sua produção concentrada no sul da Bahia atingindo o volume 

de 400.000 t. A introdução da doença vassoura de bruxa em 1989 nessa região levou a 

produção a níveis inferiores a 100.000 t no ano de 2000, fazendo do país um importador 

de cacau [7].  

Devido aos danos na região cacaueira do Brasil causados pelo aparecimento da 

doença vassoura-de-bruxa as pesquisas no tema foram incentivadas. Em 2000 iniciou-se o 

projeto genoma da vassoura-de-bruxa, o qual visava à integração de diversas áreas de 

conhecimento biológico (genética, bioquímica, fisiologia vegetal, fitopatologia, anatomia, 

etc.) utilizando elementos derivados do estudo do genoma do agente etiológico da 

doença: o fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa.  

Em 2008 foi publicado o draft do genoma de M. perniciosa [8] que direcionou 

muitos trabalhos aumentando o conhecimento sobre a doença e o patógeno [9-13], 
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permitindo a implementação de estratégias de manejo. As pesquisas iniciadas com o 

projeto genoma da vassoura-de-bruxa contribuiram para a criação do PAC do cacau (O 

Programa de Aceleração do Desenvolvimento e Diversificação da Região Agrícola 

Cacaueira), que além de ajudar os produtores a solucionar os débitos disponibiliza um 

pacote tecnológico baseados nas pesquisas realizadas até então possibilitando o cultivo 

sustentável do cacaueiro, mostrando a importância da integração das grupos de pesquisas 

com os meios produtores de cacau 

<http://www.senado.gov.br/comissoes/CRA/AP/AP20120427_Jay_Wallace_da_Silva_Mot

a.pdf Acesso em: 15/07/2012>. 

Dentre as principais doenças que acomente o cacau tem-se vassoura-de-bruxa, 

monilíase (causada pelo fungo Moniliophthora roreri) [14] e o mal-do-facão (causada pelo 

fungo ascomisceto Ceratocistis cacaofunesta)[15]. 

A Monilíase é endêmica do noroeste da América Latina e foi registrada 

cientificamente pela primeira vez no Equador em 1917 na mesma época da descoberta da 

Vassoura-de-Bruxa e do Mal-do-Facão. A cordilheira dos Andes parece ter historicamente 

atuado como uma barreira natural efetiva contra a disseminação da doença. Atualmente, 

a Monilíase está confinada a nações integrantes da América Central (como Panamá, Costa 

Rica, Nicarágua e Honduras) e ao noroeste da América Latina (como Equador, Colômbia e 

Peru) [16, 17].  

Apesar da Monilíase ainda não atingir plantações no Brasil, sua penetração é 

iminente [16] e já se estão adotando maneiras de manejo e cuidados para evitar sua 

introdução [18].  

O mal-do-facão foi detectada na década dos 90 nos cacaueiros do sul da Bahia [15]. 

Atualmente, a doença ocorre de forma endêmica, agravando a crise da lavoura cacaueira 

ocasionada pela Vassoura de bruxa e dificultando ainda mais esta atividade agrícola na 

região.  

Considerando que no Brasil o cacaueiro apresenta como principais doenças 

causadoras de perdas da produção a vassoura-de-bruxa e o mal-do-facão, estas duas 

doenças foram estudadas baseadas em análise funcional do genoma, proteoma e 

http://www.senado.gov.br/comissoes/CRA/AP/AP20120427_Jay_Wallace_da_Silva_Mota.pdf%20Acesso%20em:%2015/07/2012
http://www.senado.gov.br/comissoes/CRA/AP/AP20120427_Jay_Wallace_da_Silva_Mota.pdf%20Acesso%20em:%2015/07/2012
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metaboloma de um organismo na tentativa de identificação de mecanismos de interação 

patógeno-hospedeiro [19, 20].  
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Objetivos 

Este trabalho propoe-se a utilizar ferramentas da genômica para estudo de dois 

patógenos de cacau (Ceratocystis cacaofunesta e Moniliophthora perniciosa) para gerar 

conhecimento para desenvolvimento de estrátégias de controle. 

 

 A partir do objetivo geral foram propostos os seguintes objetivos específicos: 

 

1. Análise global da mitocôndria de Ceratocystis cacaofunesta: do genoma ao 

proteoma. 

 

2. Avaliação da produção de giberelina pelo fungo Moniliophthora perniciosa 

durante a interação com cacaueiro. 
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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. 
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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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1. Background  

 Ceratocystis cacaofunesta is an ascomycete fungus (Class Sordariomycetes, Order 

Microascales) that causes wilt disease in cacao (Theobroma cacao). This fungus is a 

member of the Latin American clade of the Ceratocystis species complex [1, 2], a 

taxonomic group that includes species with high genetic variability and wide host ranges 

[3, 4] that cause canker and wilt diseases in many economically important crops, such as 

Coffea arabica and Eucalyptus spp. [5]. Engelbrecht and Harrington [6] proposed that host 

specialization might influence speciation in this group.  

  C. cacaofunesta is indigenous to Central and South America [1, 2]. In Brazil, this 

pathogen was first reported in the Amazon region [7]. In the 1990s, C. cacaofunesta was 

introduced to the southern region of Bahia, which is the largest Brazilian cacao-producing 

state [8]. This fungus is able to penetrate cacao trees through stem wounds caused by 

either insects (natural vectors) or infected cutting tools [9, 10]. Unlike other cacao 

diseases that primarily affect branches and fruits, such as Witches’ broom disease and 

Frosty pod, wilt disease is a systemic infection that damages the entire plant. The fungus 

enters its host through the secondary xylem, resulting in the formation of deep spots and 

leading to the obstruction of water and nutrient transport [11]. As a consequence, the 

plant turns yellow and then brown; the infection culminates in the wilting and sudden 

death of the tree. This disease is responsible for reductions in the cacao population in 

plantation areas, which has resulted in great economic losses in the affected regions. 

Extensive damages have also been reported in Trinidad [12], Venezuela and Colombia 

[13]. 



  

12 

 

 Several studies have attempted to characterize the genetic variation, 

aggressiveness and host specialization of different populations of C. cacaofunesta [6, 14-

16]. However, little is known at the molecular level about this fungus and its interaction 

with cacao. Notably, no genomic data are available for any members of the Ceratocystis 

complex of species. In 2011, our group initiated the C. cacaofunesta Genome Project 

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/Ceratocystis), with the goal of understanding the 

mechanisms underlying the interactions between C. cacaofunesta and T. cacao in the 

development of wilt disease. Initially, we focused on the study of C. cacaofunesta 

mitochondria for two reasons: (i) their potential role in fungal pathogenesis and (ii) the 

relevance of this organelle as a target for fungicides [17]. 

 In addition to their canonical function as an energy-producing compartment, 

mitochondria are involved in multiple cellular processes [18]. These organelles play 

important roles in calcium homeostasis [19], the biosynthesis of iron-sulfur clusters [20], 

the metabolism of lipids and amino acids, aging and the signaling of programmed cell 

death [21]. Due to the importance of these processes, mitochondrial dysfunctions cause 

serious consequences for the cell and, eventually, the entire organism. Functionally 

compromised mitochondria are associated with senescence in non-pathogenic fungi, such 

as Podospora anserina [22] and Neurospora crassa [23].  

Mitogenomics has become a useful tool for evolutionary studies [24], and the 

continuous advances in this field have contributed to the understanding of the diverse 

topology, organization and structure of mtDNA in fungi [25].  However, because mtDNA 

encodes approximately 1% of the mitochondrial proteome, scant information concerning 
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the roles of mitochondria in the metabolism, development and lifestyle of organisms has 

been gleaned from exclusive analyses of the mitochondrial genome  Fungal mtDNA 

generally contains 14 genes that encode hydrophobic subunits of respiratory chain 

complexes, two genes that encode ribosomal RNAs (small and large subunits) and genes 

that encode a full set of tRNAs [26]. The other 99% of the mitochondrial proteome is 

encoded by the nuclear DNA and imported into the mitochondria [27]. Nuclear-encoded 

mitochondrial proteins (NMP) are produced by cytosolic ribosomes and are targeted to 

the proper mitochondrial subcompartment [28-30].  

To understand mitochondrial functioning, studies using genomic, transcriptomic 

and proteomic approaches have been performed in several types of organisms, such as 

fungi [31], plants [32] and humans [33]. The first mitochondrial analysis using integrative 

proteomic and genomic approaches in fungi was conducted in Saccharomyces cerevisiae 

[34]. By overcoming the individual limitations of each technique, this integrative study 

produced a powerful tool for the prediction of mitochondrial processes in yeast. The S. 

cerevisiae mitochondrial proteome contains an estimated 1,000 proteins, of which 851 

were identified using proteomic assays [30]. In Neurospora crassa, proteomic studies have 

led to the identification of 438 mitochondrial proteins [35]. Proteomics has previously 

been used to illuminate central processes in phytopathogenic fungi [36, 37]. Some of the 

more recent studies include analyses of mycelial, conidiospore and haustoria proteomes 

[38-42], fungal secreteomes and proteomes associated with fungal virulence [43]. 

However, the mitochondrial proteomes of phytopathogenic fungi have not been explored. 
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In this study, we performed a global analysis of C. cacaofunesta mitochondria using 

an integrative approach (i.e., mitogenomics, transcriptomics and proteomics). Here, we 

present the complete sequence and annotation of the C. cacaofunesta mitochondrial 

genome. In addition, we examined the nuclear genome of this species and identified a set 

of 1,072 genes that encode putative mitochondrial proteins. Using RNA-Seq, we verified 

that all these genes were transcribed in mycelia grown in vitro. Moreover, we identified 

476 proteins using mass spectrometry, of which 83 were annotated as hypothetical 

proteins. This study is the first published genomic analysis of Ceratocystis and the first 

functional annotation based on the similarity of the mitochondria of phytopathogenic 

fungi to be created using this integrative approach.  

 

2. Results and discussion 

2.1. C. cacaofunesta mitochondrial genome structure 

 The complete mitochondrial genome of Ceratocystis cacaofunesta was assembled 

as a single, circular molecule comprising 103,147 bp (a coverage of 2,153-fold). C. 

cacaofunesta contains the fourth largest published fungal mitochondrial genome and the 

second largest among the Sordariomycetes, after that of Chaetomium thermophylum (127 

kb) [44]. However, the differences in the sizes of fungal mitochondrial genomes are not 

correlated with differences in their number of genes [45, 46]. Therefore, the C. 

cacaofunesta mtDNA contains 15 genes that encode conserved proteins, such as NADH 

dehydrogenase subunits 1 to 6 and 4L (nad1 to nad6 and nad4L), cytochrome c oxidase 

subunits I, II and III (cox1, cox2 and cox3), ATP synthase subunits 6, 8 and 9 (atp6, atp8 and 
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atp9), apocytochrome b (cob) and a ribosomal protein (rps3) (Figure 1). With the 

exception of rps3, all of these conserved genes are involved in oxidative phosphorylation 

and ATP synthesis. The genes that encode the small and large rRNA subunits (rns and rnl, 

respectively) were also identified (Figure 1). All the rRNA- and protein-coding genes are 

oriented in the same direction (clockwise). The rps3 gene is encoded within a group I 

intron (small RNAs that have ability to self-splice from RNA transcripts) of the rnl gene in 

Sordariomycetes [47, 48]. It has been proposed that the structure of one gene (e.g., rps3) 

within another (e.g., rnl) guarantees that they are co-transcribed and that the 

stoichiometry of the two components is adequate for ribosome biogenesis [47]. In 

addition, the results of a sequence analysis using the tRNAscan-SE program [49] identified 

31 putative tRNAs for 20 standard amino acids and a possible suppressor tRNA (amber). 

The gene order of the C. cacaofunesta mtDNA conserves all four syntenic units described 

for Sordariomycetes [50]: (i) rnl-trn(11-12)-nad2-nad3, (ii) nad4L-nad5-cob-cox1, (iii) nad1-

nad4-atp8-atp6, and (iv) rns-trn(1-5)-cox3-trn(1-5)-nad6-trn(2-5). Several differences in the 

number and distribution of the trn genes were observed in syntenic blocks (i), (ii) and (iv). 

The gene pair nad2-nad3 is partially overlapping because the nad2 ORF extends 48 

nucleotides into the nad3 reading frame (Figure 1). It has been proposed that the 

preservation of syntenic units could play a functional role, enabling the polycistronic 

transcription of these genes [51].  
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Figure 1: Map of C. cacaofunesta mitochondrial DNA. The numbers along the outermost 

circle are the DNA coordinates in Kb, beginning at 12 hours and continuing clockwise. The 

12-hour scales for the GC content (in %, gray histogram) and the GC skew (dimensionless, 

black curve) are in the innermost circle. Conserved coding genes, pseudogenes, tRNAs and 

rRNAs are shown in the outermost circle. Introns and intronic ORFs are shown in the 

middle circle. The intronic ORFs of each gene are numbered as oi (intron number). The 

domains of each intronic ORF are indicated as LL, for LAGLIDADG, or G, for GIY-YIG. Similar 

intronic ORFs (with greater than 50% coverage and identity) are indicated with gray 

ribbons. 

 

 

The annotation of the C. cacaofunesta mtDNA revealed that introns form 48.7% of 

the genome, which explains the large mitogenomic size; the invasion of mitochondrial 

genes by group I introns is a primary reason for the wide variation in fungal mitochondrial 

genome sizes [52]. A total of 37 mitochondrial group I introns, with an average size of 
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1,535 bp, were identified in the conserved coding and rRNA genes. Group I introns are 

commonly found in fungal mitochondria [52], and they are inserted into highly conserved 

sequences due to their functional importance [53]. These introns are distributed within 

conserved genes throughout the C. cacaofunesta mitochondrial genome, with cox1 

harboring the largest number of these elements (approximately 10) (Figure 1). Cox1 has 

been described as a reservoir for mitochondrial group I introns in fungi, harboring up to 18 

of these elements in Agaricus bisporus [54]. Most of the mitochondrial group I introns 

contain ORFs that encode homing endonuclease gene (HEG) [55]. The C. cacaofunesta 

mitochondrial genome contains 37 group I introns, of which 1 contains a conserved gene 

(rps3); the remaining 36 encode intronic ORFs (oi) (Figure 1). Because intron 1 of nad5 

(oi1nad5) contains 2 ORFs, there are 37 total intronic ORFs in the C. cacaofunesta 

mitochondrial genome.  Of the 37 introns, 36 encode HEGs larger than 100 amino acids. 

The remaining intronic ORF, which was localized to intron 5 of nad5 (oi5nad5), showed no 

significant similarity (e-value < 1e-5) to any sequences in the nr or CDD databases and was 

considered to be a hypothetical protein. Oi5nad5 was the only non-conserved 

hypothetical ORF identified in the mitochondrial genome. An amino acids sequence 

analysis of the 36 putative endonucleases showed that 28 (75.7%) belonged to the 

LAGLIDADG endonuclease family and 8 (21.6%) belonged to the GIY-YIG endonuclease 

family, with an e-value < 1e-5 (Figure 1). Six and twenty-two putative LAGLIDADG 

endonucleases contained one or two conserved domains, respectively (Figure 1). The 

putative function of these endonucleases is the site-specific integration of the introns in 

which the genes for these proteins are located, which suggests that they are mobile 
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elements. The dynamic properties of these introns suggest that they can be moved into 

other regions of the genome and between the genomes of phylogenetically distant 

species [56]. The mitochondrial genome analysis of 23 lineages of Podospora anserina 

indicated the gain and loss of intronic ORFs, which reinforces the hypothesis that they are 

mobile elements [57]. Two additional results suggested that these ORFs are dynamic 

elements. (i) We identified intronic ORFs that shared more than 50% identity and were 

located in introns of different genes, which suggested that these elements could be 

descendants of the same ancestral intronic ORF. For example, there are copies of the ORF 

located in intron 2 of nad5 (oi2nad5) in intron 1 of rnl (oi1rnl) and intron 1 of nad6 

(oi1nad6) (Figure 1, gray ribbons). (ii) In addition, we identified an ORF similar to GIY-YIG 

endonucleases in an intergenic region flanked by tRNA coding sequences (Figure 1; region 

from nucleotide 13,156 to 14,337, labeled “pseudo GIY-YIG”). Mitochondrial introns have 

been associated with mitochondrial genome instability in S. cerevisiae [58], P. anserina 

[59] and N. crassa [60]. However, we did not observe any instability in the C. cacaofunesta 

mitochondrial genome. 

 Although the presence of mitochondrial plasmids is a common feature of 

Sordariomycetes such as G. zeae [61], N. crassa [60] and P. anserine [62], no integrated or 

free linear mitochondrial plasmids were revealed by the C. cacaofunesta mtDNA analysis. 

However, a pseudogene with similarity to the RNA polymerase (rpo) of the Podospora 

anserina mitochondrial plasmid pAL2-1 (e-value: 4e-92, 100% of query coverage and 57% 

of positives) was identified downstream of the cox1 gene (Figure 1, labeled “pseudo rpo”). 

The first two hits in the tBLASTn searches for this pseudogene were performed with the 
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rpo-pseudogene from the P. anserina mitochondrial sequence (region from nucleotide 

26,193 to 29,024) and with rpo from the P. anserina mitochondrial plasmid pAL2-1. The 

presence of this pseudogene suggests that this region may harbor a plasmid.  

 The analysis of the C. cacaofunesta mtDNA also showed an average of 26.8% G+C 

residues, which were uniformly distributed throughout the sequence. The intronic ORFs 

exhibited a slightly lower GC content (25.2%) than the conserved genes (26.5%). 

Moreover, a GC skew analysis was performed, and the shift points of the GC skew graphs 

were consistent with the loci of the origin (org) and termination (ter) of replication in 

bacteria [63] and some fungi [64].  

 Considering that more than 98% of its mitochondrial proteins are nuclear encoded 

[27], we estimated the total mitochondrial proteome of C. cacaofunesta based on the 

numbers of mitochondrial and nuclear-encoded genes.  

2.2. Mitochondrial proteome  

The prediction of the C. cacaofunesta mitochondrial proteome was performed 

using two computational strategies similar to the prediction strategy used for the mouse 

mitochondrial proteome [65]. First, we assembled a database of fungal mitochondrial 

proteins (FMPs) using two available mitochondrial protein datasets, those of S. cerevisiae 

[66] and N. crassa [35]. Based on the high conservation of mitochondrial proteins among 

eukaryotes [67], we used the FMP dataset to search for homologous proteins in the C. 

cacaofunesta nuclear genome. The results of this analysis revealed the presence of 488 

mitochondrial proteins in C. cacaofunesta (Figure 2). There was strong evidence that these 

proteins were localized to the mitochondria: the reference database (FMP) used was 
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Although the use of the BLAST tool in small datasets from phylogenetically distant 

organisms imposes limitations [69], we used this computational approach to obtain a 

more comprehensive estimate of the mitochondrial proteome of C. cacaofunesta. Two 

mitochondrial targeting signal predictors were used to identify putative mitochondrial 

components: TargetP [70] and WoLF PSORT [71]. To minimize the number of false 

positives, mitochondrial protein classifications were based on obtaining predictions in 

both programs. From this analysis, 763 genes were identified that encode mitochondrial-

targeted proteins in the C. cacaofunesta nuclear genome. 

The use of these combined approaches generated a predicted total mitochondrial 

proteome for C. cacaofunesta that consisted of 1,124 polypeptides, with 1,072 nuclear-

encoded proteins and 52 mitochondrial-encoded proteins (Supplemental File 1). Of the 

total proteins, 584 were identified using the predictor software (TargetP and WoLF 

PSORT), 309 were identified only by orthology analysis and 179 were identified using both 

methods (Figure 2). The predicted protein content of the C. cacaofunesta mitochondrial 

proteome is similar to that of the S. cerevisiae estimated mitochondrial proteome 

(approximately 1,000 polypeptides) [66], whereas the A. thaliana mitochondrial proteome 

is estimated to contain approximately 850 polypeptides [32] and the mouse mitochondrial 

proteome contains approximately 1,500 polypeptides [65].  

2.3. Transcriptomic analysis 

 A global analysis of the C. cacaofunesta transcriptome was performed using large-

scale mRNA sequencing (RNA-Seq), as described in Section 5.6. This technique is widely 

used to analyze gene expression and to validate gene predictions [72-75], and it was 
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recently used to analyze mitochondrial gene expression [76, 77]. Approximately 

54,500,000 reads were generated in two biological replicates (CER1 - 25,896,566 and CER2 

- 28,577,566). Approximately 69% of the reads of both replicates were mapped on all the 

predicted genes, validating the gene predictions of C. cacaofunesta. A small number of 

reads were mapped to mitochondrial genes (CER1 - 400 and CER2 - 600), which primarily 

represented the average expression of six genes (nad2, nad3, cox3, io1cob, nadH, cox1) 

with RPKM ≥ 1 (Supplemental File 1). Genes with RPKM < 1 were considered to not be 

expressed. Among the total reads mapped to nuclear genes 21,6% (11, 796,342) represent 

genes that  encode mitochondrial proteins (5,600,151 from CER1 and 6,196,191 from 

CER2). This result indicates that the genes were expressed under the tested conditions 

and that the average expression of nuclear-encoded mitochondrial genes is approximately 

2.5 times greater than the expression of all the nuclear genes (Figure 3). This high 

expression level can be explained by the large number of mitochondria in the cell in 

relation to the nuclear DNA. Of 1,072 genes, only 10 presented RPKM values less than 1 

and 398 had RPKM values greater than 100 (Supplemental File 1). The gene with the 

largest expression level had an average RPKM value of 13,274 and encoded translation 

elongation factor 1a, which is a component of the protein synthesis machinery for tRNA 

transport to the mitochondria [78]. 
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We identified 5 mitochondrial-encoded proteins (ATP6, COB, COX1, COX2 and 

NAD2), an intronic ORF (oi5cox2) and 470 NMPs (non-mitochondrial proteins). Among the 

total proteins identified using LC-MS/MS, 63.2% (304) were contained within the 

predicted mitochondrial proteome (Figure 2). The mitochondrial proteins identified in the 

experimental proteome comprised approximately 27% (304) of the total predicted 

proteome of C. cacaofunesta (1,124 polypeptides).  Accordingly, the mitochondrial 

proteome analysis by LC-MS/MS identified 23%-40% of the known mitochondrial proteins 

but did not capture low-abundance proteins [65], except for proteins produced under 

specific circumstances [66].  Mitochondrial proteome studies of N. crassa have identified 

473 proteins corresponding to 169 unique genes; these represent 20% of the total 

described mitochondrial proteome [35].   

Of the 304 mitochondrial proteins that were distinguished using experimental LC-

MS/MS, we identified 4 proteins of the pyruvate dehydrogenase complex (PDHA1, PDHB, 

PDK1 and DLAT) and 9 proteins of the tricarboxylic acid cycle (2-methylcitrate dehydratase 

[2], 2 CS, IDH1, isocitrate dehydrogenase, homoisocitrate dehydrogenase, isocitrate lyase, 

and IDH2). The experimental proteome also included a number of components of the 

predicted mitochondrial proteome that were associated with oxidative phosphorylation 

(13 complex I proteins, 2 of the 3 complex II - SDHA-B proteins, 3 complex III proteins, 2 

complex IV proteins, and 5 complex V proteins).  Remarkably, we identified 83 conserved 

hypothetical proteins and 1 unknown protein (Supplemental Files 1 and 4). 

We also identified 172 proteins that were not predicted to be mitochondrial 

(Figure 2).  These proteins included the following: (i) proteins of unknown cellular 
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localization, (ii) non-mitochondrial proteins that co-purified with the mitochondrial 

fraction and (iii) mitochondrial proteins that were not identified with the subcellular 

localization predictors used in this work. Manual annotation was used to elucidate the 

composition of this group of proteins. Of the 172 proteins, 53 were classified as having 

unknown cellular locations (group i) getting into this group (27 unknown function and no 

hits 6 in NR/NCBI). Thirty-five proteins were localized to different organelles or the cytosol 

(group ii) and 84 proteins were localized to the mitochondria (group iii), including 1 

unknown protein (with no hits in GenBank NR) that had a conserved domain for 

mitochondrial localization (Supplemental File 1). This analysis brought the total number of 

mitochondrial proteins identified using LC-MS/MS to 388 (304 from prediction and 84 

from manual annotation), which represents 81% of the total experimental proteome 

obtained (476 proteins). This result suggests that the enriched-mitochondrial preparation 

of C. cacaofunesta was performed with high efficiency. However, the preparation 

contained some cytosolic contaminants, such as enolases and other glycolysis-related 

proteins, including mannitol dehydrogenase and glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 

[79]. It is well known that more than 25% of the 1,200 proteins in S. cerevisiae that are 

localized to a subcellular organelle are common to both a specific organelle and the 

cytoplasm [80]. Proteins related to different organelles have also been identified in the 

mitochondrial proteome of Trichoderma harzianum; almost 50% of the total proteins in 

this organism’s mitochondrial proteome experimentally identified were identified as non-

mitochondrial [81]. A survey of the experimental mitochondrial proteome of S. cerevisiae 

identified 750 proteins, of which 436 (58%) were known mitochondrial proteins, 208 had 
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no known localization and 106 were localized to other cellular compartments [66]. These 

results could reflect a mixed compartmentalization of proteins. 

The experimental proteome was also used to identify new proteins and to confirm 

hypothetical proteins as real among the total proteins identified (476). In this study, we 

identified 110 conserved hypothetical proteins (83 predicted mitochondrial proteins and 

27 proteins with no predicted location). Moreover, we revealed 7 (6 predicted and 1 

unpredicted) proteins with no similarity to any other currently described proteins. 

Considering that there are more than 65 known Sordariomycetes genomes, these proteins 

are important for conducting additional detailed studies, as they could be specific to C. 

cacaofunesta and could be constituents of unknown mitochondrial pathways.  

2.5. Functional annotation of the C. cacaofunesta mitochondrial proteome and 

comparison with homologs in S. cerevisiae and N. crassa  

 The predicted proteome was annotated using the NR/NCBI, KEGG [82], CDD 

(conserved domain) and UniRef90 databases [83]. The AutoFACT [84] and Blast2GO [85] 

programs were used to perform automatic annotation and Gene Ontology (GO) 

classification (see Methods and Supplemental File 1). Of the 1,124 predicted 

mitochondrial proteins, 1,070 were associated with some metabolic pathway. A total of 

190 proteins were identified as enzymes in the KEGG database, and 138 of these enzymes 

were distributed in 78 metabolic pathways. The most abundantly represented metabolic 

pathways were nitrogen metabolism (with 41 enzymes) and oxidative phosphorylation 

(with 40 enzymes) (Supplemental File 2). A CDD search revealed that 958 proteins 

contained one or more conserved domains. The GO annotation assigned 724 proteins to 
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at least one level of ontology (411 proteins were assigned to cellular component, 619 to 

molecular function and 599 to biological process) (Supplemental File 1). Importantly, a 

functional annotation based on similarity was performed using the first hit result against 

NR. Our search for hypothetical proteins using KEGG, CDD and the GO analysis revealed 

that many of these proteins had functional annotations in most of the databases analyzed, 

except NR (Supplemental File 1). Forty-five proteins were not associated with any 

annotation data in any of the databases used (38 had no hits, and 7 were hypothetical 

proteins). 

 We focused on the GO annotation to perform a global function analysis of the 

predicted proteome of C. cacaofunesta. Putative functions were assigned to the predicted 

mitochondrial proteome using GO and were manually grouped into 12 categories, 

according to biological process. Only the amino acid, carbohydrate and lipid metabolism 

categories were queried using specific GO IDs, GO:0006519, GO:0005975 and 

GO:0006629, respectively. The remaining 9 categories included several related GO IDs, as 

described in Supplemental File 3. The results showed that within the subset of the C. 

cacaofunesta predicted mitochondrial proteome that had been annotated using the GO 

database (64% of the total), 15.2% of the proteins were directly involved in energy 

metabolism, including parts of the oxidative phosphorylation machinery (OXPHOS), 

members of the tricarboxylic acid cycle, and pyruvate dehydrogenase (Supplemental File 

4). The largest category was “other” (27.6%), which was expected because it contained 

proteins from 26 small categories (Supplemental File 3). The second-most represented 

category in the proteome was genome maintenance and transcription, which includes 
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21.7% of all predicted mitochondrial proteins. However, the following categories were 

underrepresented: (i) response to stimulus, including responses to biotic, abiotic, 

endogenous and exogenous stimuli; and (ii) signaling, including proteins related to signal 

transduction, such as GTP-binding proteins and regulators of GTPases, which included 

5.5% and 4.0% of all predicted mitochondrial proteins, respectively (Figure 4).  At 3.0%, 

lipid metabolism was the smallest category in the C. cacaofunesta mitochondrial 

proteome. Notably, 18.7% of the total predicted proteins were assigned to the transport 

of metabolites category. This category included ATP-binding cassette (ABC) transporters, 

ion transport families, protein transporters and other metabolite transporters (Figure 4). 

 

 

 

Figure 4: Distribution of Gene Ontology (GO) categories for the predicted mitochondrial 

genes of N. crassa (light gray), S. cerevisiae (dark gray) and C. cacaofunesta (black). 
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We used the same GO categorization criteria as above to annotate the S. cerevisiae 

and N. crassa mitochondrial proteomes [35, 66] to compare their global functional profiles 

(Supplemental File 3; Figure 4). The putative functions of the C. cacaofunesta predicted 

mitochondrial proteins showed the same percentages of proteins in each GO category as 

those observed for the S. cerevisiae and N. crassa proteomes. The observation of this 

global proteome pattern in all three fungi (Figure 4) is expected, considering the 

importance and preservation of mitochondrial function [86]. The most-represented 

category was “genome maintenance”, whereas “lipid metabolism” was the least-

represented category. Some of the categories presented here, such as signaling, energy 

metabolism, lipid metabolism, protein transport and protein folding, have protein 

percentages similar to those described for the S. cerevisiae mitochondrial proteome, 

according the most recent publication on the subject, that of Schmidt et al [30]. 

 The same GO categorization was performed using the experimental proteome. For 

this purpose, the 388 proteins with potential mitochondrial localizations that had been 

identified using LC-MS/MS were subjected to a GO analysis (Supplemental File 3).  The 

results shown in Figure 5 revealed that the categories most strongly represented in the 

experimental proteome were transport of metabolites (23.9%), energy metabolism 

(20.4%) and protein metabolism (19.7%). The classifications of the experimental proteins 

reflect the C. cacaofunesta culture conditions (malt, yeast extract and agar). The fungus 

grows rapidly, which suggests an intense metabolism, including the synthesis of enzymes 

and the import of proteins and metabolites. In addition, the availability of glucose as the 
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primary carbon source likely enhanced the expression of genes involved in energy 

metabolism. Vodisch et al [87] examined the mitochondrial proteome of Aspergillus 

nidulans as a part of the global fungal proteome. They observed a clear relationship 

between the culture conditions and the enriched classes of experimentally identified 

proteins. 

 

 

 

Figure 5: Distribution of Gene Ontology (GO) categories for the C. cacaofunesta nuclear 

genes encoding the mitochondrial proteins identified using LC-MS/MS. 

 

2.6. C. cacaofunesta global proteome survey 

It is well established that mitochondrial functioning is important for the virulence 

and pathogenicity of fungi [17, 88]. Here, we demonstrated that the global proteome 

compositions of S. cerevisiae, N. crassa and C. cacaofunesta do not contain large 
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differences. However, of these three fungi, C. cacaofunesta is the only pathogenic fungus 

with putative mitochondrial functions in pathogenesis, which prompted us to perform a 

more detailed investigation of its proteome composition. Therefore, we analyzed 

predicted mitochondrial proteins of C. cacaofunesta that might play important roles in 

pathogenicity and sensitivity/resistance to fungicides, according to the literature. Figure 6 

shows the import of proteins into mitochondria and several proteins with important roles 

in the pathogenicity of fungi related to virulence (ABC transporter, aldehyde 

dehydrogenase, NAD alternative, oxidase alternative, the mitochondrial carrier FOW1, 

glutathione S-transferase and one hypoxia-related protein). 

 

Figure 6: Schematic representation of the mitochondrial proteins involved in the 

pathogenicity of C. cacaofunesta. A: Detailed representation of a hypha, including the 

nucleus and mitochondria. B: Detailed representation of the import of mitochondrial 

proteins. C: Representation of proteins important for pathogenicity and the electron 

transport chain (I, II, III, IV and V). 

 

C. cacaofunesta contains 2 genes that encode ABC transporters. These genes were 

expressed under the tested conditions with average RPKM values of 31, 140 and 1,463, 

and they were identified in the experimental proteome (Supplemental File 1). Analysis of a 

Nectria haematococca strain with a mutation in the NhABC1 transporter gene has 
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revealed that this gene is a virulence factor. Moreover, NhABC1 contributes to the Nectria 

haematococca tolerance of phytoalexin during the pathogen interaction with the host 

[89]. Furthermore, ABC transporters have been associated with fungicide resistance [90]. 

Aldehyde dehydrogenase has also been implicated in pathogenicity of fungi. An analysis of 

aldehyde dehydrogenase (ADH) expression in Clasdosporium fulvum both in vitro and in 

vivo (during interactions with tomato plants) showed that the expression of this gene was 

associated with infection and starvation conditions [91]. Interestingly, our C. cacaofunesta 

mitochondrial proteome survey (using RNA-Seq) identified 12 ADH genes with confirmed 

expression (RPKMs > 10), and 6 ADH proteins were identified in the experimental 

proteome.  

Other mitochondrial proteins reported to be involved in pathogenicity include 

alternative components of the respiratory chain and alternative NAD dehydrogenase 

(NADH) [92] and alternative oxidase (AOX) components [93]. Studies of Aspergillus niger 

using blocked alternative NADH demonstrated the role of this protein in protection 

against oxidative stress [94]. The C. cacaofunesta mitochondrial proteome contains 3 

predicted proteins whose genes presented average RPKM values > 30. One of these 

proteins was identified using LC-MS/MS (Supplemental File 1). In addition to protection 

against oxidative stress, AOX could play important roles in pathogenicity and resistance to 

fungicides [95, 96]. The predicted mitochondrial proteome also included a putative 

alternative oxidase (AOX). This protein was not identified in the experimental proteome, 

but it had detectable expression, with an RPKM value of approximately 88 (Supplemental 
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File 1). Recently, Thomazella et al [97] provided strong evidence for the involvement of 

AOX in maintaining the infective phase of the basidiomycete Moniliophthora perniciosa.  

The deletion of a Fusarium oxysporum mitochondrial carrier (FOW1) caused this 

fungus to lose its ability to infect plant tissues [98]. A putative FOW1 protein was 

identified in the C. cacaofunesta predicted mitochondrial proteome. The RNA-Seq data 

showed that the gene that encodes this protein was highly expressed (with an RPKM value 

of 536), and its product was identified in the experimental proteome (Supplemental File 

1). Because F. oxysporum is a Sordariomycete that causes wilt disease in the tomato, we 

propose that the homologous FOW1 gene in C. cacaofunesta could be a target for further 

functional studies.  

Glutathione S-transferases (GSTs) are a large family of proteins involved in cellular 

detoxification processes in the oxidative stress response [99] and resistance to fungicides 

[100]. Thuillier et al [101] suggested a link between the number of the GST-encoding 

genes in a fungus and its life cycle.  The C. cacaofunesta predicted mitochondrial 

proteome contains 4 GST proteins. The results of the RNA-Seq analysis showed varying 

average expression levels, with RPKM values of up to 150. A total of 4 GST proteins were 

identified in the C. cacaofunesta experimental proteome (Supplemental File 1). 

It has been reported that the ability of some fungi to withstand different levels of 

hypoxia is a critical virulence factor for pathogenicity [102]. Hypoxia-related genes have 

been identified as important virulence factors for Aspergillus and Candida because these 

fungi are exposed to low oxygen concentrations during infection [103-105]. Under hypoxic 

conditions, A. fumigatus increased the production of respiratory proteins to compensate 



  

34 

 

for the depletion of molecular oxygen [105]. The predicted C. cacaofunesta mitochondrial 

proteome contains a protein with a conserved hypoxia response domain. The results of 

the RNA-Seq experiments showed that the gene that encodes this protein was highly 

expressed (with an RPKM value of 589), and the protein was identified in the experimental 

proteome (Supplemental File 1).  

Of the 1,124 predicted mitochondrial proteins in C. cacaofunesta, 53% (599) were 

associated with some biological process.  The amount of data attained is notable, 

considering that this is the first study of the C. cacaofunesta mitochondrial proteome. 

Although many previous proteomics efforts have focused on evaluating mitochondrial 

functions in S. cerevisiae, 850 (19.3%) of this organism’s mitochondrial proteome are 

unknown function proteins (UFP) [30]. 

3. Conclusion 

In this study, we examined the mitochondrial genome of C. cacaofunesta, which 

comprises 15 conserved genes and 37 intronic ORFs in a single, 103,147-bp circular 

molecule, the second largest mitochondrial genome among the Sordariomycetes. This 

study is the first global mitochondrial analysis of a member of the Ceratocystis species 

complex and of a phytopathogenic fungus. We also presented an inventory of 1,124 

proteins that constitute the C. cacaofunesta mitochondrial proteome, including 52 

mitochondrial-encoded polypeptides and 1,024 predicted nuclear-encoded mitochondrial 

proteins. Moreover, an experimental mitochondrial proteome was generated using LC-

MS/MS, which identified 476 proteins, of which 304 were predicted to be mitochondrial, 

83 were conserved hypothetical proteins and 1 was unknown. More research remains 
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necessary to completely characterize the total mitochondrial proteome of C. 

cacaofunesta, but the dataset generated in this work should increase our understanding 

of this organelle and provide a guideline for studies of C. cacaofunesta and other 

pathogenic fungi of the Ceratocystis complex. 

 

4. Materials and Methods 

4.1 Biological material and nucleic acid isolation 

Dr. Tomas Harrington, from the Iowa State University Department of Plant 

Pathology, generously donated Ceratocystis cacaofunesta strain C1593. This strain was 

isolated in 1999 from infected cacao trees located on a farm in the district of Uruçuca, 

Bahia, Brazil.  In our laboratory, C. cacaofunesta cultures were maintained on 2% malt, 

yeast extract and agar (MYEA) plates inside a BOD chamber at 28 °C. For liquid cultures, 20 

to 30 agar blocks (1 mm2) removed from the solid cultures were inoculated into flasks 

containing 100 mL of malt media and were cultivated at 28 °C for 7 days, under constant 

agitation at 150 rpm. 

The mycelia were separated from the media using filtration, were washed twice 

with sterile distilled water and were frozen with liquid nitrogen. The samples were ground 

to a fine powder in a mortar and were processed for DNA isolation as previously described 

*106+. The RNA isolation was performed using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, 

CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. All the isolated genetic materials were 

qualitatively analyzed with denaturing formaldehyde/agarose gel electrophoresis and were 

quantified using a NanoDropTM 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific). 
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4.2 Genome sequencing and assembly 

 The C. cacaofunesta mitochondrial genome was sequenced as part of the C. 

cacaofunesta Genome Project (www.lge.ibi.unicamp.br/Ceratocystis). The DNA was 

sequenced on a Genome Analyzer IIx platform (Illumina) at the University of North 

Carolina-Chapel Hill High-Throughput Sequencing Facility. The whole-genome shotgun 

strategy was used to produce 76-bp paired-end reads (400-bp insert size) and 36-bp mate-

pair reads (3-Kb insert size). 

The paired-end reads were assembled into longer scaffolds using de novo 

assembler VELVET 1.0.12 software *107+ with a k-mer parameter of 69, which maximizes 

the length of the mitochondrial DNA (mtDNA) contig. The mtDNA was identified through 

comparisons with C. cacaofunesta scaffolds and Gibberella zeae mtDNA (NC_009493), 

resulting in the identification of a single mtDNA contig. To verify the topology of the 

mtDNA, we used the paired-end and mate-pair reads that had been aligned with the 

mtDNA using the SOAP2 aligner *108+. The reads that mapped to the borders of the contig 

were located at an expected distance from their respective pairs. 

The complete mtDNA sequence was deposited into the GenBank database and is 

available under the accession number JX185564. 

4.3 mtDNA annotation 

 BLAST searches were used to identify known conserved coding genes and intronic 

ORFs *109+ as well as tRNAs *110+ in the C. cacaofunesta mtDNA. Genes that encode both 

rRNA subunits (small and large) were identified through comparisons with Gibberella zeae 

http://www.lge.ibi.unicamp.br/ceratocystis
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homologous sequences. The putative ORFs of the C. cacaofunesta mitochondrial genome 

were annotated manually.   

4.4 mtDNA GC content, GC skew and codon usage 

 The GC content, local GC content and cumulative GC skew of the C. cacaofunesta 

mtDNA were calculated using customized Perl scripts (available upon request). For the 

local GC content and cumulative GC skew, a sliding window of over 5,000 bp with a 500-bp 

range was used. The codon usage was determined with the CodonW program *111+.  

4.5 Predicted Mitochondrial Proteome  

The putative genes encoding NMPs were identified using two strategies: ab initio 

prediction and sequence comparison. For the ab initio prediction, the SignalP 3.0 software 

[112] was used to analyze all the predicted nuclear proteins to identify those with a low 

probability (≤ 50%) of containing a signal peptide. Using the SignalP results as the input, 

the WoLF PSORT [71] and TargetP [70] programs were used to classify putative 

mitochondrial proteins. In the TargetP output, only the proteins identified with highly 

probability as encoding mitochondrial genes (mTP ≥ 50% and other ≤ 50%) were 

considered. The proteins identified by both programs (TargetP and WoLF PSORT) 

constituted the final ab initio protein dataset. In order to identify proteins using the 

sequence comparison approach, we built a database containing 1,583 mitochondrial 

proteins (Supplemental File 1); 741 proteins were from Saccharomyces cerevisiae [66], 

and 842 were from Neurospora crassa [35]. After the nuclear proteins were compared 

against this database using BLASTp (with an e-value cutoff of 1e-5), the comparative 

protein dataset was obtained from the BLAST results by applying query coverage (≥70%) 
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and similarity (≥70%) filters. The ab initio and comparative protein datasets were 

combined to generate the final NMP dataset.  

The sequences of the nuclear-encoded mitochondrial proteins from C. 

cacaofunesta are provided in Supplemental File 6. 

The automatic annotation of the NMPs was performed using the NR/NCBI, KEGG 

[82], CDD/Pfam and UniRef90 databases (BLASTp with an e-value cutoff of 1e-5) (Bateman 

et al., 2002). The AutoFACT program [84] was used to perform the functional annotation, 

and the Blast2GO program [85] was used to perform the gene ontology classification 

(BLASTp with an e-value cutoff of 1e-5 on Generic GO Slim; the first 50 hits were 

considered). The proteins with identified biological functions according to GO Slim were 

manually grouped into 12 classes (amino acid metabolism, carbohydrate metabolism, cell 

organization, energy metabolism, genome maintenance and transcription, lipid 

metabolism, protein metabolism, protein transport and folding, response to stimulus, 

signaling, transport of metabolites and other). The proteins that were classified into more 

than one category were considered as members of both categories, except the proteins 

that were classified as both “other” and another category; these were excluded from the 

“other” category and remained in the specific category. Thus, the “other” category 

includes proteins of known function that were not included in any category described 

above. The GO Slim biological processes clustered in each category are shown in 

Supplemental File 5. Similar analyses were performed for the S. cerevisiae and N. crassa 

mitochondrial proteomes to compare them with the C. cacaofunesta data.  
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4.6 Transcriptome analysis 

The expression levels of all the predicted NMPs were verified by analyzing two 

RNA-Seq libraries. The SOAP2 aligner *108+ was used to align the RNA-Seq reads from 

mycelia grown in vitro with predicted genes that encode nuclear-encoded mitochondrial 

proteins. The program was configured to allow up to two mismatches, to discard 

sequences containing “N”s and to return all optimal alignments. The expression level of 

each gene was estimated as an RPKM (reads per kilobase of exon per million reads 

mapped) value *113+.  

4.7 Mitochondrial isolation and Proteomic assays   

4.7.1 Mitochondrial isolation 

 The mitochondrial isolation was performed according to the protocol described by 

Sorensen et al [114], with minor modifications. C. cacaofunesta was cultured for seven 

days in standard MYEA growth medium. Subsequently, the fungal mycelia were washed in 

cold water and homogenized using a bead beater in cold extraction buffer containing 330 

mM sucrose, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1% PVP, 0.1% BSA and 0.3 mM PMSF (pH 7.5). 

The homogenates were filtered and centrifuged at 1,500 g for 15 min to remove the 

cellular debris. The resulting supernatants were centrifuged at 15,500 g for 20 min. The 

samples were rinsed twice in wash buffer (330 mM sucrose, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 

pH 7.2), and the final mitochondrial preparation was used to perform the proteomic 

assays.  
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4.7.2 Identification of proteins with LC-MS/MS 

Enzymatic in-gel digestion for mass spectrometry analysis 

A total of 20 µg of the concentrated mitochondrial proteome was obtained as 

described in Section 5.7.1 and was separated using one-dimensional SDS-PAGE 

electrophoresis. Nineteen bands were excised from the gel and subjected to in-gel trypsin 

digestion as previously described [115], with modifications. 

The resulting peptide solution was dried in a SpeedVac concentrator and 

resuspended in 100 μL of 0.1% formic acid. An aliquot of 4.5 μL was separated using C18 

(75 μm × 100 mm) RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters) coupled with a Q-Tof Ultima mass 

spectrometer (Waters) with a nano-electrospray source at a flow rate of 600 nL/min. The 

gradient was 2-90% acetonitrile in 0.1% formic acid over 45 min. The instrument was 

operated in the “top three” mode, in which one MS spectrum was acquired, followed by 

an MS/MS analysis of the top three most-intense peaks detected [116].  

The spectra were acquired using MassLynx v.4.1 software, and the raw data files 

were converted to a peak list format (mgf) using the Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 

software (Matrix Science Ltd.) without summing the scans, which allowed a label-free 

analysis. The files were then searched against the Ceratocystis cacaofunesta database 

(7,321 entries – 7,269 nuclear proteins and 52 mitochondrial proteins ) using Mascot 

engine v.2.3.01 (Matrix Science Ltd.), with carbamidomethylation as a fixed modification, 

methionine oxidation as a variable modification, one trypsin lacking cleavage and a 

tolerance of 0.1 Da for both precursor and fragment ions. For the protein quantitation, the 

.dat files from the Mascot output were analyzed using Scaffold Q+ (version 3_00_03, 
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Proteome Software), and quantitative values (normalized spectral counts) were obtained 

[117, 118]. For the endogenous peptide identification, methionine oxidation was set as a 

variable modification, with a tolerance of 0.1 Da for both precursor and fragment ions. 

Only peptides with a minimum of five amino acid residues and significant (p<0.05) 

Mascot-based scores were considered in the results. 
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Abstract 
 
The witches' broom is a cacao (Theobroma cacao L.) disease caused by Moniliophthora 

pernicious fungus and its characteristic symptoms are hyperplasia and hypertrophy of the 

cells giving rise to abnormal tissue called broom. This phenomenon may be due to 

hormone imbalance, especially gibberellins, which is involved in growth regulation and 

plants development, including seeds germination, stem growth, induction of flowering 

and fruit ripening. The gibberellic acid is also produced by fungi and in the case of 

pathogens causing hypertrophic tissue. Analyses of M. perniciousa genome data suggest 

that the fungus could be able to produce gibberellin. If this hypothesis is experimentally 

confirmed, would explain much of the events that happen during biotrophic phase of the 

interaction M. perniciosa-T. cacao. Thus, this work showed the importance of this 

hormone in disease progression, as well as relation of gibberellin metabolism in the plant 

during the interaction. We also characterized the possible pathway of gibberellin synthesis 

in M. perniciosa and evaluation of gene expression during interaction with T. cacao. 
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Resumo 

 
A vassoura-de-bruxa é uma doença do cacaueiro (Theobroma cacao L.) causa pelo 

fungo Moniliophthora perniciosa e tem como sintomas característicos a hiperplasia e 

hipertrofia das células dando lugar aos tecidos anômalos chamados de vassoura. Esse 

fenômeno pode ser consequência de desbalanço hormonal, em especial de giberelinas, 

que é um hormônio que está envolvido na regulação do crescimento e desenvolvimento 

da planta, incluindo germinação de sementes, crescimento do caule, indução de floração e 

maturação de frutos. A giberelina também é produzida por alguns fungos e no caso dos 

patogênicos causam superalongamento dos tecidos. Análises dos dados do genoma de M. 

perniciosa sugerem que o fungo poderia estar produzindo giberelina. Se esta hipótese for 

comprovada experimentalmente, explicaria muito dos eventos que acontecem durante a 

interação M. perniciosa-cacaueiro na fase biotrófica do fungo. Assim sendo, este trabalho 

demosntrou a importancia desse hormônio na progressão da doença, assim como a 

aiteração do metabolismo de giberelina na planta durante a interação. Também foi 

caracterizada a possivel via de síntese de giberelina em M. perniciosa e avaliação de 

expressão gênica durante a interação com T. cacao.  
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1. Introdução 
O cacaueiro (Theobroma cacao L., Sterculeaceae) é uma planta nativa da 

Amazônia. Foi trazida para o estado da Bahia em 1746, para o município de Canavieiras 

[1], e desde então a área de cultivo foi aumentando, chegando a produzir no final da 

década de 80 cerca de 85% da produção nacional de cacau, o que equivalia a 15% de toda 

produção mundial [2]. 

Em 1989, foi detectada pela primeira vez a doença vassoura-de-bruxa no estado da 

Bahia, que tem como agente causal um fungo basideomiceto, que inicialmente foi 

classificado no gênero Marasmius [3], reclassificado por [4] para Crinipellis perniciosa e 

recentemente, a partir de estudos morfológicos e moleculares, [5] inseriram o biótipo “C” 

(patogênico para o cacaueiro) no gênero Moniliophthora, pertencente à família 

Tricholomataceae e à ordem Agaricales.  

A doença vassoura-de-bruxa é encontrada no Panamá, Trinidad e Tobago, e na 

América Sul [6]. No Brasil, esta doença alastrou-se consideravelmente na Bahia 

ocasionando queda na produção e ameaçando a competitividade da cacauicultura 

nacional. A queda do preço do cacau, associada às condições climáticas altamente 

propícias à disseminação do fungo, dificultou a exploração desse produto o qual foi 

abandonado em muitas fazendas da região [7]. Em menos de uma década a doença levou 

o Brasil de exportador a importador de cacau, constituindo talvez um dos maiores 

problemas fitopatológicos do Brasil com implicações sociais, econômicas e ecológicas para 

toda a região produtora de cacau do estado [8].  

Com essa situação o Governo tentou atuar no setor e alocou consideráveis somas 

de recursos para resolver o problema. Entretanto, não havia o conhecimento necessário 

para pautar as ações governamentais e os pacotes técnicos que foram preconizados para 

os agricultores, em grande parte adaptados de outras partes do mundo, se mostraram 

catastróficos. Muitas estratégias foram tentadas na esperança do controle da doença, 

como por exemplo, a redução de copa para facilitar a remoção de ramos infectados. 

Entretanto, essa poda drástica acabou por gerar um forte brotamento, prejudicando ainda 

mais as plantações já que os esporos penetram exatamente por zonas em crescimento. 
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Essa prática levou a um alastramento da epidemia, com redução ainda maior de produção 

e o endividamento dos cacauicultores. 

Também foram tentadas outras estratégias como o emprego do cobre nos frutos 

em desenvolvimento [9] e a aplicação de novos fungicidas, como o triazol e o tebuconazol 

[10], como também o controle biológico, porém estas estratégias não alcançaram 

resultados satisfatórios. A primeira por ser bastante onerosa porque depende dos preços 

dos fungicidas que sofrem um aumento contínuo, enquanto que os retornos gerados pelo 

cultivo do cacau não acompanham tal incremento [11]; e a segunda por ter sido tentada 

com a utilização do fungo Trichoderma sp como antagonista de M. perniciosa [9, 12], mas 

este atua somente numa fase tardia da doença, se mostrando pouco eficiente. Uma 

abordagem aparentemente mais promissora é do plantio de clones resistentes e do 

melhoramento genético para piramidizar genes de resistência [13]. Trata-se, entretanto, 

de programas de longa duração, que estariam expostos a constantes quebras de 

resistência por novas variações do fungo, principalmente por este apresentar em seu 

genoma uma grande porcentagem de transposons [14]. Portanto, dificilmente haverá uma 

solução para o problema baseado em uma estratégia única e sem o conhecimento 

aprofundado do problema.  

Devido à importância da cacauicultura para o Brasil, à complexidade da doença 

vassoura-de-bruxa e à falta de métodos de controle eficientes, o grupo do Laboratório de 

Genômica e Expressão, do Departamento de Genética e Evolução, da Universidade 

Estadual de Campinas, começaram no ano 2001 o projeto genoma da vassoura-de-bruxa 

(www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura). O objetivo do projeto era compreender as bases 

moleculares envolvidas na progressão da doença na busca de soluções práticas para o seu 

controle. Até 2003 o projeto gerou 75 milhões de pares de bases e 11.000 ESTs, 

representando aproximadamente uma cobertura de duas vezes e meia o tamanho 

estimado do genoma do fungo [15], e em setembro de 2007 foram geradas mais 250 

milhões de pares de bases através de pirosequenciamento tendo agora uma cobertura de 

aproximadamente 5 vezes o genoma (aproximadamente 215 milhões de bases) e no 

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


  

60 

 

segundo semestre de 2008 foram geradas sequências por Solexa equivalente a 43 vezes a 

cobertura do genoma somando um total de 1849 milhões de bases.  

Desde o inicio do projeto genoma já foram obtidos grandes avanços referentes ao 

entendimento da biologia do fungo com a identificação e caracterização de famílias de 

genes que codificam proteínas de necrose que afetam folhas de cacau e tabaco [16, 17]. O 

draft do genoma de M. perniciosa foi recentemente publicado sugerindo várias hipóteses 

sobre prováveis mecanismos que podem estar envolvidos na colonização do fungo e de 

desenvolvimento da doença [14]. Análises do genoma e testes fisiológicos mostraram que 

o fungo tem capacidade de produzir oxalato de cálcio, que aparentemente é acumulado 

na planta infectada durante a progressão da doença [18].  

 

Agente causal da vassoura-de-bruxa 

 O fungo Moniliophthora perniciosa é membro da tribo Marasmiae, família 

Tricholomataceae, que corresponde à maior família em número de espécies da ordem 

Agaricales do filo Basidiomycota. Este fungo é fitopatógeno de plantas das famílias 

Malvaceae, Sterculiaceae, Solanaceae [19] e Bixaceae [20], além de poder colonizar 

secundariamente uma variedade de substratos saprofíticos [21].  

O principal impacto econômico deste patógeno é na infecção da planta Theobroma 

cacao. Os basidiósporos de M. perniciosa infectam os tecidos meristemáticos do 

cacaueiro, tais como gemas vegetativas, frutos, brotos e almofadas florais [13, 22-24]. A 

penetração do basidiósporo se dá por meio de estômatos, ferimentos ou diretamente 

pela epiderme sem formação de haustórios [25], e germinam formando um micélio 

primário. Neste estágio da doença o patógeno apresenta-se na forma monocariótica, 

crescendo intercelularmente, comportando-se como biotrófico [26]. O desenvolvimento 

do patógeno causa uma desordem fisiológica no hospedeiro, interferindo no balanço 

hormonal, resultando em hipertrofia, hiperplasia das células e no desenvolvimento de 

frutos partenocárpicos. Nos ramos, a hipertrofia é acompanhada de brotação intensa das 

gemas laterais e malformação das folhas dando um aspecto de vassoura. Nessa fase 

também ocorre a depleção de grão de amido da planta [18]. Além disso, é nessa fase que 
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o tecido infectado é denominado de vassoura verde e permanece assim por alguns dias. 

Nas gemas dormentes a infecção torna-se latente, assumindo o aspecto de pequenos 

pontos necróticos que entram em atividade quando a planta reinicia a brotação [12]. 

Entre 2 e 9 semanas após a infecção ocorre a fusão de hifas, gerando um micélio 

dicariótico (secundário), reconhecível ao microscópio pela formação dos grampos de 

conexão. Esta fase é a saprofítica, em que o tecido do hospedeiro torna-se necrosado [27, 

28]. O aspecto do ramo infectado pelo fungo apresenta semelhança com a forma de uma 

vassoura, surgindo assim o nome popular de vassoura-de-bruxa ou vassoura seca [28]. 

Esta fase é caracterizada, principalmente, pela intensa necrose dos ramos. Trabalhos 

realizados com com expressão heteróloga de proteìnas do fungo (proteínas NEP) 

mostraram atividades intensas de necrose, tanto em cacau quanto em tabaco [16, 17]. A 

fase de vassoura-seca pode permanecer por longos períodos ou, até mesmo, por alguns 

anos. 

Periodicamente, sob condições ambientais favoráveis de luminosidade e de 

períodos intermitentes de umidade e secas, o micélio secundário sofre uma morfogênese 

complexa para formar os corpos de frutificação (basidiocarpos) [29]. Dos basidiocarpos 

emergem os basídios, os quais carregam os basidiósporos que quando liberados podem 

infectar novos ramos, fechando assim um ciclo de vida do fungo (Figura 1). É importante 

destacar que a produção dos basidiósporos é altamente dependente das condições 

climáticas da região onde o fungo vive, sendo o sul do Estado da Bahia altamente 

favorável para isso, durante todo o ano [7].  
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As auxinas (ácido indol-3-acético) são responsáveis pela regulação de processos 

fisiológicos como elongação do talo, dominância apical, iniciação do desenvolvimento das 

raízes, frutos e meristemas, indução de raízes adventícias, promoção da atividade cambial 

e orientação do crescimento da planta. Já em relação à interação com fitopatógenos, as 

auxinas, podem promover virulência com biotróficos [32]. 

 As giberelinas regulam o alongamento do caule, germinação de sementes e 

iniciação floral [38]. As giberelinas também podem estar relacionadas com indução da 

resistência de plantas à patógenos biotróficos e susceptibilidade a necrotróficos. Segundo 

Grant [32] a giberelina pode atuar na indução de resistência a biotróficos através da 

desestabilização de proteínas DELLA, aumentando a sinalização de ácido salicílico e 

reduzindo e adiando a expressão de genes induzidos por ácido jasmônico e etileno. Testes 

com mutantes de Arabidopsis com perda de função de 4 dos 5 genes de DELLA exibem um 

aumento da resistência a Pseudomonas syringae e consequentemente a susceptibilidade a 

necrotróficos foi aumentada. Entretanto o pretratamento com giberelinas aumenta a 

susceptibilidade a P. synringae, sugerindo que GA pode atuar na sinalização de outros 

hormônios pela desestabilização de DELLAs [39]. 

As citocininas são responsáveis por induzir divisão celular e atraso na senescência 

foliar. O etileno é um hormônio gasoso que regula vários processos fisiológicos, desde 

germinação de sementes até senescência de órgãos, além de estar envolvido em reações 

a estresses abióticos e bióticos, principalmente na resistência a patógenos necrotróficos. 

O ácido abscísico (ABA) tem papel de regulador primário da iniciação e manutenção das 

sementes e da dominância dos brotos, além de ter ação de resposta a estresses, em 

particular o estresse hídrico [38]. Trabalhos recentes vêm relacionando esse hormônio 

com defesa e resistência da planta a patógenos. O ABA pode atuar na via de sinalização 

promovendo virulência ou resistência a bitróficos através da estabilização de DELLAs [32]. 

Estas observações sugerem que o estudo das alterações nos níveis e metabolismo dos 

fitohormônios durante a interação planta-patógeno, é um ponto chave para a melhor 

compreensão do desenvolvimento da doença.  
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Produção de giberelina por fungos fitopatogênicos 

 Giberelina (GA) foi originalmente isolada de metabólitos secundários do fungo 

Gibberella fujikuroi, causador da doença “planta boba” no arroz, na qual se observou que 

essa substância promovia o alongamento da haste da planta. Hoje a giberelina, é 

reconhecida como um hormônio vegetal, caracterizado quimicamente como um grupo de 

ácidos diterpenóides que está envolvido na regulação do crescimento e desenvolvimento 

da planta, incluindo germinação de sementes, crescimento do caule, indução de floração e 

maturação de frutos [40].  

Estudos sobre o efeito da giberelina no ciclo celular de plantas demonstraram que 

este hormônio ativa a divisão celular por induzir a transição da fase G1 para a fase S, 

através da indução da expressão de genes que codificam várias proteínas quinases 

dependentes de ciclinas (CDKs). A transcrição desses genes - primeiro regula a transição 

da fase G1 para a fase S, e depois regulam a transição da G2 para a fase M - induzindo 

assim a divisão das células meristemáticas [38]. A giberelina também induz a elongação de 

tecidos intactos da planta por acelerar processos bioquímicos que afrouxam a parede 

celular e que são mediados por proteínas apoplásticas tais como expansinas [41]. GAs 

regulam a expressão desses genes por atuarem na degradação da proteína DELLA, que é 

um regulador nuclear de transcrição. GAs ativas se ligam ao efetor alosterico do receptor 

de giberelina, que se liga a ubiquitina ligase, que atuará na proteína DELLA, o resultado da 

ubiquitinação é a degradação da DELLA pela 26S protease, liberando, assim, fatores de 

transcrição responsáveis pela expressão [42] (Figura 3). 
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intermediários glicolíticos [37]. Posteriormente, o geranilgeranildifosfato é transformado a 

ent-kaureno – primeiro intermediário específico da via de síntese de giberelinas. Em 

plantas essa conversão é catalisada por duas enzimas (copalil disfosfato sintase e caureno 

sintase) enquanto em fungos essas duas funções aparecem fusionadas em uma única 

enzima bifuncional (copalil disfosfato sintase/caureno sintase). O ent-kaureno sofre uma 

serie de reações de reduções catalisadas por monoxigenases citocromos P450 até obter 

giberelina. 136 GAs vêm sendo identificadas em plantas, fungos e bactérias, mas somente 

4 são descritas por ter atividade em plantas (GA1, GA3, GA4 e GA7) [49]. São 

denominadas GAx, no qual x representa a ordem da descoberta [38]. As giberelinas 

produzidas por plantas e por patógenos são similares tanto quimicamente quanto nos 

efeitos sobre a fisiologia da planta. 

A rota de síntese de giberelina nos fungos é bastante semelhante à das plantas, 

apresentando diferenças somente nos últimos passos, quando são inseridos os grupos 

hidroxilas. Em fungos, GA12-aldeído é 3ß-hidroxilado para GA14-aldeído, enquanto que na 

planta GA12-aldeído é convertido em GA12, que depois é 13-hidroxilado para GA53. Em 

fungos a 13-hidroxilação acontece somente no passo final de conversão de GA3 para GA7, 

enquanto que na planta o passo final é de 3ß-hidroxilação de GA9 e GA20 para GA4 e GA1, 

respectivamente [37].  

A principal via regulatória da biossíntese de GA em fungos é repressão da síntese 

por altas concentrações de nitrogênio [50]. Estudos mostraram que o nível de expressão 

de seis dos sete genes de G. fujikuroi envolvidos na síntese de GA diminui drasticamente 

na presença de grandes quantidades de compostos nitrogenados como glutamina, 

glutamato, amônia, asparagina e nitrato; enquanto são ativados pela transcrição de AREA 

e condições de limitação de nitrogênio [51].  

 

Projeto genoma da vassoura-de-bruxa: uma revisão dos principais resultados 

Análise das sequências geradas pelo projeto genoma tem direcionado um conjunto 

de trabalhos com o intuito de interpretar esses dados e fornecer informações técnicas 
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[52], biológicas [15, 53, 54], bioquímicas [16, 17, 31, 55] e citológicas [53] que facilitem o 

conhecimento sobre a biologia do fungo e a sua interação com o cacaueiro. 

Entre os anos de 2000 e 2007, foi gerado um draft genômico com cobertura de 

aproximadamente 1,9 vezes o tamanho do genoma do fungo, estimado em 37,5 Mb. A 

análise desse draft, publicada no fim de 2008 [14], revelou a presença de 14072 genes 

preditos, resultando em uma densidade gênica de 0.36 ± 0.05 gene/Kbp, número que está 

de acordo com a densidade gênica descrita como comum para fungos filamentosos [15].  

A análise dos genes preditos indica que M. perniciosa possui uma grande 

capacidade de detoxificação. Aproximadamente 1,15% dos genes preditos correspondem 

às enzimas da família das citocromo P450 monooxigenases, as quais estão relacionadas à 

oxidação e hidrólise de vários compostos [56]. Esse alto número de citocromo P450 

monooxigenases é comumente encontrado em fungos hemibiotróficos e necrotróficos 

[57], podendo estar relacionados à detoxificação do ambiente durante a infecção do 

hospedeiro; além disso, podem estar ligados à síntese de metabólitos secundários, como 

toxinas e hormônios. Adicionalmente, M. perniciosa possui várias enzimas relacionadas à 

degradação de peróxido de hidrogênio, como catalases, superóxido dismutases e 

perixodases. Durante a interação planta-patógeno, é comum que as plantas produzam 

grandes quantidades de espécies reativas de oxigênio (ROS) no intuito de conter o avanço 

da infecção [58]; dessa forma, tais enzimas produzidas pelo fungo poderiam estar o 

protegendo dos ROS.  

Como já citado anteriormente, a presença do fungo gera um desbalanço hormonal 

na planta infectada. Uma questão sempre discutida em nosso grupo se trata da origem 

desse desbalanço: a presença do fungo estaria modificando a produção hormonal da 

planta e/ou o fungo seria capaz de produzir hormônios vegetais? A análise do genoma 

indica que M. perniciosa pode ter a capacidade de sintetizar hormônios vegetais.  Foi 

detectado um gene com similaridade ao gene que codifica a enzima bifuncional copalil 

difosfato sintase-ent-kaureno sintase (CPS-KS), específica da via de síntese de giberelinas 

em fungos [59], assim como giberelina desaturases e oxidases. A presença de genes com 

similaridade a nitrilases, as quais catalisam a produção de acido indol-acético, a auxina 
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mais abundante na natureza, sugere a possibilidade de o fungo também estar produzindo 

este hormônio, o qual já foi detectado em basidiocarpos do fungo [60]. A produção de 

giberelina e auxina pelo fungo poderia estar relacionada à produção de frutos 

partenocárpicos e à hiperplasia dos tecidos, ambos sendo sintomas clássicos da vassoura-

de-bruxa [61].  

M. perniciosa possui em seu genoma uma oxidase alternativa (AOX) tolerante a 

oxido nítrico (NO). O NO é uma molécula liberada por plantas como mecanismo de defesa 

contra patógenos, visto que ela é capaz de bloquear a cadeia respiratória [62]. Oxidases 

Alternativas são capazes de realizar o transporte de elétrons em situações em que a via 

principal encontra-se inibida. Além disso, já foi demostrado que a AOX desempenha papel 

importante no desenvolvimento da fase biotrófica de M. perniciosa, como também 

participa da regulação da transição para a fase necrotrófica [54].   A presença da AOX 

poderia explicar a ineficácia do uso de fungicidas a base de inibidores da cadeia 

respiratória principal específicos para fungos no controle da vassoura-de-bruxa [54]. 

Lana e colaboradores [63], isolaram 33 linhagens de M. perniciosa de plantas com 

vassoura e 2 a partir de ramos saudáveis obtidos de plantas resistentes e assintomáticas. 

O grupo analisou as 35 linhagens quanto à produção de enzimas extracelular como 

lipases, pectninases, amilase, exo e endoglucanases, além de fazer uma análise genotípica 

por RAPD e mostraram que há a distinção de oito grupos, mas que não há a distinção 

entre grupos de linhagens patogênicas de grupos de linhagens endofíticas, mas pela 

primeira vez reportaram a colonização assintomática de tecidos de cacau pelo fungo M. 

perniciosa.   

Giberelina na vassoura-de-bruxa 

O aumento de níveis de giberelina em plantas infectadas com vassoura-de-bruxa 

efetivamente explicaria muito dos sintomas verificados no desenvolvimento desta 

doença: germinação de sementes dentro de frutos infectados; elongação e expansão 

celular por ativar enzimas xiloglucano endotransglicosilases (XET) relacionadas com o 

afrouxamento da parede celular. Scarpari e colaboradores [31] observaram um aumento 

significativo nas concentrações de açúcares quando comparadas plantas infectadas com 
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M. perniciosa com plantas não infectadas antes mesmo do aparecimento dos sintomas da 

doença. Em um trabalho publicado por pesquisadores do nosso laboratório foi descrito 

que em tecidos de cacau infectados na fase de vassoura verde acontece a depleção dos 

grãos de amido em comparação com os tecidos sadios (dados não publicados). Outra 

observação interessante é que em muitas plantas a giberelina leva a uma inibição do 

florescimento, fenômeno efetivamente verificado em plantas infectadas, e talvez a maior 

causa da quebra da produção. É curioso notar que tem sido conseguida a indução do 

florescimento do cacau a partir do uso de inibidores de giberelina, como o paclobutrazol 

(M.W.Muller), reforçando essa possibilidade. 

É observado que a adição de uréia a plantas de cacau tem o potencial de reduzir de 

forma significativa à infecção por M. perniciosa. O fato que a via regulatória principal da 

biossíntese de giberelina em fungos, que consiste numa supressão da produção desse 

hormônio por altas concentrações de nitrogênio no meio de cultura [64], pode sugerir 

uma eventual relação entre a resistência de plantas com alto teor de nitrogênio à infecção 

por M. perniciosa e a diminuição dos níveis de giberelina nessas plantas.  

2. Objetivos  
 Considerando as evidências acima, formou-se a seguinte hipótese de trabalho: "O 

fungo M. perniciosa causa um desbalanço de giberelina na planta causando o 

desenvolvimento dos sintomas. E este desbalanço pode ser causado pela alteração das 

vias do metabolismo de giberelinas da planta ou pela produção de giberelina pelo 

próprio fungo”.  

 A partir desta hipótese foi proposto como objetivo geral a avaliação das alterações 

no metabolismo de giberelinas durante o desenvolvimento da doença vassoura-de-bruxa, 

o qual foi estudado em dois objetivos específicos: 

 

1. Avaliar a produção de giberelinas na planta: 

      - Caracterização das vias de síntese, inativação e sinalização de giberelina em cacau; 

      - Análise de expressão gênica em plântulas infectadas e não infectadas; 

      - Quantificação de giberelinas em plantulas tratadas com nitrogênio.  
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2.  Avaliar a produção de giberelinas pelo fungo: 

      - Caracterização da via de síntese; 

      - Análise de expressão gênica; 

      - Detecção do hormônio em sobrenadantes do fungo. 

3. Materiais e métodos 
3.1 Avaliação do feito da giberelina em de plântulas 

 Plântulas de cacau de aproximadamente 2 meses de idades foram tratadas com  

hormônios (GA3 e ácido abscísico – que é descrito muitas vezes como um regulador 

negativo da giberelina) e o inibidor de síntese de giberelina (paclobutrazol) para avaliação 

do efeitos destes em comparação aos controles sadios e infectados com M. perniciosa.  

 As plântulas após a queda dos cotilédones, e tendo o mesristema apical ativo, 

apresentando lançamentos de aproximadamente 1 cm de comprimento, foram colocadas 

em situação de câmara úmida por 48 horas, metade das plântulas, neste momento, foi 

tratada com paclobutrazol (100 mg/planta) aplicado na terra. Após as 48 horas na câmara 

úmidas as plântulas foram submetidas aos tratamentos com hormônios (GA3 100µM, ABA 

50µM e GA3/ABA nas mesmas concentrações). Os hormônios foram aplicados de duas 

formas diferentes em plântulas distintas: dissolvidas alcool (metanol-ABA e etanol-GA3) e 

diluídas em lanolina. Depois da aplicação dos hormônios as plântulas continuaram em 

câmara úmida por 24 horas. Os tratamentos foram feitos para plântulas tratadas e não 

tratadas com o inibidor de giberelina. Os controles utilizados foram metanol (solvente do 

ABA), etanol (solvente de GA3), água e plântulas infectadas. 

 

3.2 Linhagens de M. perniciosa e meios de cultura 

A avaliação da produção de giberelina pelo fungo foi feita com amostras de 

esporos linhagem FA553 [17], derivada da CP02 [15] que foi utilizada para 

sequenciamento do genoma em solução de coleta (0,01M MES; 0,01 % twin 20; pH 6,1), 

fungo cultivado em meio para a fase biotrophic-like (condições ex planta que permitem 

manter o micélio com características biotróficas - extrato de levedura 5g/l; K2HPO4 2,5 
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g/l; cafeína 5µg/ml; trace elements 1 ml/l; glicose 2%) e em meio para a fase necrotrófica  

(extrato de malte 0,2%; extrato de levedura 0,05%; glicerol 5%) [53]. 

 Para extração de DNA o fungo foi crescido em meio de cultura para fase 

necrotrófica (extrato de malte 0,2%; extrato de levedura 0,05%; glicerol 5%) [53]. 

Os meios utilizados para avaliação da produção de giberelinas pelo fungo foram o 

extrato de malte (0,2% extrato de malte; 0,05% extrato de levedura; 5% glicerol [53]), 

meio mínimo otimizado para produção de giberelina por fungos ( 3 g/L NaNO3, 0,5g/L KCl, 

0,5g/L MgSO4.7H2O, 1g/L KH2PO4, 1ml/L trace elements, 10 g/L D-glucose) e OPM (15g/L 

corn steeps solids; 1g/L KH2PO4; 1g/L (NH4)2SO4; 50g/L de óleo de girassol) nos quais 

foram incubados a 28°C e 180 rpm. 

 

3.3 Identificação e análise das sequências dos genes GA4 desaturase, GGPP e CPS-KS. 

A identificação em M. perniciosa dos possíveis genes envolvidos na biossíntese de 

giberelina em fungos foi feita utilizando algoritmos de alinhamento de sequências (tblastn 

e tblastx) com as sequencias de referência dos genes de G. fujikuroi no genoma de M. 

perniciosa.  

 

3.4 Análise funcional dos genes 

Para avaliação funcional de CPS-KS de M. perniciosa foram feitos testes de 

complementação em mutante de Gibberella fujikuroi na Universidade de Munster, 

Alemanha. A sequência do gene CPS/KS clonado no plasmídeo pUCH2-8 natI para 

transformação do mutante de G. fujikuroi segundo o protocolo de Malonek e 

colaboradores (2005). O pUCH2-8 natI possui o gene de resistência a nourseotricia de A. 

nidulans (natI) e o promotor do gene glutamina sintetase de G. fujikuroi (Figura 4).  O 

transformante foi então testado quanto a complementação como descrito por Malonek e 

colaboradores [65]. 
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Figura 4: Mapa do plasmídeo pUCH2-8 natI utilizado para transformação de mutantes de G. 

fujikuroi. 

 

Para amplificação do gene MpCPS/KS o sitio de SalI, que é encontrado a partir do 

nucleotídeo 60, foi retirado pela modificação sinônima de uma base no primer foward 

(tabela 1).  

 

Tabela 1: Primers utilizados para clonagem no plasmídeo pUCH2-8 natI. Sublinhado estão os 

sítios das enzimas e em vermelho a modificação do nucleotídeo (G). 
Primers Sequência 

CPS-KS_SalI/F AAGTCGACATGGCTACCCACGATGACGCCAACATTTTTTTAAAACGACTGGTAGACACCTACAACACGTCTACTCACG 

CPS-KS_ApaI/R AAGGGCCCCTGACCGGAAATTTACTACAGCGTAGCCTTGGTAAAGTACCCAGCAAGTTCATCCG 

 

3.5 Caracterização das vias de síntese e sinalização de giberelinas em T. cacao 

O conjunto total de proteínas do cacau foi submetido para o KAAS [66] a fim de 

identificação do kegg ID usando uma abordagem por ortólogos com a opção de 
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similaridade bidirecional. Este foi escolhido por ser mais indicado para identificação de 

genes baseado na busca por ortólogos e por ser amplamente utilizado e de fácil 

reprodutibilidade. Identificamos os genes de T. cacao que estão incluidos nas vias de 

biosintese de diterpenoides (map00904 – selecionando os genes de síntese de giberelinas) 

e sinalização de hormonio vegetal (map04075 – selecioando os genes de sinalização de 

GAs).  

 

3.6 Análise da expressão gênica 

 O grupo de pesquisa de vassoura-de-bruxa do laboratório montou um experimento 

de time course da progressão da doença em meristemas de plântulas infectadas, tendo 

como controle plântulas sadias de mesma idade. Foram coletadas amostras de pontos da 

doença com sintomas bem definidos (vassoura-verde, vassoura no inicio de necrose, 

vassoura com sintomas claros de necrose e vassoura-seca), assim como estágios 

assintomáticos, além de bibliotecas de interação com fruto, para a realização de 

sequenciamento de RNAseq (Illumina Solexa) por Paulo José Teixeira (Fapesp 07-50262-0) 

e Javier Correa Alvarez  no laboratório de genética do Prof. Dr Piotr A. Mieczkowski 

(University of North Carolina). Os reads gerados foram alinhados com sequências de genes 

de cacau e M. perniciosa utilizando o programa Soap e o Tophat [67]. Os genes analisados 

foram MpCPS/KS, MpGA4-des e MpGGS do fungo, além de  CPS, KS, Ga20ox, Ga3ox, 

Ga2ox, GID1, XET e amilase da planta. A análise de expressão foi feita a partir da 

comparação entre os valores de RPKM (número de reads alinhados por gene, normalizado 

pelo tamanho do gene e pelo número de reads gerado na biblioteca), método de 

normalização que utiliza o tamanho do gene e o tamanho da biblioteca para o cálculo de 

expressão [68]. 

 

3.7 Identificação e quantificação de giberelinas 

Para análise de sobrenadantes de fungo os meios foram filtrados, acidificados com 

HCl até o pH 2,5 e particionados três vezes com igual volume de acetato de etila. Após 

evaporação do acetato de etila o precipitado foi ressuspendido em etanol 96% e aplicado 
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em cromatofolhas de sílica para uma análise de cromatografia de camada fina (TLC) com 

solução de corrida de acetato de etila:clorofórmio:ácido acético (60:40:5). Posteriormente 

o TLC foi analisado em TLC-EASI-MS segundo Hadda 2008 [77]. 

Plântulas de cacau de aproximadamente dois meses de idades, após a queda dos 

cotilédones, tiveram o meristema apical cortado para induzir os lançamentos por gemas 

laterais, garantindo assim, atividade e uniformidade dos meristemas. As plântulas que em 

15 dias apresentavam o meristema ativo e com aproximadamente 1 cm de comprimento 

foram utilizadas no experimento. Uma parte das plântulas foi tratada com nitrogênio (20 

plântulas com 1g/dm3 de ureia e outras 20 plântulas com 2,73g/dm3). Após 5 dias, 10 das 

plântulas de cada tratamento com nitrogênio e outras 40 plântulas das que foram 

escolhidas inicialmente, foram inoculadas com 20µl de solução de esporos com 

concentração de 106 esporos/ml. Dez dias após a inoculação, as 40 plântulas citadas acima 

foram divididas em dois grupos, um com 20 plântulas que foram tratadas com as mesmas 

concentrações de nitrogênio citadas acima (10 plântulas com 1g/dm3 de ureia e 10 

plântulas com 2,73g/dm3) e outro sem tratamento adicional de nitrogênio. Desta forma o 

experimento com diferentes concentrações de nitrogênio foi composto de 90 plântulas 

(Figura 5). 
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frascos foram lavados mais duas vezes com água de pH 8 (10 ml). As colunas QAE 

Sephanex foram eluídas com 0,2 M de ácido fórmico (20 ml) através de um cartucho set-

Pak C18, o qual foi  equilibrada anteriormente com metanol (5 ml) e água pH 3 (5 ml). Por 

último, tanto QAE e colunas C18 foram lavados com água a pH 3 (5 ml) para remover 

traços das amostras restantes colunas QAE. Posteriormente, o C18 colunas cartucho Sep-

Pak foram eluídos com 80% de metanol aquoso (5 ml) em tubos de vidro. Os tubos 

contendo amostras eluídas foram secos durante a noite no vácuo. As amostras secas 

foram dissolvidas em 200µl de metanol, metiladas com diazometano etéreo e foram secas 

com fluxo de gás nitrogênio. Após metiladas e secas, as amostras foram dissolvidas em 

acetato de etila (1ml), e particionadas com água (1ml). A etapa de partição foi feita 3 

vezes. As fases de acetato de etila foram aplicadas sequencialmente em um cartucho de 

aminopropil de troca iônica (pré-ativado com 2 ml de acetato de etila). O acetato de etila 

eluído do cartucho foi coletado em tubos de vidro e foi levado à secura a vácuo durante a 

noite. As amostras secas foram resuspendidas em 400µl de metanol 20% e injetadas na 

coluna de HPLC de fase reversa C18 (4,9 mm * 250 mm) e eluída com um gradiente linear 

de metanol (19% de metanol em metanol 100% mais de 50 min), com fluxo de 1mL/min. 

Frações de 1 ml foram coletadas e agrupadas de acordo com os volumes de eluição dos 

padrões interno marcados com H3.  As frações combinadas foram evaporadas a vácuo e 

foram convertidas a éteres TMSi por aquecimento com MSTFA (10μl) a 90 º C por 30min. 

Os éteres foram então, diluídos conforme necessário, com acetato de etila seca, pouco 

antes da análise de GC-MS.  

As frações combinadas das amostras de plantas e as amostras de extração de dos 

sobrenadantes de fungo foram analisados como ésteres metílicos trimetilsililéteres em um 

espectrômetro de massa MAT95XP, operado a uma resolução de 1000, acoplado a um GC 

Trace (ThermoFinnigan, Bremen, Alemanha).  As amostras de N- 

trimetilsililtrifluoroacetamida foram eluídas com 20 µl de acetato de etila, dos quais 2-3 µl 

foram injetados em uma coluna capilar TR-1 (30 mx 0,25 mm x 0,25 espessura de filme; 

Thermo Electron Corporation), a 50 ° C. A válvula de separação (50:1) foi aberta depois de 

2 min de aumento da temperatura. O programa eleva a temperatura de 20 ° C /min a 200 
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° C e, em seguida, a 4 ° C min/1 a 300 ° C. O equipamento foi operado em modo de 

monitoramento seletivo de íons, os íons selecionados para cada 

GA e seu padrão 2H2-internos foram rotulados como Croker et al. 1990. O MS de 

origem foi a 220 ° C e a energia de elétrons 70eV.  

4. Resultados e discussões 
 

4.1 Avaliação do efeito de giberelina em plântulas e flores 

 As plântulas tratadas com os hormônios em lanolina começaram a apresentar 

efeito a partir de 10 dias após aplicação, mas os efeitos foram pouco evidentes, enquanto 

que as plantas que foram tratadas com os hormônios diluídos em álcool responderam 

bem mais rápido a aplicação e apresentaram sintomas muito claros (Figura 6). 
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4.2 Análise de expressão gênica em cacau 
 

Para compreender a possível relação entre a giberelina e o desenvolvimento dos 

sintomas da vassoura de bruxa foram realizadas análises das seguintes bibliotecas de 

RNAseq da interação M. perniciosa-T. cacao: vassoura verde; necrose1 - na qual a planta 

apresenta sinais inicias de necrose-; necrose2 - na qual a planta já apresenta necrose 

avançada; e vassoura seca). Para cada biblioteca de interação foi analisada também a 

biblioteca de planta controle de mesma idade do tratamento. Nesta análise utilizamos as 

sequencias genômicas disponibilizadas de T. cacao e o programa KAAS para identificação 

dos genes de interesse.  

 Os genes analisados foram: CPS (copalil difosfato sintase), KS (ent-kaurene sintase), 

GA3 ent-kaurene oxidase, KAO (acido ent-kaurenoico oxidase), GA20ox (gene que codifica 

a proteína responsável pela reação de retirada de um carbono para a formação do 

esqueleto C19-GA), GA3ox (gene que codifica a proteína responsável pela reação de 3β-

hidroxilação na produção de GAs ativas), GA2ox (gene que codifica a proteína responsável 

pela inativação irreversível pela reação de 2β-hidroxilação), GID1, GID2 e DELLA (genes 

que codificam proteínas da via de sinalização), os genes descritos por serem induzidos por 

giberelina (XET e α-amilase), como mostrados na tabela 2. 

 

Tabela 2: Número de genes ortólogos  das vias de síntese, sinalização e resposta à GAs em T. 

cacao, A. thaliana, O. sativa e V. vinifera. 

 

 T. cacao A. thaliana O. sativa V. vinifera 

Síntede de GA  
CPS 1 1 1 2 
KS 1 1 1 1 
GA3 (ent-kaurene oxidase) 1 1 2 1 
KAO (ent-kaurene hidrolase acid) 2 2 1 2 
GA20ox 1 4 1 1 
GA3ox 1 2 1 2 
GA2ox 2 2 1 2 
Sinalização de GA 
GID1 2 3 1 2 
GID2 1 1 0 2 
DELLA 2 5 1 2 
Resposta à GA     

XET 23 32 8 16 

Amylase 1    

http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT4G02780
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?osa:4329013
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT1G79460
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?osa:4336960
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT5G25900
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?vvi:100255742
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT1G05160
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?osa:4339885
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?vvi:100246155
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ath:AT1G60980
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?osa:4334841
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?vvi:100232996
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necrose 2 e 111 – vassoura seca) e o eixo Y o RPKM, que é proporcional aos níveis de expressão do 

gene nas diferentes bibliotecas. 

 

  A partir dessas análises montamos um esquema simplificado da via de síntese de 

giberelinas em T. cacao, que facilita o entendimento do comportamento dos genes dessa 

via no estagio de vassoura verde, estágio em que aparece a maior parte dos sintomas 

relacionados a hôrmonio, no qual verificamos que a maior expressão é detectada para 

genes que participam da inativação das giberelinas, enquanto que os genes de síntese 

estão menos expressos que os controles ou sem diferença significativa (Figura 18).  

 





  

92 

 

plantas infectadas, enquanto que os genes que codificam a proteínas DELLA (repressor de 

resposta de giberelina) tem sua expressão diminuída (Figura 19). 

 

 

 

Figura 19: Perfil de expressão dos genes da via de sinalização de GAs. Expressão das duas cópias 

do gene que codifica o receptore de giberelinas (GID1), do GID2 e as duas cópias do gene da 

proteína DELLA em bibliotecas de RNA-Seq de amostras de plântula com sintomas de vassoura-

verde e plântula controle. 

 

 A análise dos genes de resposta de giberelinas também mostrou uma tendência ao 

aumento de expressão em plântulas infectadas em relação ao controle quando 

comparadas amostras de vassoura-verde e plântulas sadias. Dentre os 24 genes que 

respondem a giberelinas 12 apresentam expressão aumentada em vassoura-verde em 

relação ao controle, enquanto que 6 estão mais expressos no controle e outros 6 

apresentam RPKM menor do que 1, sendo considerados não expressos em nenhuma das 

duas bibliotecas (Figuras 20). 
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aplicação de GAs ou mutações que levam ao aumento da sinalização de GA, causam a 

redução da expressão  de GA3ox e GA20ox e elevada expressão de GA2ox  [42]. 

Os resultados obtidos a partir da análise de expressão em bibliotecas de RNA-Seq 

no curso da doença mostram que há a indução da expressão dos genes de resposta a 

giberelina durante a vassoura-verde, mas esse aumento não é encontrado no genes de 

síntese. Além de ter sido demonstrado que a alta expressão dos genes de inativação de 

giberelinas (GA2ox) na vassoura-verde em relação ao controle, sugerindo que a possível 

produção de giberelinas pela planta aconteceria em pontos anteriores aos analisados. E 

como, após a análises desses dados, foram obtidos novos dados de RNA-Seq, agora de 

amostras infectadas em estágios assintomáticos, novas análises foram feitas. Foram 

analisadas bibliotecas de RNA-Seq de amostras com 4, 8, 12, 24, 48 horas e 16 dias após a 

infecção, além de amostras controle de mesma idade, nas quais genes chaves da via de 

síntese de giberelina tiveram as expressões avaliadas (CPS, KS, GA3ox e GA2ox).  

 A análise dos dados das bibliotecas assintomáticas e seus controles mostraram que 

o gene CPS, como na bibliotecas sintomáticas, apresenta expressões baixas e pouco 

variáveis. O gene KS apresenta expressão pouco variável entre os infectados e os 

controles, com diferença considerável entre eles somente no ponto de 48 horas após a 

infecção, quando observa-se uma maior expressão desse gene no controle. O gene GA3ox, 

como o gene KS, apresenta diferença entre as bibliotecas infectadas e  controle somente 

no ponto de 48 horas após a infecção, no qual a expressão deste gene é maior no controle 

(Figura 21).  
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verificam em determinadas concentrações de nitrogênio, foram desenhados 

experimentos na tentativa de entender a relação do nitrogênio com a regulação dos genes 

de síntese de giberelina do fungo, como descrito na seção 3.7.  

A relação entre as fontes de nitrogênio e o desenvolvimento da doença foi avaliada 

mediante dois recursos: (i) observação do aparecimento de sintomas nas plantas 

infectadas e (ii) quantificação de giberelinas nos meristemas das plantas infectadas e não 

infectadas. 

(i) Observação de sintomas: Assim como relatado anteriormente foi 

constatada a diminuição da infecção – verificada pelo aparecimento dos sintomas- nas 

plantas tratadas com nitrogênio quando a fonte utilizada foi a ureia independente do 

momento da aplicação comparadas com as não tratadas. Plantas tratadas com ureia cinco 

dias antes da inoculação com esporos do fungo tiveram a taxa de infecção de 10%, 

enquanto que as plantas não tratadas tiveram 70% de infecção. A taxa de infecção passa 

de 10% para 50% quando tratamento com ureia aconteceu 10 dias após a inoculação com 

o fungo, sugerindo que o nitrogênio pode atuar na proteção das plantas em estágios 

iniciais da infecção (Figura 22). O tratamento com NaNO3 não alterou significativamente a 

taxa de infecção das plantas, sugerindo que a possível regulação da infecção ou do 

aparecimento dos sintomas está relacionado com o tipo de fonte de nitrogênio. Esta 

observação poderia estar relacionada com a forma de assimilação dos diferentes tipos de 

nitrogênio pela planta ou com os efeitos destes na regulação da via de síntese de 

giberelina do fungo caso a nossa hipótese seja confirmada. 
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a fonte de nitrogênio (NaNO3) pode estar alterando o metabolismo do fungo diminuindo a 

possível produção de giberelinas ativas pelo patógeno. Essa possibilidade poderá ser 

comprovada com a obtenção dos resultados dos controles não infectados desses mesmos 

tratamentos ainda em fase de medição.  

Já o tratamento com ureia parece ter alterado mais fortemente o metabolismo de 

giberelina da planta, no qual direcionou a síntese se giberelina ativa para somente GA4, 

mesmo em plântula não infectada (tabela 3). 

 

Tabela 3: Quantificação de giberelinas ativas em amostras de plântulas tratadas com nitrogênio 

de infectadas com M. perniciosa.  

Sample  Tratamentos GA1 GA3 GA4 

ng/g dry weight 

Sem sintomas A 3,7 0 2,6 

Vassoura A 1,3 0 1,3 

Sem sintomas C 5 0 3,4 

Vassoura C 2,2 0 0 

Sem sintomas D 2,7 0 0 

Vassoura D 3,4 0 0 

Não infectada U 4,2 0 0 

 
A: NaNO3+infecção 
C: infecção+NaNO3 
D: infecção+ureia 
U: ureia 
 

A partir de todos os resultados da a avaliação do metabolismo de giberelinas da 

planta sugerem que esta tem seu metabolismo alterado direcionando para a inativação 

das giberelinas, que deve ser causado pelo aumento dos níveis de giberelina em estágios 

iniciais da doença, e que esse aumento deve-se possivelmente pela produção do 

hormônio pelo fungo.  
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codificante desta proteína geralmente tem mais de 2800 pb (exemplo: 2856 bases em G. 

fujikuroi [59]).  

A figura 25 mostra a identificação de MOTIFs nas sequencias de CPS/KS de M. 

perniciosa, G. fujikuroi, S. manihoticola e N. crassa. O domínio CPS é caracterizado pela 

sequência DxDD [73], e este foi identificado em todas as sequências analisadas. O domínio 

KS é identificado pela sequência DDxxD [73]. As proteínas bifuncionais apresentam os dois 

domínios CPS e KS [74]. Porém, o fungo N. crassa, que foi demonstrado que possui 

capacidade de produzir GA3 [75], possui em seu geneoma um único gene candidato para 

codificar uma CPS/KS, e este não apresenta o domínio DDxxD (Figura 19) sugerindo que 

esse domínio não seria essencial para a proteína.  Outros dois domínios foram 

identificados nas sequencias de CPS/KS analisadas: YDTWA e um domínio que se repete na 

sequencia QxxxxxW, que são caracteristicos de diterpeno ciclases desde bactérias até 

plantas [40, 74].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Identificação de MOTIFs nas sequências de CPS/KS dos fungos G. fujikuroi, S. 

manihoticola, N. crassa e M. perniciosa. 

 

A sequência da proteína MpCPS-KS tem similaridade com a região N-terminal de 

CPS/KS de fungos ascomicetos e com as duas proteínas (CPS e KS) de plantas sugerindo 

que as duas funções devem estar presentes na proteína de M. perniciosa. Uma aprovável 

explicação para essas diferenças no tamanho e em relação aos domínios é que esta 
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fenótipo (capacidade de produzir giberelina). Como resultado, os transformantes obtidos 

da complementação não recuperaram o fenótipo esperado. Este resultado, porém, não é 

conclusivo pois, devido a dificuldade de amplificação do cDNA inteiro do gene MpCPS/KS, 

a transformação foi feita com o fragmento de DNA. E como se trata de organismos 

distintos e afastados filogenéticamente é possível que o processamento do RNA para 

retirada dos introns não tenha ocorrido corretamente, impedindo a produção de uma 

proteína funcional. 

 

Avaliação da produção de giberelina (GA3) por M. perniciosa  

Na tentativa de demonstrar a capacidade do fungo de produzir giberelinas diversos 

meios de culturas foram testados. Inicialmente foram testadas amostras do fungo nas 

fases biotrófica-like (a partir da germinação de esporos em meio de cultura descrito como 

favorável para manter as caracteristicas de micélio biotrófico), necrotrófica e esporos 

foram analisadas quanto à produção de giberelina por TLC-EASI-MS. O resultado dessa 

análise mostrou que o sobrenadante de fungo na fase biotrófica-like apresentou um pico 

(345,2957 m/z) semelhante ao encontrado no padrão (ácido giberélico 345,1647 m/z), 

que apresenta massa de 346 m/z, e que não foi detectado na solução controle (meio de 

cultura estéril). A presença deste pico indica a presença de um composto com o mesmo 

perfil da giberelina, sugerindo a presença desse composto na amostra (Figura 27). As 

outras amostras não apresentaram semelhança significante, provavelmente por serem 

coletas de grandes quantidades de soluções em relação à massa de fungo, devendo então, 

estar bastante diluídas, já que análises de expressão preliminares mostraram que 

provavelmente os genes estudados da via de síntese de giberelina estão expressos em 

ambas as fases do ciclo de vida do fungo. Outro ponto importante é que por se tratar de 

uma amostra complexa tornou-se difícil a identificação precisa da substância. Os 

resultados da espectrometria, dão indícios de que o fungo poderia estar produzindo uma 

substância semelhante à giberelina, mas não conseguimos um resultado conclusivo. 
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crítico para a identificação de giberelinas por fungos é o tempo de coleta da amostra.  

Durante o período de trabalho no laboratório da Prof. Dr. Bettina Tudzynski Molecular 

Biology and Biotechnology of Fungi na Alemanha observei que algumas linhagens de G. 

fujikuroi só produziam giberelinas após o total esgotamento das fontes de nitrogênio - o 

que levava dois dias nas condições utilizadas - enquanto outras linhagens só começam a 

produzir algumas giberelinas a partir do 7° dia de incubação em meio pobre em 

nitrogênio. Nas condições utilizadas para o crescimento de M. perniciosa não conhecemos 

o tempo ótimo para a possível indução de giberelinas pelo que optamos por crescer o 

fungo por um período prolongado (15 dias) para tentar garantir a coleta da amostra 

(sobrenadante da cultura) após a possível produção deste hormônio. Isso porque não 

foram identificadas em fungos vias de degradação ou utilização de giberelinas. 

 A análise dos sobrenadantes citados acima por TLC mostraram a presença de um 

composto com RF semelhante ao RF do ácido giberélico utilizado como padrão (GA3), 

sugerindo que possivelmente este composto está presente nas amostras analisadas 

(Figura 28). As amostras também apresentaram um perfil de corrida característico de 

amostras complexas, mas com padrão de cor característico de giberelinas, podendo ser 

um indicio da presença de outras GAs.  

Os resultados obtidos para essas amostras citadas anteriormente não se 

mostraram reprodutíveis, mostrando que estes não são conclusivos e sim um indicativo a 

possível produção de hormônio (GA) pelo fungo. A dificuldade encontrada para conclusão 

dessa etapa do trabalho era esperada devido dificuldade da manipulação de fungo em 

algumas fases de crescimento, como basiomas e biotrófico e a prórpia dificuldade de 

análises de hormônios, que normalmente são produzidos em quantidades mínimas 

mesmo por organismos conhecidos pela sua produção. Além disso, esta etapa tinha como 

ponto limitante a detecção do hormônio em condições in vitro, que pelos dados obtidos 

em todas bibliotecas de RNA-Seq tem se mostrado muito diferente das condições in 

planta. 
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