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EPIGRAFE

Treine enquanto eles dormem, estude enquanto
eles se divertem, persista enquanto eles
descansam, e entdo, viva o que eles sonham.

(Provérbio Japonés)
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EXTRATO

SILVA, Edson Mario de Andrade, MS; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, julho de
2018. Respostas celulares do fungo Moniliophthora perniciosa ao estresse, durante seu
desenvolvimento em  cultivo artificial de bolachas. Orientadora: DSc.
Fabienne Micheli. Coorientadora: PhD. Karina Peres Gramacho and DSc. Tiago Anténio de
Oliveira Mendes.

A vassoura-de-bruxa € uma doenga do cacaueiro causada pelo fungo basidiomiceto
Moniliophthora perniciosa. Essa doenca trouxe graves prejuizos a cacauicultura no Brasil.
Durante o seu desenvolvimento, M. perniciosa sofre intensas modificagdes na estrutura de sua
parede celular, bem como no remodelamento de hifas, através de processos autofagicos que
ocorrem devido a uma série de estimulos, como o estresse. Nesse sentido, genes relacionados a
sintese e degradacao de quitinas (sintase de quitina [Chs] quitinases [Cht]) e genes da autofagia
(Atgs) sdao muito importantes nas mudancas da estrutura micelial e na resposta ao estresse.
Realizamos a mineracdo de dados atraves da literatura e utilizamos Mapa de Inter6logo para
selecionar genes-alvo que realizam interacdes fisicas ou funcionais com Atg8, Chs3, Chitl e
Chit2. A rede obtida foi submetida a analise de mddulo com o pacote fastgreedy.community em
R. Os médulos identificados foram utilizados para analisar processos biologicos com o plugin
Biological Networks Gene Ontology (BINGO) no Cytoscape. Os candidatos selecionados
foram validados por expressdo genica em diferentes fases do desenvolvimento de M. perniciosa
(branco, amarelo, rosa, rosa escuro [pds-estresse] and primordio). Os valores de 2 A<V obtidos
para cada gene foram utilizados para agrupamento hierarquico com heatmap e correlacdo de
Pearson para identificar padrdes de correlacdo entre a expressao relativa dos genes estudados.
Onze genes, todos com dominios consistentes com os dos genes do principal modelo
(Saccharomyces cerevisiae), foram utilizados para a analise interatdmica. Genes relacionados
com a sintese de glucanos (FKS1), dobramento de proteinas do ciclo celular (SSZ1),
transmissdo de sinais e autofagia (CDC42, RHO1, ROM2, TOR1, KOG1, AVO1 e ATGS),
transmissdo de sinal mediada por G (GDI1) e organizagdo da parede celular (CHS1) foram
selecionados. Genes relacionados a sintese de glucano e quitina, assim como o0s principais sinais
para esses processos (RHO1, ROM2) apresentaram alta correlacao positiva. MpChit2 e MpAtg8
apresentaram correlacdo positiva entre si e com genes relacionados aos processos de escassez
de nutriente (complexo TORC1). Também, apresentamos aqui um dos primeiros relatos de uma
abordagem mais aprofundada que integra a expressao génica com redes de interacdo proteina-
proteina, a fim de explorar os mecanismos celulares que ocorrem durante o desenvolvimento
da cultura in vitro de M. perniciosa.

Palavras-chave: Pleiomorfismo; Biologia de sistema; GTPase; autofagia



ABSTRACT

SILVA, Edson Mario de Andrade, MS; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, julho de
2018. Cellular responses to stress of the fungus Moniliophthora perniciosa during its
development in bran-based solid medium. Advisor DSc.
Fabienne Micheli. Advisor Committee Members: PhD. Karina Peres Gramacho and DSc. Tiago
Antonio de Oliveira Mendes.

The witches’ broom disease of cocoa tree is caused by the fungus
Moniliophthora perniciosa. This fungus is a hemibiotrophic basidiomycete that brought severe
losses to cacao farming in Brazil. During its development, M. perniciosa undergoes intense
modifications in the structure of its cell wall, as well as in the remodeling of hyphae through
autophagic processes, due to a series of stimuli, such as stress. In this sense, genes related to
the synthesis and degradation of chitin (chitin synthase [Chs] chitinases [Cht]) and autophagy
genes (Atgs) are very important during mycelial structure modifications and stress response.
We performed data mining through literature and used interatomic networks to select target
genes that perform physical or functional interactions with Atg8, Chs3, Chitl and Chit2. The
obtained network was submitted to module analysis with the fastgreedy.community R package.
The identified modules were used to analyze the biological processes using Biological
Networks Gene Ontology (BINGO) plugin in Cytoscape. Candidates were selected and
validates by gene expression in different phases of M. perniciosa development (white, yellow,
pink, dark pink [post-stress] and primordium). The values of 2- (*%Y obtained for each gene were
used for heatmap hierarchical clustering and Pearson correlation analysis to identify correlation
patterns between the relative expression of the studied genes. Eleven genes, all with domains
consistent with those of the model genes (Saccharomyces cerevisiae) used for the interatomic
analysis. Genes related with glucan synthesis (FKS1), folding of cell cycle proteins (SSZ1),
signal transmission and autophagy (CDC42, RHO1, ROM2, TOR1, KOG1, AVO1 and ATGS),
G-mediated signal transmission (GDI1) and cell wall organization (CHS1) were selected.
Genes related to glucan and chitin synthesis, as well as the main signals for these processes
(RHO1, ROM2) showed a high positive correlation. MpChit2 and MpAtg8 presented positive
correlation between them, and with genes related to nutrient depletion processes (TORC1
complex). Also, we presented here one of the first reports of a more in depth approach that
integrates gene expression with protein-protein interaction networks, in order to explore cellular
mechanisms that occur during the development of M. perniciosa cultivated in vitro.

Palavras-chave: Pleiomorphism; Sytems Biology; GTPase; autophagy



1 INTRODUCAO

Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora [=Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer] (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005) é um importante patdgeno, responsavel por
causar a vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.). Essa doenca trouxe grandes
prejuizos para a cacauicultura, principalmente no sul da Bahia, que ainda tem o cacau como
uma das principais culturas que movimentam a economia na regido. A queda da produgao de
cacau na regido chegou a ser de 59-90 %, tirando o Brasil da posicdo de segundo produtor
mundial de cacau, para importador de 141 000 toneladas do produto, entre 1998 a 2000
(MEINHARDT et al., 2008).

Estudos em larga escala, como protedmica e transcriptdmica, vém sendo empregados
para analisar o acimulo de proteinas e transcritos, respectivamente, no decorrer da interacéo
cacaueiro-M. perniciosa, bem como no desenvolvimento do fungo cultivado in vitro (PIRES et
al., 2009; SILVA et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2014; VILLELA-DIAS et al., 2014). Dados
em larga escala tém sido empregados em analises computacionais no sentido de identificar e
caracterizar as funcdes de proteinas e até mesmo descrever seus niveis de expressdo. Porém,
informacBes sobre o estado nativo de uma proteina e sua sequéncia de aminoacidos ndo

explicam o grau de complexidade existente em um sistema bioldgico (FLOREZ et al., 2010).

Estudos que levam em conta ndo apenas o estado nativo das proteinas e suas funcgdes,
mas um grau maior de complexidade dentro de um sistema, podem revelar proteinas centrais
potencialmente utilizaveis como alvos de controle de doencas ou controle do desenvolvimento
de patdgenos, dentre outras aplicacdes. A identificacdo desses alvos pode ser feita com a
integracdo de dados “Omicos” (gendmica, transcriptdmica, protedmica e metaboldomica). Para
isso, ferramentas como a biologia de sistemas (chamada também de interatdmica) tém sido
amplamente empregada. A biologia de sistemas é um abordagem interdisciplinar que se baseia
em estudos das complexas interacdes do sistema bioldgico, focando nas interacGes entre suas
moléculas (SAUER U.; ZAMBONI, 2007; YAMAUCHI et al., 1997). Moniliophthora
perniciosa dispde de informacdes Omicas que nos permitem elevar os estudos voltados para

esse patogeno para um nivel de interacdo entre esses suas moléculas.

A principal ferramenta empregada pela biologia de sistemas, é a analise de redes, das

quais podemos destacas aquelas que envolvem interagdo proteina-proteina (IPP) (FLOREZ et



al., 2010). Essas redes possuem propriedades, como a propriedade livre de escala e essa de
poténcia, que lhes colocam sob o controle de robustos fenémenos auto-organizadores que vao
além das particularidades das pecas individuais; além disso elas possuem nos centrais para o
controle do sistema (BARABASI; ALBERT, 1999).

Atualmente muitos métodos experimentais sdo empregados para identificar redes IPP,
como, por exemplo, o método de duplo hibrido (yeast two-hybrid system-Y2H), cromatografia
de afinidade e imunoprecipitacdo (GAVIN et al., 2002; HARRINGTON; JENSEN; BORK,
2008; HO et al., 2002; ITO et al., 2001; PHIZICKY; FIELDS, 1995; QI; NOBLE, 2011). Em
contrapartida, esses métodos possuem limitagdes, a exemplo, eles ndo sdo capazes de identificar
as interacdes para todas as proteinas de um organismo e podem identificar interacfes que nunca
acontecem em um sistema vivo, devido ao fato de que as moléculas envolvidas estdo localizadas
em compartimentos diferentes. Desse modo, métodos computacionais, podem ser utilizados
com o intuito de identificar IPP usando as sequéncias dos aminoacidos de todas as proteinas de
uma determinada espécie (SKRABANEK et al., 2008), possibilitando a descoberta de

interacdes que os métodos experimentais ndo conseguem detectar.

Dentre as abordagens computacionais empregadas no estudo das IPP temos aquelas
que empregam o perfil filogenético (HUYNEN; BORK, 1998; MARCOTTE et al., 2014),
genoma Neighborhood (HARRINGTON; JENSEN; BORK, 2008), genes fundidos (ENRIGHT
etal., 1999; MARCOTTE et al., 2014), co-evolucéo de sequéncias (SATO et al., 2005), dentre
outros. Métodos como esses tém sido aplicados com sucesso na identificacdo de alvos para o
controle de fitopatdégenos, como no fungo da brusone do arroz, Magnaporthe grisea (HE et al.,
2008), bem como na planta, no sentido de selecionar genes candidatos para a resiténcia a
estresse biotico e abidtico (LIU et al., 2017). Em Mycobacterium tuberculosis e Leishmania
major as abordagens computacionais de redes IPP também foram aplicadas no sentido de
identificar alvos para o controle de doencgas causadas por esses patdégenos, em humanos
(CASCANTE et al., 2002; CUI et al., 2009; FLOREZ et al., 2010; REZENDE et al., 2012).
Ainda, muitos trabalhos voltados para a compreensdo da biologia de organismos como
Arabidopsis thaliana e Homo sapiens empregam essa abordagem demostrando que interatbmas
preditos sdo alternativas eficazes em estudos de Biologia de Sistemas (GARZON et al., 2016;
LIN etal., 2011; WANG et al., 2014; ZHANG et al., 2016).

Além dos métodos citados acima, as comparacdes entre proteinas de um determinado

organismo com os interatbmas de organismos modelos presentes em bancos publicos sédo
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utilizadas para transferir informacdes de IPP de uma espécie para outra. O interatbma obtido é
chamado de mapa de inter6logos. Esse mapa leva em consideracdo que se duas proteinas que
interagem em um organismo tem alta similaridade contra outras duas proteinas em um segundo
organismo, certamente essas Ultimas também interagirdo (KIM et al., 2008; YU et al., 2004).
Esse método € amplamente empregado em estudos de biologia de sistemas que usam
ferramentas robustas como o banco de dados STRING e/ou que se baseiam em Clusters of
Orthologous Groups (COGs) para transferir informagcfes de um IPP para o outro (VON
MERING et al., 2005).

Estudos de expresséo génica em M. perniciosa apontam genes relacionados a autofagia
(ATG8), biossintese e reciclagem da parede celular do fungo (MpChitl, MpChit2, MpChs) que
sdo importantes no decorrer do seu desenvolvimento sob condicdes de escassez de nutrientes
(GOMES et al., 2016). Nesse sentido, dados ndo publicados obtidos por nosso grupo de
pesquisa (Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Biotecnologica e Genética da UESC)
envolvendo os genes supracitados mostraram-se interessantes para desenvolver abordagens de
interatdmica. Genes como os que codificam o complexo TOR (Target of Rapamycin), genes de
controle de processos de desenvolvimento filamentoso e o complexo glucano sintase tém se
mostrado bons candidatos na anélise do desenvolvimento do fungo. O complexo glucano
sintase, € um dos que mais se destaca. Em Saccharomyces cerevisiae ele é formado por uma
subunidade reguladora (RHO1) e uma subunidade catalitica (FKS1 e FKS2) que utiliza UDP-
glicose como matéria prima para a biossintese de glucano, que junto com a quitina, formam a
parede celular do fungo. Esse complexo tem sido empregado com alvo de inibicdo do
desenvolvimento de fungos tanto in vitro, como in vivo (BOWMAN; FREE, 2006;
KITAMURA etal., 2009; KURTZ; REX, 2001; LI1U; BALASUBRAMANIAN, 2001; ONISHI
et al., 2000). Com base nos trabalhos de GOMES et al. (2016), essa dissertacdo apresenta como
resultados: i) Criacdo de um interatdma para o fungo Moniliophthora perniciosa utilizando
interdlogos; ii) Selecdo de possiveis alvos para inibidores do desenvolvimento do M.
perniciosa; iii) Analise, por RT-gPCR, da expressdao génica de genes centrais na rede de

interologos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O fungo Moniliophthora perniciosa

2.1.1 Moniliophthora perniciosa e a vassoura-de-bruxa

Uma das culturas vegetais mais importantes para 0s paises tropicais € a
cacauicultura, que fornece matéria prima para a producéo de chocolate, manteiga de cacau e
cacau em po6. S6 o mercado mundial de améndoas de cacau torradas, no ano de 2012 produziu
9 bilhdes de dolares e estima-se que o mercado global do produto processado, o chocolate, gire
em torno de 80 bilhdes de dolares ao ano (BRYAN A. BAILEY LYNDEL W. MEINHARDT,
2016) . Apesar do montante gerado pelo mercado do cacau, a cacauicultura sofre prejuizos
anuais muito elevados, devido a doencas causadas por fitopatdgenos, como Moniliophthora
(=Crinipellis) perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005).
Esse fitopatdgeno é o fungo causador da doenca vassoura-de-bruxa, no cacaueiro (Theobroma
cacao L.). Ele foi inicialmente descrito como Marasmius perniciosus Stahel, transferido para o
género Crinipellis (C. perniciosa (Stahel) Singer) em 1942, mas s6 em 2005 foi definido como
Moniliophthora perniciosa por Aime and Phillips-Mora (2005). Moniliophthora perniciosa é
um basidiomiceto hemibiotréfico que coloniza diversos tecidos do seu hospedeiro, incluindo o
fruto, gerando grandes perdas na producao (MEINHARDT et al., 2008). Esse fungo é o segundo
maior responsavel por perdas na cacauicultura de paises das américas central e do sul, chegando
a causar perdas anuais de 250 toneladas nessas regides. A Figura 1 mostra a distribuicdo

geografica atual de diversos fitopatdgenos do cacau, incluindo de M. perniciosa.

Os sintomas da vassoura-de-bruxa foram primeiramente descritos por volta de 1785
a 1787, na bacia Amazobnica, por Alexandre Rodrigues Ferreira, o qual deu o nome de
“lagartdo” & doenca devido ao inchago causado pelo fungo (PURDY; SCHMIDT, 1996). Em
seguida a doenca se espalhou aos arredores da bacia Amazonica e regides da América central
(Suriname-1895; Guyana-1906; Equador-1918; Trinidad-1928; Coldmbia-1929 e Grenada-
1948) (MEINHARDT et al., 2008). No Brasil, o estado de Ronddnia foi um dos primeiros a ser
afetado pela vassoura-de-brusa, por volta do ano de 1970, causando perdas de 50% de sua
producéo dentro de 6 anos. No sul da Bahia, M. perniciosa chegou por volta do ano de 1989 e
as perdas para a cacauicultura nesse estado chegou a 60% entre os anos de 1990 a 1995
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(PLOETZ, 2007) e causou perdas de 200000 empregos, 0 que gerou o abandono das muitas
fazendas produtoras de cacau (GRIFFITH et al., 2003).

Figura 1 — Distribuicdo geografica dos principais fitopatogenos do cacaueiro. A.
Moniliophthora roreri, causador da moniliase. B. Moniliophthora perniciosa, causador da
vassoura-de-bruxa. C. Cacao swollen shoot virus. D. Phytophthora megakarya, causador da
podriddo-negra. E. Ceratobasidium theobromae (vascular streak dieback). De acordo com
BRYAN A. BAILEY LYNDEL W. MEINHARDT (2016).

Com a doenca no pais, o Brasil que era o terceiro maior produtor de cacau (347000
toneladas entre os anos de 1988-1990), reduziu tanto sua producdo que chegou a importar de
141000 toneladas do amendodas entre 1998 e 2000 (MEINHARDT et al., 2008). Dados de 2012
mostram que o Brasil € o 6 maior produtor de cacau do mundo, € ja esteve na terceira colocacao.
De acordo com a Figura 1, a vassoura-de-bruxa é um problema nas américas central e sul, ndo
afetando paises produtores da Africa (0 maior produtor de cacau, Figura 2) nem da Asia
(BRYAN A. BAILEY LYNDEL W. MEINHARDT, 2016). Nesse sentido M. perniciosa tem

potencial para se tornar um problema ainda maior, se chegar alcancar esses continentes.
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Figura 2. Ranking dos 20 paises que mais produziram cacau entre os anos de 2010-2011.
(BRYAN A. BAILEY LYNDEL W. MEINHARDT, 2016)

Com todo o contexto de perda na producdo de cacau devido a vassoura-de-bruxa,
muitos esforcos ja foram direcionados, na tentativa de amenizar esse problema. Dentre as
alternativas de controle da doenca, destacamos o controle genético, cultural, quimico e
biolégico (MEINHARDT et al., 2008). Para o controle genético, a Comissdo Executiva do
Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) buscou desenvolver variedades que equilibrassem
resisténcia e produtividade, para distribuir aos produtores (PINTO; PIRES, 1998). Porém, M.
perniciosa apresenta alta variabilidade genética e alta taxa evolutiva, fatos que dificultam o
estabelecimento de uma cultivar de cacau que resista a todos os isolados do fungo (DE
ARRUDA et al., 2003; HEDGER; PICKERING; ARAGUNDI, 1987). Devido a essa alta
variabilidade tem sido observado que o fungo tem conseguido suplantar a resisténcia de

diversas cultivares de cacau.

Desse modo, o controle genético passa a nao ser tdo eficiente, sendo necessario
associa-lo a outros métodos como o controle quimico, bioldgico e tratos culturais. A aplicacédo
de agentes quimicos no controle M. perniciosa pode ser realizada com a utilizacdo de
fungicidas, como tebuconazole e outros do grupo estrubilurinas como azoxystrobina (CRUZ et
al., 2013; KANEKO; ISHII, 2015; OLIVEIRA; LUZ, 2005). Apesar disso, o uso de fungicidas
exige uma aplicagéo periodica e muitos deles afetam o desenvolvimento dos tecidos vegetativos
da planta, bem como a producdo dos frutos, pelo fato de possuirem cobre em sua composicao
(BRUN; CORFF; MAILLET, 2003). Uma alternativa ao controle quimico, que pode ser
associada ao uso de variedades resistentes, € 0 emprego do controle biolégico como a utilizagdo
de fungicidas a base de microrganismos antagonicos os M. perniciosa. Dentre os fungos

conhecidos como micoparasitas de M. perniciosa encontra-se Trichoderma stromaticum
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(Hypocreales) que vem sido utilizado na forma do produto TRICOVAB® (OLIVEIRA; LUZ,
2005). Ainda, se destaca como método de controle, a poda fitossanitaria, que consiste em
eliminar os tecidos infectados da planta. Esse método foi recomendado por Stahel em 1915, e
também pode ser associado com os demais, no controle da vassoura-de-bruxa. Porém a poda
fotossanitaria exige muita médo de obra para suprir a demanda das extensas fazendas de cacau.
Assim, apesar dos métodos integrados do controle da vassoura-de-bruxa, estes apresentam
algumas limitacbes que acabam onerando a producédo, e que precisamos buscar modos mais

eficientes pra combater o M. perniciosa.

2.1.2 O ciclo de vida do fungo

Moniliophthora perniciosa € um basidiomiceto da ordem das Agaricales. Esse fungo
apresenta hifas com nucleos “masculinos” e “femininos”, sendo assim considerado homotalico,
possuindo ciclo de vida complexo. Seus basidiésporos (meidcitos) sdo as Unicas formas
infectivas do fungo (EVANS, 1980). Eles perdem a viabilidade quando expostos a radiacéo
UV-B e em condicBes de desidratacdo. Devido a isso, 0 potencial de dispercdo desses esporos
é baixo, sendo a chuva e o vento os principais modos de disperséo (aproximadamente 60 km)
(BRYAN A. BAILEY LYNDEL W. MEINHARDT, 2016; MEINHARDT et al., 2008).

Apesar do baixo potencial dispersivo dos esporos de M. perniciosa, a infeccdo de
novas plantas é facilitada pelo fato do cacau ser predominantemente cultivado em grandes areas
e em sistemas agroflorestais, como a Cabruca (cacau plantado por baixo da Mata Atlantica).
Assim, o processo de infec¢do ocorre quando os esporos encontram a superficie de tecidos
meristematicos do hospedeiro e quando as condices climaticas sdo adequadas. Nessas
condicdes, 0s esporos germinam produzindo hifas mononucleadas que infectam as plantas de
cacau penetrando pela base de tricomas em forma de estrela, pelos estdmatos ou direitamente
por injdrias nos tecidos meristematicos (EVANS, 1978; PURDY; SCHMIDT, 1996; SENA;
ALEMANNO; GRAMACHO, 2014a; SREENIVASAN, T. N.; DABYDEEN, 1978).

Por ter um estilo de vida hemibiotrofico, M. perniciosa apresenta pleiomorfismo, com
duas fases bem distintas associadas a evolucdo da doenca: fase biotrofica, com micélio
monocariético; fase necrotréfica, com micélio dicariético (EVANS, 1980). Na fase biotrofica,
o fungo desenvolve um micélio monocariotico (hifa priméria) que envade o espaco intercelular
do hospedeiro. O tecido infectado sofre uma série de modificacbes como hipertrofia e
hiperplasia, e os orgdes vegetativos sofrem perda de domindncia apical e aumento da
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proliferacdo dos brotos laterais (vassoura verde). Em seguida, devido as respostas do hospedeiro
ao ataque do fungo bem com as condicGes nutricionais para este se desenvolver (dentre outros
fatores), é gerado um ambiente favoravel para que o fungo mude da fase biotrofica para
necrotrofica, na qual o micélio passa a ser dicariético, com hifas binucleadas e com grampos
de conexao (hifa secundaria) (MEINHARDT et al., 2008; PURDY; SCHMIDT, 1996). Essa
transicdo corresponde, na planta, ao estadio de vassoura seca.

Basidiocarpo
formado apenas
em tecidos morto, infectado

Basidiésporos | /ool i s

5 Micélio secundario
unicelular

Fase necrotréfica (2-3 anos);
saprofitica; binucleada;
grapos de conexao;
enzimas degradativas

A

Micélio primario
(6 semanas - 4 meses), bitréfico parasitico,
sem grapos de conexao, intracelular, inchago

(5-20 um diam), gradne superficie para a
captacao de nutrientes (semelhante ao autério),

causa mudancgas hormonais nohospedeiro
(proto-auxinas); hipertofia e hiperplasiado tecido

(vassoura), almofadas florais

Figura 3. Representagdo do ciclo de desenvolvimento de M. perniciosa em cacau. Adaptado
de BRYAN A. BAILEY LYNDEL W. MEINHARDT (2016) e MEINHARDT et al. (2008).

Apbs se nutrir do tecido morto durante a fase necrotrofica, M. perniciosa passa por
intensa reorganizacao de sua hifas e produz suas estruturas reprodutoras emitindo seu corpo de
frutificagéo (basidiocarpo), fechando o ciclo com a producéo de seus meiocitos (MEINHARDT
et al., 2008; PIRES et al., 2009; PURDY; SCHMIDT, 1996).

2.1.3 Cultivo in vitro de M. perniciosa
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Tanto na interagdo com seu hospedeiro quanto no desenvolvimento in vitro, M.
perniciosa pode apresentar micélio mono e dicariotico, sendo que a duragdo dessas fases séo
diferentes a depender do sistema no qual o fungo esté inserido. Na auséncia do tecido do
hospedeiro o fungo muda muito rapido da fase monocariética para dicariotica (24-28 horas),
enquanto na presenca do hospedeiro, o micelio monocariotico cresce lentamente, podendo durar
de seis semanas a quatro meses (DELGADO; COOK, 1976; EVANS, 1980).

O cultivo das hifas de M. perniciosa em sistema in vitro tem permitido observar
peculiaridades. As hifas monocaridticas se desenvolvem em um curto periodo de tempo, elas
se deslocam rapidamente para o estagio de hifas dicaridticas (7-14 dias), no entanto, estudos
revelam que esta fase pode ser prolongada usando meio pobre em nutrientes como aqueles que
utilizam como fonte de carbono o glicerol (MEINHARDT et al., 2008; SCARPARI et al.,
2005). O fenbmeno de prolongamento da fase monocariotica, com o uso do glicerol, produz um
micélio muito similar ao encontrado na fase biotréfica do fungo (hifas monocarioéticas sem
grampos de conexdo) quando ele coloniza o apoplasto da planta (MEINHARDT et al., 2006).
O apoplasto tem sido relatado na literatura como um meio pobre em nutrientes o que reforga a
teoria de que a fase monocariotica é dependente de condi¢cbes ndo muito ricas em nutrientes
(WILSON et al., 2012).

Por outro lado, o micélio dicaridtico de M. perniciosa apresenta grande platicidade
qguando consideramos as modificagdes que ele sofre para produzir as estruturas reprodutoras.
Essas estruturas podem ser obtidas com o cultivo do micélio dicariético em sistema artificial
denominado de “sistema de bolachas” (bran-based solid medium) e é formado em sua
totalidade, por hifas dicarioticas similares as encontradas no sistema in vivo. Esse sistema tem
como base farelo de aveia e vassoura seca e minerais, o quel tem sido um modo eficiente para
obtencdo de basidiocarpos de M. perniciosa fora do hospedeiro (ARGOLO et al., 2013;
GOMES et al., 2016; GRIFFITH; HEDGER, 1993). Embora ndo venha sendo largamente
empregado para a obtencdo de esporos, o cultivo in vitro permite produzir esporos com
potencial infectivo, demonstrando a eficiéncia de métodos in vitro para o estudo do
desenvolvimento de M. perniciosa (BASTOS; ANDEBRHAN, 1987).

O desenvolvimento de M. perniciosa durante o cultivo em bolachas mostra
fendmenos especificos relacionados com a formacgdo do basidiocarpo. O fungo precisa de

condicBes de estresse e um ambiente com poucos nutrientes disponiveis, para produzir tais
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estruturas, que podem ser obtidas limitando a agua no sistema (ARGOLO SANTOS
CARVALHO et al., 2013; GOMES et al., 2016). Nesse sentido, o cultivo de M. perniciosa no
sistema de bolachas mostra intensas modifica¢Ges tais como mudancas na coloracao do micélio,
realocacao de nutrientes, e rearranjo das hifas através do processo de anastomose (fusdo das
hifas) levando a formacgdo do primérdio (BASTOS; ANDEBRHAN, 1987; GOMES et al.,
2016; GRIFFITH; HEDGER, 1993; PIRES et al., 2009; PURDY; DICKSTEIN, 1990).

Embora a producéo das estruturas reprodutoras de M. perniciosa, em condigdes in
vitro, seja dificil, muitos autores conseguiram obter basidiocarpos desse fungo nessas condi¢bes
(GOMES et al., 2016; PIRES et al., 2009; PURDY; DICKSTEIN, 1990). Um dos pontos
importantes a ser considerado é que a producgéo dos esporos a partir dos basidiocarpos do cultivo
in vitro ndo afeta seu o potencial de viruléncia, revelando que o cultivo artificial, ndo interfere
na capacidade de infec¢do (PICKERI; HEDGER, 1987).

Assim, o cultivo in vitro se mostra muito eficiente para a compreensdo do
desenvolvimento de M. perniciosa e o impacto dos estimulos sob ambiente controlado, em
varios processos bioldgicos: proliferacdo de hifas, divisao celular, formacéo de septo de hifas,
resposta a diferentes tipos de estresse, formacao do corpo de frutificagéo, entre outros processos
(ARGOLO SANTOS CARVALHO et al., 2013; GOMES et al., 2016; PIRES et al., 2009;
PUNGARTNIK et al., 2009a).

2.1.4 Os biotipos de M. perniciosa e seus hospedeiros

Além da sua ampla distribuicdo geografica nos paises produtores de cacau das
Américas, M. perniciosa se torna ainda mais complexo devido a sua diversidade genética. O
fungo tem a capacidade de infectar diversos grupos de hospedeiros: Malvaceae, Malpighiaceae,
Bigoniaceae e Solanaceae; de acordo com esse potencial, Moniliophthora peniciosa é dividido
em quatro biotipos: C, H, L e S, respectivamente (Tabela 1) (BASTOS, C N; EVANS, 1985;
GRIFFITH; HEDGER, 1994; HEDGER; PICKERING; ARAGUNDI, 1987; MARELLI et al.,
2009; MEINHARDT et al., 2008).
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Table 1 Summary of the pathogenicity of the biotypes and their genetic diversity.

Hospedeiro Diversidade genética
Biotipo C Theobroma and Herrania spp. (Malvaceae) Varios isolados foram encontrados”
Biotipo H Heteropterys acutifola (Malpighiaceae) Reclassificado em uma nova espécie Crinipellis
Biotipo L Arrabidaea spp. (Bignoniaceae) Diversidade extrema
Biotipo S Solanum spp. (Solanaceae) Varios isolados foram encontrados”

* Indica que os isolados tendem a ter uma orientagdo geografica, sendo a maior parte da diversidade genética
associada a isolados de diferentes origens geograficas (MEINHARDT et al., 2008).

2.1.5 Era gendomica e pos-genomica do fungo M. perniciosa

Considerando o impacto socio-econdmico causado pela vassoura-de-bruxa e as
limitacGes dos métodos de controle da doenca, muitos esforcos tém sido investidos em estudos
moleculares voltados tanto para gendmica como para trascriptomica e protedmica (chamadas
globalmente de “Omicas”). O genoma de M. perniciosa, publicado por Mondego e
colaboradores (2008), revelou um tamanho entre 38,7-39 Mb, muito proximo ao genoma de
espécies como Coprinopsis cineria, também da ordem Agaricales, que apresenta um genoma
de 37,5 Mb. Alta similaridade também foi detectada com outros basidiomicetos, como Laccaria
bicolor e Phanerochaete chrysosporium (KUES; NAVARRO-GONZALEZ, 2010). O niimero
de genes preditos para M. perniciosa foi de 16 392, sendo que 11 349 deles apresentaram alta
similaridade com o dados disponiveis no GenBank (MONDEGO et al., 2008).

Os avangos nos estudos Omicos de M. perniciosa possibilitaram entender melhor a
expressdo de genes do fungo em diferentes estagios de desenvolvimento (estagios biotréfico e
necrotrofico) (GOMES et al., 2016; PIRES et al., 2009) como também na interacdo com seu
hospedeiro (GESTEIRA et al., 2007; SCARPARI et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2014). Esse
fungo possui genes que se destacam em relacdo a processos de detoxificacdo, degradacédo de
parede celular, resisténcia a espécies reativas de oxigénio (ERQO), dentre outros. Esses genes
mostram o potencial de M. perniciosa para lidar com o ambiente do hospedeiro (e.g. barreiras
fisicas e quimicas) (GOMES et al., 2016; MONDEGO ET AL., 2008; PUNGARTNIK et al.,
2009a; SCARPARI et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2014).

2.2  Desenvolvimento fungico e resposta a estresse
2.2.1 Sinalizacao celular

De modo geral, os fungos, bem como todos os seres vivos, reagem ao ambiente
externo e respondem aos mais diversos estimulos, como mudanga de pH, temperatura, mudanca

da osmolaridade do meio, substancias oxidantes, escassez de nutrientes, dentre outros. Para isso
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s80 necessarias vias de sinalizacdo que possibilitem o organismo em perceber e reagir aos mais
diversos estimulos bidticos e abi6ticos. Dentre as vias de sinalizagdo conhecidas, as mais bem
estudadas em fungos filamentosos, sdo aquelas relacionadas com Guanosine TriPhosphate-
Binding protein (GTPase monomérica e proteina G heterotrimérica), Mitogen-Activated
Protein Kinases (MAPK), Adenosina Monofosfato Ciclico (CAMP), calcio, Target Of
Rapamycin (TOR) e sinalizagéo via pH (KATHERINE. A. BORKOVICH, 2010).

2.2.2 Via GTPase

2.2.2.1 Via GTPases monoméricas

A via das GTP-Binding protein (GTP-Bp) é muito importante em diversos processos
celulares como morfogénese, polaridade, movimento e divisao celular (JAFFE; HALL, 2005).
Dentro desse grupo de proteinas, encontram-se as GTPases monomeéricas, representadas por
proteinas da subfamilia Ras e RasHOmMologo (Rho), envolvidas na transducdo de sinal em
levedura e fungos filamentosos. A subfamilia Rho em fungos é representada por RHO, Cell
Division Cycle 42 (CDC42) e RAC, que além das funcdes ja citadas, desempenham importante
papel no crescimento filamentoso e patogénese em fungos (JAFFE; HALL, 2005; SUDBERY,
2008). Por serem proteinas do tipo GTP-Bp, sua ativacao depende da troca de uma molécula de
Guanina Difosfato (GDP) para uma Guanina Trifosfato (GTP), mudando a proteina de uma
forma inativa para ativa, respectivamente. Essas trocas dependem da atuacdo de proteinas
Guanine nucleotide Exchange Factor (GEF) (BORKOVICH; EBBOLE, 2010; MADDEN,;
SNYDER, 1998), que sdo proteinas responsaveis por realizar a troca de uma molécula de GDP
para GTP. Além disso, as proteinas RHO possuem a atividade de GTPase, sendo capaz de
converter GTP para GDP, o que lhes confere a capacidade de fornecer grupos fosfatos para
ativar outras proteinas.

RHO1 é uma das GTPases que regula processos marcantes para morfogénese,
viruléncia e sintese de glucano, bem como a expressao de genes relacionados com biossintese
de parede em fungos (GUARRO; PIETRO, 2008; QADOTA, 1996). Os impactos da atuagédo
de RHO1 na célula, bem como de outras GTPases, estdo relacionados com seu potencial
regulatorio de vias como a MAPK pela ativacdo da Protein Kinase C (PKC1). A via MAPK é
uma cascata de proteinas serina/treonina quinase que esta relacionada com a regulacdo de uma
gama de processos dentro da célula: proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, resposta a
estresse (PLOTNIKOQV et al., 2011). Também é relacionada com a integridade e organizagéo
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da parede celular de fungos, na qual PKC tem papel central na ativacdo de proteinas
relacionadas com a sintese de quitina (FUCHS; MYLONAKIS, 2009a; LEVIN, 2011). A
ativacdo de MAPK por RHO1 é indireta e se da pela ativacdo de PKC1 (NONAKA et al., 1995).
Além disso, RHOL1 faz parte da subunidade reguladora com complexo glucano sintase, sendo
assim, a biossinte de glucano na celula é dependente da ativacdo do complexo RHO1, via
fosforilacdo (QADOTA, 1996).

Por outro lado, CDC42 € considerado um regulador mestre do processo de
polarizacédo celular e se destaca junto com RHO1, ambos estando associados com o fenémeno
de polarizacéo celular (PEREZ; RINCON, 2010). A literatura tem mostrado que CDC42 age
junto com a RAC1, e tem como principal funcdo a formacdo de septos, enquanto RAC1 tem
papel marcante na morfogénese das hifas (BORKOVICH, KATHERINE A. EBBOLE, 2010b).

2.2.3 Via de sinalizacio TOR

A sinalizagdo celular via Target Of Rapamycin (TOR) é a principal via responsavel
por responder as variagbes na célula dos nutrientes, como o nitrogénio. Seu principal
constituinte é a proteina phosphatidylinositol 3-kinase, TOR. Essa via é muito conservada em
eucariontes e tem como principais elementos os complexos TOR (TORC1 e TORC2), que sdo
muito bem documentados e caracterizados na literatura. Em Saccharomyces cereviseae os dois
complexos estdo presentes (LOEWITH; HALL, 2011).

O complexo TORCL1 tem sido documentado como sensivel a rapamicina, que é uma
droga responsavel por inibir a via TOR fazendo com que o organismo ndo perceba a condicao
de falta de nutrientes (FUCHS; MYLONAKIS, 2009a). Esse complexo desempenha importante
papel na célula, nos processos de sintese de proteinas, degradacédo e sintese de ribossomos,
sintese de mMRNA e autofagia. Por outro lado o complexo TORC2, em S. Cereviseae, nao €
sensivel a rapamicina e esté relacionado com processos como o controle da polimerizagdo da
actina e a manutencdo da integridade da parede celular (LOEWITH et al., 2002). Esses dois
complexos tém diferentes composi¢cdes em suas subunidades. O complexo TORC1 de S.
cereviseae contem TOR1 ou TOR2, Kogl, TCO89 (ADAMI et al., 2007) e LST8, enguanto o
complexo SCTORC2 contem TOR2, LST8, AVO1, AVO2 e AVO3 (LOEWITH; HALL, 2011;
WULLSCHLEGER et al., 2005). Dentre os representantes dos basidiomicetos, Pleurotus

osteatus foi identificado tendo os dois complexos, porém, ndo foi identificado em seu genéma
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0 gene para a subunidade TCO82 no compleco TORC1, enquanto no complexo TORC2, foram
encontrados as subunidades TOR2, LST8, AVO1 e AVO3 (SHERTZ et al., 2010).

2.2.4 Parede celular de fungos: sintese e manutenc¢ao da integridade

Os fungos possuem uma parede celular que € essencial para a viabilidade de suas
células, para os processos de morfogénese, desenvolvimento filamentoso, patogenicidade,
dentre outros (LEVIN, 2011). A sintese e manutencdo dessa parede é feita por proteinas
associadas a uma via de sinalizacao Cell Wall Integrity (CWI), responsavel por sinalizar para
a sintese dos contituintes da parede celular. A via CWI também é responsavel por sinalizar
danos na parede e consequente reparo desses danos. Essa via, como muitas outras, possuli
receptores de reconhecimento de sinais do estresse (WCS1, WCS2, WCS3, MID1 e MTL1) e
de modo geral esses receptores transmitem o sinal para RHO1 GTPase, através do GEF
ROMZ2/1, que desencadeia uma série de sinais na célula que vao desde a ativacdo de proteinas
via fosforilacdo até a ativacdo da expressao de genes relacionados a sintese dos compostos da
parede celular, via ativacéo de fatores de transcri¢do (LEVIN, 2011).

A estrutura da parede celular de fungos € muito complexa e cada fungo possui uma
parede celular muito peculiar em relacdo a seus padrbes moleculares, porém existe uma
composicdo basica que € comum a todos eles. As principais moléculas encontradas na parede
celular dos fungos sdo: quitina, glucano, glicoproteinas e manano (BOWMAN; FREE, 2006).
A quitina é um polissacarideo do tipo homopolimero, com cadeia linear constituido por
mondmeros de B-1,4-N-acetilglucosamina (GIcNAc). A unidade monomérica do GICNACc é a
UDP-GIcNAc. Embora a quitina seja um carboidrato importante para os fungos, ela representa
apenas 1-3 % do peso seco da parede celular de fungos como leveduras, sendo que 5% desse
valor correspondem a forma desacetilada da quitina (quitosano) (BOWMAN; FREE, 2006;
DIAZ-JIMENEZ et al., 2012). Em resposta a estresses, 0s niveis de quitina na parede celular
pode aumentar muito, podendo chegar a 20% do peso seco; essa € uma resposta de emergéncia
da célula para reparar danos ndo programados na parede celular. Essa resposta rapida na sintese
de quitina esta relacionada com o fato de existir uma reserva de Chitin Synthase 3 (CHS3) na
face trans do complexo de Golgi. Na condicdo de estresse, a CHS3 é transportada para a
membrana plasmatica, onde ela desempenhara seu papel na sintese da quitina (LEVIN, 2011,
VALDIVIESO et al., 2000). Assim, a CHS3 ¢ a principal responsavel pela integridade e

resposta rapida de sintese de quitina na célula.
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Enquanto a quitina € um dos menores constituintes da parede celular, o glucano é o
maior, chegando a variar entre 50-60% do peso seco da parede celular. O glucano também é
um carboidrato de cadeia linear, formado a partir de moléculas de UDP-glicose ligadas através
de ligagoes B-1,3 (30-45% da parede), com ramificagdes B-1,6 (5-10% da parede). Em
Saccharomyce cerevisiae a sintese de glucano é realizada por proteinas intermembranares que
compdem o complexo Glucano Sintase (GS). Esses genes sdo Fksl, Fks2 e Fks3 (FK506
Sensitive) (KLIS; BOORSMA; DE GROOT, 2006).

A sintese de glucano é regulada por RHO1. Essa GTPase faz parte do complexo GS
(DRGONOVA et al., 1996; QADOTA, 1996) ativando-o e permitindo que a sintese de glucano
ocorra. Essa ativacdo sé é possivel se uma molécula de GDP carregado por RHO1 for trocado
por um GTP. Quem faz essa troca € o GEF ROM1/2. Por outro lado, a sintese de glucano, e
outros genes relacionados com a sintese dos constituintes da parede celular, séo regulados a
nivel transcricional, também pela acdo de RHO1, pelo seu potencial de ativar PKC1 que € a
primeira proteinas da cascata MPAK (FUCHS; MYLONAKIS, 2009a; PEREZ; RINCON,
2010). O final da via MAPK ativara fatores de transcricdo relacionados com a regulacdo dos

genes de sintese de glucano, assim como ocorre na sintese de quitina.

Os processos relacionados com a sintese de parede celular sdo importantes nao
apenas para a manutencdo dessa estrutura e bom funcionamento da célula, mas também, para o
crescimento filamentoso em fungos. Para isso, a célula exige a atividade de enzimas que
degradam a parede (glucanases e quitinases) de modo programado. Durante esses processos, as
células do fungo tende a degradar regides de sua parede para permitir o afrouxamento
necessario para que o organismo cres¢a (LEVIN, 2011). Esse processo de crescimento de
fungos é cordenado com uma alta atividade do citoesqueleto que atua na organizacdo do
filamento de actina, e é nesse contexto que GTP-Bp como CDC42 sdo fundamentais (TAPON;
HALL, 1997).

2.2.5 Autofagia

O processo de autofagia € um fendmeno celular programado essencial para o
remodelamento das estruturas celulares, balanco dos recursos quando o organismo esta sob
condic&o de escassez de nutrientes e € um processo essencial para o crescimento de organismos
como os fungos. Através desse mecanismo a célula consegue reciclar suas organelas,
macromoléculas ndo funcionais (e.g. proteinas), dentre outras. Existem basicamente trés tripos

de processos autofagicos: a microautofagia, macroautofagia e autofagia mediada por
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chaperonas (AMC) (GLICK; BARTH; MACLEOD, 2010; KELEKAR, 2005). No processo
de microautofagia, o contetdo a ser digerido se funde direto ao lisossomo. A AMC é um
processo relacionado a reciclagem de proteinas, no interior da célula. Por outro lado, na
macroautofagia, vesiculas (autofagossomo) contendo o contetdo a ser digerido, se funde com
lisossomos. O resultado dessa fusdo gera uma estrutura denominada autolisossomo. A literatura
tem atribuido o nome “autofagia” para descrever a macroautofagia. Esse processo ¢
desencadeado em resposta a escassez de nutrientes, como a deplecéo de nitrogénio e ions (e.g.
zinco, manganés, ferro) (POLLACK; HARRIS; MARTEN, 2009).

O processo de autofagia é orquestrado por uma série de genes relacionados a
autofagia (genes ATG). As principais vias de regulacdo desse processo, em condicGes de
estresse, sdo mediadas por proteinas quinases P13 da classe | e Il, e a via de proteinas G
triméricas. Além desses, 0 processo de autofagia é regulado pela via TOR que é responsavel
por suprimir os processos autofagicos, impedindo assim o turnover de nutrientes no organismo
(CHANG et al., 2009).

A escassez de nutriente desencadeia grandes mudancas na morfologia de fungos
filamentosos através de processos de apoptose e de macroautofagia (POLLACK; HARRIS;
MARTEN, 2009). Em basidiomicetos, essas mudancas podem ser relacionadas com producéo
pelo fungo da suas estruturas reprodutoras (e.g. basidiocarpo e basiodiosporos) (GOMES et al.,
2016; PIRES et al., 2009; POLLACK; HARRIS; MARTEN, 2009; PUNGARTNIK et al.,
2009a; SANTOS; BRENDEL; PUNGARTNIK, 2008)(GOMES et al., 2016; PIRES et al.,
2009; POLLACK; HARRIS; MARTEN, 2009; SANTOS; BRENDEL; PUNGARTNIK, 2008).

2.3 Estudos de biologia de sistemas

A vida é uma condicdo que depende da organizacdo sistematica de moléculas
quimicas, originando propriedades que sustentam a ordem existente nos sistemas vivos. Estudos
que levam em conta ndo apenas seus componentes isolados, mas tambem, um grau maior de
complexidade dentro de um sistema, podem revelar pontos centrais potencialmente utilizaveis
como alvos de controle do processo fisioldgico estudado. A identificacdo desses alvos pode ser

feita com a integracéo de dados Omicos.

A introducdo de ferramentas Omicas em estudos de genética, possibilitaram a

identificacdo de biomoléculas (DNA, RNA, proteinas, metabolitos) responsaveis por
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caracteristicas gerais e pontuais para 0s mais diversos grupos e espécies de organismos Vivos e
responsaveis pelas caracteristicas e propriedades desses seres. Nesse contexto, a biologia de
sistemas é uma area que vem crescendo para integrar o crescente volume de informacdes gerada
por aquelas ferramentas (BONATTO; NAKAYA, 2016; BREITLING, 2010). A biologia de
sistemas € um abordagem interdisciplinar que se baseia no estudo das complexas interacdes que
ocorrem em um sistema biolégico, focando nas interacdes entre suas moléculas como ponto de
partida (BREITLING, 2010; SAUER U.; ZAMBONI, 2007). Esse ponto de partida tem como
base a ideia de que para promover a compreensdo de um sistema é necessario decompor esse
sistema em partes e 0 estudo dessas partes permitird entender o todo. Essa estratégia de estudo
é conhecida como abordagem top-down (de cima para baixo, ou ainda, do mais complexo para
0 menos complexo). Ainda, uma outra estratégia empregada pela biologia de sistemas é a
abordagem bottom-up (de baixo para cima, ou ainda, do menos complexo para 0 mais
complexo) (BONATTO; NAKAYA, 2016). Em ambas estratégias o intuito é entender o
sistema, e ambas estratégias devem ser, se puder, complementares. Nesse sentido, a
interdisciplinaridade é uma caracteristica marcante da biologia de sistemas, por langar méo de
modelos matematicos, principios da engenharia, computacdo, fisica, biologia, dentre outras
disciplinas, para lidar com o complexo desafio de modelar um sistema vivo (BREITLING,
2010).

A BIOLOGIA DE SISTEMAS Nivel dé B B'I.OLOHGIA DF SISTEM&S ., Nivel ‘de
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Figura 4. Abordagens empregadas em estudos de biologia de sistemas. A. Representacdo do
estudo de cima para baixo (top-down). B. Representa¢édo do estudo de baixo para cima (bottom-
up). Ambas abordagens seguem um ciclo, sempre com o intuito de obter novas informacgdes

sobre 0 nosso modelo (sistema). Fonte: (BONATTO; NAKAYA, 2016).
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Como dito anteriormente, atualmente a biologia dispbe de métodos que permitem
decompor um organismos em suas biomoléculas, sendo esse o ponto de partida para estudo de
biologia de sistemas top-down (BONATTO; NAKAYA, 2016; BREITLING, 2010). Sistemas
bioldgicos sdo complexo, nesse sentido a biologia de sistemas é fundamental para promover a
compreensdo das propriedades que emergem da interacdo das biomoléculas desses sistema, que
ndo pode ser predito apenas com o estudo de suas partes isoladas (BREITLING, 2010). Dada a
complexidade desses sistemas, e 0 vasto nimero de interacBes que ocorrem entre suas
biomoléculas, a utilizacdo de ferramentas baseadas na teoria de grafos é uma forte aliada para

entender o papel das partes e o sistema como todo.

2.3.1 Redes

Sendo uma ferramenta poderosa em estudos de biologia de sistemas, as redes
possibilitam resumir uma célula, tecido, 6érgdo, ou organismo a um conjunto de nés (vértices) e
conectores (links) por onde a informacdo trafega, representativos das propriedades do sistema
(SAADATPOUR; ALBERT, 2013). Assim, redes sdo teoricamente embasadas na teoria de
grafos e apresentam propriedades que permitem distinguir trés tipos basicos de redes: i, redes
aleatorias; ii, redes livre de escala; e iii, redes hierarquicas (BARABASI; OLTVAI, 2004).
Compreender a arquitetura dessas redes é um passo determinante para o desenvolvimento de

analises de sistemas complexos.

Rede ndo direcionada Rede direcionada

Conexao

Conector (E) f""a/ Conector (E)

(mwxm

N6 (V) N6 (V)
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Figura 5. Representacdo de duas redes (grafos). Na rede direcionada (a direita), as setas
indicam o sentido da interag&o e a espessura da seta denota a forga da interagdo. “V”’ equivale

ao numero de vértices (nds) ¢ “E” corresponde ao nimero de conectores (edges). Fonte:

(BONATTO; NAKAYA, 2016)

Para compreendermos as propriedades de cada uma das redes citadas acima,
precisamos levar em consideracdo algumas métricas importantes em estudos de redes. Dentre
essas métricas destacamos: i. Grau (degree-k); ii. Distribui¢do do grau (P(k)); iii. Caminho
mais curto (£); e iv. Coeficiente de clusterizacdo (C). As medidas de k e £ séo valiosas para o

estudo de diferentes centralidades em uma rede.

2.3.1.1 Grau (Degree)

O Grau (k) é um métrica direcionada para quantificar o nmero de conectores de cada
no de uma rede, que equivale ao nimero de conectores que determinado né possui realiza em

uma rede. O grau de um no pode ser definido como:

n

Ca(pi) = Z a(pi, Px)
i=1
onde n equivale ao nimero de nds encontrados na rede. a(p;, px) € igual a 1 caso exista
interacdo entre o N0 i e k, e 0 caso ndo exista interacdo entre o nd i e k (ABBASI; HOSSAIN;
LEYDESDORFF, 2012a; FREEMAN, 1978).

Esse métrica varia quando comparamos redes direcionadas (nas quais existe sentido
da interacdo) e ndo direcionadas (as interacGes ndo tém direcdo, sentido) (Figura 5). Nessas
ultimas temos dois valores para k interacfes que chegam no no (k;,,) e as interaces que saem
dono (k,,:) (JEONG et al., 2000). Por outro lado nas redes ndo direcionadas temos apenas um
valor k, que é empregado para calcular um valor médio de grau < k >= 2L/N, onde N
representa o nimero de nés da rede nao direcionada e L equivale ao nimero de conectores dessa
rede (BARABASI; OLTVAI, 2004).

2.3.1.2 Distribuicdo de grau

Quando consideramos as conexdes que 0s nds realizam em uma rede, é necessario

considerar que existe uma probabilidade de um determinado n6 possuir k conexdes. Essa
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probabilidade é dada pela Distribuicdo de Grau, P (k). Essa distribuigdo é uma das métricas
mais marcantes para diferenciar os variados tipos de redes (aleatdria, livre de escala e
hierarquicas) (BARABASI; OLTVAL, 2004).

2.3.1.3 Caminho mais curto (Shortest path)

A medida do caminho entre dois n6s em uma rede é dada pelo comprimento do
caminho (path length), a partir dessa medida podemos identificar o caminho mais curto
(Shortest path) (#) entre dois nos, que € importante para determinar a eficiéncia da transmisséo
de determinada informacédo dentro de uma rede (JEONG et al., 2000; XU et al., 2011). Podemos
também considerar um valor médio (< ¢ >) para essa medida, que equivale a uma média de
todos as valores (¥) para todos os pares de interacdo em uma rede (BARABASI; OLTVAI,
2004).

2.3.1.4 Coeficiente de clusterizacao

Os clusters, mddulos ou comunidades, sdo regides de uma rede que apresentam maior
agregacdo entre si. O coeficiente de clusterizacdo (C) (C; = 2n,/k(k-1) de uma rede é uma
das propriedades mais relevantes por representar a capacidade que os nés da rede tém de formar
maodulos. Esse coeficiente parte do principio de que em uma rede, se A se conecta com B e com
C, existe uma alta probabilidade de B também se conectar com C. Desse modo, é possivel
calcular a probabilidade. Essa métrica segue uma lei de poténcia, segundo a qual C(K)~K™1,
onde C(K) corresponde a média de C para 0s ndés com K conexdes (BARABASI; OLTVAI,
2004; JEONG et al., 2000).

2.3.1.5 Centralidades

Uma consequéncia das propriedades acima citadas, € que as redes tendem a assumir
uma topologia que permite identificar nés com papel de destaque, dentro da rede (POLONI et
al., 2014). Esse papel esta relacionado com o grau do nd, bem como com a quantidade de
informagdo que trafega por determinado nd, dentre outras. Dentre as centralidades, destacam-
se degree (grau) e betweenness (intermediacao).

Degree
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A ideia de centralidade em redes surgiu em estudos de redes sociais, trazendo a ideia
de que em grupos sociais existem pessoas que sdo mais influentes que outras (BAVELAS,
1948; FREEMAN, 1978). Essa influéncia é uma consequéncia clara de propriedades como a de
livre de escala. Assim, determinar a centralidade dos nos de uma rede € uma etapa marcante
para identificar genes mais influentes ou significantes para o sistema (JEONG et al., 2001,
KHURI; WUCHTY, 2015). Em estudo de redes, as centralidades podem ser classificadas em
global ou local. Quando consideramos a importancia de um né em relacdo ao numero de
conexdes estamos falando de papel local (centralidade local). Por outro lado, existem medidas,
como o valor de betweenness de um no, que considera a posicao estratégica de um né em relagéo

a arquitetura geral da rede ; nesse caso, falamos em centralidade global (SCOTT, 2000).

Uma consequéncia da propriedade de grau (que é uma centralidade local) é a
possibilidade de existir em uma rede (como aquelas de topologia livre de escala), nds que
apresentam conectividade acima do valor de < k > da rede. Esses nds passam a assumir um
papel de destaque, sendo considerados hub, e portanto tendem a ser mais importantes para o
sistema (BARABASI, 2016; BARABASI; ALBERT, 1999). Em um sistema bioldgico,
proteinas hub sdo determinantes para o trafego da informac&o dentro da rede. Esses nés, quando
eliminados da rede, tendem a aumentar 0 nimero de passos necessarios para que a informacao
saia de um ponto e chegue a um segundo ponto da rede (ALBERT; JEONG; BARABASI,
2000).

Bottleneck

. Hub-bottleneck

O Hub-non-bottleneck

. Non-hub-non-bottleneck

. Non-hub-bottleneck
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Figura 6. Representacdo de uma rede, com nds com diferentes centralidades. N6 com grau
(degree) elevado, s@o considerados hub (n6 de cor laranja). N6 com alto valor de grau e alto
valor de intermediacdo (betweenness) sdo considerados hub-bottleneck (n6 de cor verde).
Aquele né de cor azul € considerado apenas bottleneck (gargalo), por possuir elevado valor para
intermediacao. Por fim, existem nos que possuem baixo valor de grau e de intermediacao, esses
nos ndo sdo considerados tdo relevantes para o sistema, e sdo considerados nao-hub-ndo-
bottleneck (n6s comuns). Fonte: (YU et al., 2007).

Betweenness
Considerando os caminhos precorridos pela informacdo dentro de uma rede (Path

length), e quais os caminhos mais curtos (Shortest path) (¢€), é possivel determinar a
centralidade betweenness, que é uma centralidade global. Betweenness mensura a quantidade
de (£) que passa através de um determinado n6. O valor de betweenness pode ser definido

como:

C,(n) = Z(Ss(g(:l)); sEn#t

onde s e t sdo nos na rede diferentes de n. dst indica 0 nimero de caminhos mais curtos de s para
t, e o(n) € 0 nimero de caminhos mais curtos de s para t que se encontram em n (FREEMAN,
1978).

Em uma rede, aqueles n6s que possuem valor de betweenness acima da média, séo
considerados bottleneck (gargalos), indicando que existe muita informacao passando por esse
nd. Os gargalos vém sendo considerados verdadeiras pontes dentro das redes, mais relevantes
para a rede do que os hubs (ABBASI; HOSSAIN; LEYDESDORFF, 2012b; JEONG et al.,
2001; YU et al., 2007).

2.3.2 Tipos de rede

2.3.2.1 Redes aleatorias

As redes aleatdrias (RA) seguem modelos de redes caracterizados por Erdos-Rényi
(1960). Essas redes possuem N nds conectados de modo aleatorio, onde cada par de interacao
ocorre com a probabilidade p. Desse modo, essas redes possuem pN (N — 1)/2 nds conectados
aleatoriamente. Uma implicagdo dessa propriedade é que as redes aleatOrias seguem uma

distribuicdo de Poisson, apresentando nés com grau (nimero de conexdes) muito proéximo da
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média da rede < k >; n6s com alto grau sdo muito raros. Desse modo, uma das maiores
caracteristicas dessas redes é que P(k) e C(K) seguem uma lei de poténcia (BARABASI,;
OLTVALI, 2004). RAs ndo sdo muito importantes para as redes que observamos em nosso

cotidiano.

2.3.2.2 Redes livre de escala

Ao contrario das redes aleatorias, as redes livres de escala (RLEs; scale-free) sdo
mais importantes para as redes que observamos no mundo real, inclusive para os sistemas
biolégicos. Em um organismo podemos ter redes de transducao de sinal, redes de regulacéo de
genes, redes de interacao proteina-proteina (PPI) e redes metabolicas. Quando falamos em redes
bioldgicas, precisamos levar em consideracdo as propriedades que essas redes possuem, que
sdo caracteristicas para a topologia livre de escala.

Segundo Barabasi & Albert (1999) a raiz evolutiva das RLES esta relacionada com
dois principios bésicos: i. as redes sdo capazes de crescer (propriedade de crescimento) pelo
surgimento de novos noés, originados, por exemplo, da duplicacdo génica, transferéncia génica,
etc; ii. existe uma ligacdo preferencial de nos (preferential attachment), segundo a qual um
novo nos adicionado a rede tende a se conectar com nds que sdo mais conectados, sendo essa
uma propriedade conhecida entre estudiosos de redes como o principio do “rico fica cada vez
mais rico” (ABBASI; HOSSAIN; LEYDESDORFF, 2012a; BARABASI, 2015; BARABASI;
ALBERT, 1999). Devido a esse fato, proteinas altamente conectadas, tendem a aumentar o seu
grau de conectores ao longo dos processos evolutivos. Com isso, as redes bioldgicas (RLES)
possuem propriedades especificas: i. seguem uma lei de poténcia (power-law); ii. podem ser
direcionais ou ndo direcionais; iii. sdo livre de escala; iv. 0s nés da rede tém a capacidade de se

agrupar; e v. apresentam efeito de pequeno mundo (small-world effect) (JEONG et al., 2000).

As redes bioldgicas tém uma P (k) que segue uma lei de poténcia (P(k)~K~Y),
onde y < 1. Essa propriedade coloca os sistemas biolégicos sob o controle de robustos
fendmenos auto-organizados que vao alem das particularidades das pecas individuais. Essas
redes apresentam muitos nGs com poucas interagdes e poucos n0s muito conectados, seguindo
uma distribuicdo de Poisson e dando origem a topologia livre de escala, que é caracteristica das
redes bioldgicas (BARABASI; ALBERT, 1999). Essas caracteristicas devem ser levadas em
consideracdo para a selecdo de alvos para inibidores (JEONG et al., 2001) devido a alta

resiliéncia dessas redes.
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2.3.2.3 Redes hierarquicas

Como ja exposto e vale a pena ressaltar, as RAs ndo tém relevancia no mundo real, muito
menos no contexto dos sistemas bioldgicos, porém, as RLES, e aqui nesse topico, as redes
hierarquicas (RHs), tém destaque para o nosso cotidiano e claramente, nos sistemas vivos. Essas
redes possuem nos conectados de modo denso formando regides densamente conectadas
(clusters ou modulos) e nés hub que fazem a conexdo entre modulos; na arquiterura hierarquica,

tanto P (k) quanto C (k) seguem uma lei de poténcia.

A Rede Aleatéria B Rede livre de escala C Rede hierarquica
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Figura 7. Diferentes modelos de redes e suas propriedades. A. Modelo aleatério (Ab), segundo
0 qual os nos possuem em média 0 mesmo numero de conectores, seguindo uma distribuicdo
de Poisson (Ab); nessas redes C(K) ndo tem relagdo com k (Ac). B. Modelo livre de escala;

esse modelo segue uma lei de poténcia que possibilita a existéncia de poucos nés muito
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conectados e muitos nds com poucas conexdes (n6s azul em Ba), a probabilidade de um no ter
muitas conexdes € muito baixa (Bb); nessas redes C(K) também ndo tem relacdo com k. C.
Modelo hierarquico no qual existem no6s conectados de modo denso formando regides
densamente conectadas (mddulos) e nés hub que fazem a conexao entre modulos (Ca). Fonte:
(BARABASI; OLTVAI, 2004).

2.3.3 Métodos para identificacio e predicao de interacio proteina-proteina (IPP)

Atualmente muitos métodos experimentais sao empregados para identificar redes de
interacdo proteina-proteina (IPP), como por exemplo, 0 método de duplo hibrido (yeast two-
hybrid system-Y2H), cromatografia de afinidade e imunoprecipitacdo (GAVIN et al., 2002;
HARRINGTON; JENSEN; BORK, 2008; PHIZICKY:; FIELDS, 1995; QI; NOBLE, 2011). Em
contrapartida, esses métodos possuem limitacGes, a exemplo, eles ndo séo capazes de identificar
as interacOes para todas as proteinas de um organismo e podem identificar interagcdes que nunca
acontecem em um sistema vivo, devido ao fato de que as moléculas envolvidas estdo localizadas
em compartimentos diferentes. Desse modo, métodos computacionais podem ser utilizados
com o intuito de identificar IPP usando as sequéncias dos aminoacidos de todas as proteinas de
uma determinada espécie (SKRABANEK et al., 2008).

Dentre as abordagens computacionais empregadas no estudo das IPPs encontra-se o
perfil filogenético (Phylogenetic Profile) que busca identificar proteinas que interagem, com
base na ideia de que se duas proteinas sdo herdadas juntas e porqué de algum modo elas estdo
relacionadas (HUYNEN; BORK, 1998; MARCOTTE et al., 2014). O método de vizinhanga
genbmica (t) parte do principio de que se genes apresentam localizacdo muito proxima no
genoma, e que essa proximidade é conservada entre os genomas, entdo as proteina codificadas
por eles devem interagir (HARRINGTON; JENSEN; BORK, 2008). Um terceiro método tem
como base o sistema operon das bactérias, que sdo genes expressos no mesmo mRNA, sendo
considerados genes fundidos (Gene Fusion) e geralmente participam da mesma via, logo, tém
relacdo de interagdo (ENRIGHT et al., 1999; LEE et al., 2008). O método de co-evolugéo de
sequéncias (Sequence Co-evolution) busca identificar IPP assumindo que se um par de proteina
A e B tém um perfil filogenético semelhante a esse das proteinas C e D, e que as proteinas C e
D interagem entre si, logo A e B, também interagem (SATO et al., 2005). Por fim existe o
método que se baseia na comparacdo por similaridade, entre as sequencias do organismo em
estudo, contra as sequencias de proteinas que interagem em uma rede proteina-proteina, em

seguida as proteinas homdlogas encontradas sdo mapeadas no organismo em estudo para
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predizer o interatoma (FLOREZ et al., 2010; KIM et al., 2008; MATTHEWS et al., 2001;
REZENDE et al., 2012; YU et al., 2004).

Métodos como os citados acima tém sido aplicados com sucesso na identificacao de
alvos para o controle de fitopatégenos, como no fungo da brusone do arroz (Magnaporthe
grisea) bem como na planta, no sentido de selecionar genes candidatos para a resisténcia a
estresse biotico e abiodtico (LIU et al., 2017). Em Mycobacterium tuberculosis e Leishmania
major as abordagens computacionais de redes IPPs também foram aplicadas no sentido de
identificar alvos para o controle de doengas causadas por esses patdgenos em humanos
(CASCANTE et al., 2002; CUI et al., 2009; FLOREZ et al., 2010; REZENDE et al., 2012).
Ainda, muitos trabalhos voltados para a compreensdo da biologia de organismos como
Arabidopsis thaliana e Homo sapiens empregaram essas abordagens (HE et al., 2008; JONES
et al., 2014; ZHANG et al., 2016) demostrando que interatdbmas preditos sdo alternativas

eficazes em estudos de biologia de sistemas.

33



3 CAPITULO I

Desenvolvimento de Moniliophthora perniciosa: genes chaves envolvidos na organizacao
da parede celular e autofagia mediada por estresse
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Abstract

Background. Moniliophthora perniciosa € o basidiomiceto causador da vassoura-de-bruxa no
cacaueiro. Essa doenca tem sido um grave problema e ameaca para a industria do chocolate e
para regides produtoras de cacau. Genes como quitina sintase (Chs), quitinases (Chit) e genes
de autofagia (Atg) vém sendo considerados muito importantes para a biologia desse fungo e
relacionados com resposta a estresse. Estudar esses genes a nivel sistémico e através de
expressao genica nos possibilitou identificar e compreender a dindmica de importantes

fendmenos celulares durante o desenvolvimento de M. perniciosa.
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Results. Nesse trabalho, implementamos uma abordagem de mineracao de dados da literatura,
estudo de rede de interacdo proteina-proteina (IPP) e expressdo genica que nos permitiu
identificar atores relacionados com organizacédo da parede celular e autofagia em M. perniciosa.
Dentre eles, destacamos representantes do complexo TORC2, que se mostrou 0 mais relevante
na resposta a falta de nutrientes nas fases que precedem o desenvolvimento do basidiocarpo.
Esse complexo interagiu com importantes genes envolvidos na sintese de parede celular, e na
polarizacdo e divisdo celular (MpFksl, MpChs, MpCdc42, MpRom2). MpRom2 ¢é um
importante hub-gargalo associado com a regulacao a jusante de vias de reparo relacionadas a
danos e sintese da parede celular. Processos de autolise e autofagia foram associados com
MpChit2, MpAtg8 e o complexo TORC1 (MpTorle MpKogl). TORC1 é um complexo central
na sinalizacdo a jusante para a resposta ao estresse por escassez de nutrientes, autofagia,
remodelamento de hifas e regulacdo de crescimento. Foi sugerido uma estreita relacdo entre
MpChit2 e o processo de autdlise, junto com o complexo TORC1 e ATGS.

Conclusions. Esse trabalho é um dos primeiros relatos que utiliza uma abordagem que integra
expressao génica e redes de IPP para explorar mecanismos celulares importantes para o
desenvolvimento de M. perniciosa, como a formacéao do basidiocarpo. Aqui, focamos no estudo
de vias como TOR e GTPases (RHO1, ROM2) em relagdo com a resposta ao estresse e com 0s
seus impactos na organizacéo da parede celular e autofagia. A selecéo de alvos (Kogl, Rom2,
Torl, Ssz1, Gdil, Fksl, Ccd10, Cksl, Cdc42, Rhol, Avol, Atg8, Chs2, Cts2, Bag7, Cts2) via
rede IPP permitiu selecionar elementos que tém maior impacto para o sistema (Torl, Fksl,
Rhol, Cdc42, Rom2 e ATG8) e que participam da formacao do basidiocarpo. Tais elementos

séo bons candidatos para desenvolvimento de estrategia de controle do fungo.

Palavras-chave: Biologia de sistema, basidiomiceto, Saccharomyces cerevisiae, organismo

modelo.
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INTRODUCAO

O fungo basidiomiceto Moniliophthora (=Crinipellis) perniciosa (Stahel) Aime &
Phillips-Mora (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005) é responsavel por causar a doenca vassoura-
de-bruxa em plantas de cacau (Theobroma cacao L.), uma das mais drasticas doencas nas
regides das América Cental e do Sul (BRYAN A. BAILEY LYNDEL W. MEINHARDT, 2016;
MEINHARDT et al., 2008). Durante seu cultivo in vitro (bolachas), M. perniciosa passa por
intensas modificacbes na organizacdo de sua estrutura micelial como ramificacdo ou, ao
contrario, fusao das hifas (anastomose) levando a formacéo dos primérdios e consequentemente
dos basidiocarpos (PIRES et al., 2009). Foi mostrado que a formacdo dessas estruturas
reprodutoras esta relacionada com a escassez de nutrientes e de agua, e que existe uma relacéo
entre a formacao do basidiocarpo, 0 metabolismo da quitina e a autofagia (PUNGARTNIK et
al., 2009a; PIRES et al., 2009; GOMES, 2015; GOMES et al., 2016). Genes de autofagia
(MpAtg8), de sintese de quitina (MpChs) e de degradacdo da quitina (MpChitl e MpChit2)
foram identificados como elementos chaves do remodelamento das hifas previamente a
formacéo dos basidiocarpos (GOMES et al., 2016; PIRES et al., 2009).

Com base no contexto citado acima, estudo da interacdo entre proteinas pode trazer
novas perspectivas para explicar como aqueles genes atuam para naqueles processos e para o
desenvolvimento de M. perniciosa, de um modo geral. Diversos trabalhos vém mostrando que
redes de interacdo proteina-proteina (IPP) como base em homologia com organismos modelo,
podem ser utilizadas com sucesso para a compreensdo de fases do desenvolvimento de M.
perniciosa (e.g. degradacdo de pectina, germinagdo de esporos; CARVALHO et al., 2013;
MARES et al., 2016) bem como da interacdo desse fungo com seu hospedeiro (DA HORA

JUNIOR et al., 2012). Dentre os modelos podendo ser aplicados ao estudo do desenvolvimento
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de M. perniciosa, encontram-se Ustilago maydis e Saccharomyces cerevisiae para 0s quais
existe uma grande quantidade de informacdes disponiveis em bancos de dados apropriados ao
estudo (BOTSTEIN; CHERVITZ; CHERRY, 1997; BOTSTEIN; FINK, 2011; ALMEIDDA,
2014; MELO et al., 2015).

No presente trabalho, utilizando abordagens de biologia de sistemas e de biologia
molecular buscou-se compreender: (i) quais as proteinas interagindo com MpATGS,
MpCHIT1, MpCHIT2 e MpCHS, e envolvidas na formacdo do basidiocarpo; (ii) quais
processos bioldgicos e celulares estdo associados a estas proteinas; e (iii) qual o nivel de
expressao dos genes que codificam essas proteinas, durante o desenvolvimento de M.
perniciosa. Para alcancas tais objetivos, foi realizado i) um estudo in silico para caracterizagdo
estrutural dos genes, construcao e analise da rede de IPP e mineracéo de dados da literatura; e
i) um estudo de expressdo génica de genes chaves para o desenvolvimento de M. perniciosa
cultivado in vitro. Com isso, selecionamos genes que codificam proteinas que sdo nos centrais
para M. perniciosa, relacionadas com o controle da comunicagao entre grupos de proteinas mais
densamente conectadas na rede (JEONG et al.,, 2001). Dentre esses genes, destacamos
GDP/GTP Exchange factor (Rom2), componentes dos complexos TORC1 e TORC2 (Kogl,
Torl e Avol), Fksl, Rhol e Cdc24. Esses genes atuam em processos voltados para a
organizacdo e regulacdo da sintese da parede celular, regulacdo da autofagia, divisdo e
polarizacdo celular, dentre outros. Ainda, constatamos que MpChitl e MpChit2 além de
atuarem em momentos diferentes do desenvolvimento de M. perniciosa (GOMES et al., 2016),
se correlacionam com genes envolvidos com processos bem distintos, enquanto MpChit2 tem
maior correlagdo com MpAtg8, MpKogl, MpTorl e MpGdil que sdo relatados como
relacionado a processos de reciclagem de nutrientes e autofagia. MpChitl tem maior relagédo

com genes envolvidos com organizacdo da parede celular, divisdo celular, dentre outros
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processos que aqui consideramos como relacionados com o desenvolvimento normal de M.

perniciosa.

MATERIAIS E METODOS

1. Selecdo de alvos: interatomica e mineraciao de dados no PubMed

Ustilago maydis € um basidiomiceto dimorfico bem conhecido a nivel genético, celular
e metabdlico (MCCANN; SNETSELAAR, 2008; STEINBERG; PEREZ-MARTIN, 2008), e é
considerado como organismo modelo da patogénese de fungos (BOLKER, 2001). Para a
selecdo dos genes analisados nesse estudado, utilizamos as sequencias das proteinas MpCHIT1
(#ABRE01017587.1), MpCHIT2 (#ABRE01009813.1), MpCHS (#EU154354.1) e MpATG8
(#EUA477413.1) para uma busca de ortélogos em U. maydis. Para isso foi empregado o método
do reciproco besthit, selecionando alinhamentos com e-value > E10'° (MORENO-
HAGELSIEB; LATIMER, 2008). Os ort6logos para aquelas proteinas, em U. maydis, foram
utilizados para construcdo da rede de interacdo proteina-proteina (IPP), no Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) database (https://string-db.org/), utilizado
esse fungo como modelo. A rede de IPP obtida foi explorada para identificar alvos centrais
(hubs e gargalos) que interagissem com MpCHIT1, MpCHIT2, MpCHS e MpATGS8. Para isso
foram utilizados os plugins Centiscape (para centralidade) e BINGO (para /ontologia génica)
do programa Cytoscape. As proteinas selecionadas na rede de U. maydis foram submetidas a
mineracdo de dados no PubMed, gene ontology para a selecdo dos alvos analisados nesse estudo
(FIG. 1). Todos os alvos selecionados foram submetidos a alinhamento local por Blastp, para

identificar homologos em M. perniciosa.
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2. Homologia entre Moniliophthora perniciosa e Saccharomyces cerevisiae e rede de
interacido proteina-proteina

Proteinas homologas sdo polipeptidios de diferentes organismos, que possuem
ascendéncia evolutiva comum e geralmente conservam a mesma funcéo bioldgica, podendo ser
paralogas ou ortélogas (PEARSON, 2013). Consideramos que proteinas homologas sdo aquelas
que apresentam mais similaridade do que o esperado pelo acaso. Assim, dentre 0s métodos para
identificar homologos podemos destacar a ferramenta BLAST: Basic Local Alignment Search
Tool (PEARSON, 2013). No presente estudo, enquanto U. maydis foi empregado como fonte
para selecdo de alvos, S. cerevisiae foi utilizado para explorar os principais processos bioldgicos
relacionados com as proteinas MpCHIT1, MpCHIT2, MpCHS e MpATG8 e com os alvos
selecionados de acordo com a metodologia apresentada acima (FIG. 1). Com mais de 50 anos
servindo como modelo em pesquisas em genética, S. cerevisiae € de longe 0 organismo com
maior volume de informagdes disponiveis no PubMed, com excelente anotacdo gendmica e é
um dos principais modelos para analises em biologia molecular nos eucariotos, incluindo M.
perniciosa. As proteinas homologas entre M. perniciosa no interatoma de S. Cerevisiae foram
determinadas por BLASTp utilizado como query 13 939 proteinas anotadas de um novo
sequenciamento, ndo publicado, do bidtipo C de M. perniciosa (CEPLAC/CEPEC, Bahia,
Brasil acession number 4145) e como subject, foram utilizadas as proteinas de S. cerevisiae
disponiveis no STRING database. O blastp foi implementado localmente em Shell script com
ponto de corte para identidade (> 20%), e-value (>10E-10) e cobertura (>20%) (PEARSON,
2013). Proteinas com resultados de blast maiores que esses pontos de corte foram consideradas
homologas entre S. cerevisiae e M. perniciosa. Aqui, utilizamos o interatoma de S. cerevisiae
obtido no STRING database (https://stringdb-
static.org/download/protein.links.full.v10.5/4932.protein.links.full.v10.5.txt.gz), a partir do

qual foram selecionadas as intera¢fes com altissima confidencia (>0.9). Essa rede de interacdo
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foi utilizada para a anélise de centralidade e selecdo de proteinas que interagem diretamente

com todos os alvos até aqui selecionados (centro da FIG. 3 e tabela 2).

2.1. Analise de centralidade

Os genes mais relevantes para o sistema foram identificados por analise de betweenness
e degree. Betweenness € uma métrica muito valiosa em redes bioldgicas, ja que permite
identificar proteinas que conectam processos bioldgicos (gargalos), ou seja proteinas que
tendem a estar relacionadas com o controle e a comunicacdo entre outras proteinas da rede
(BRANDES; ERLEBACH, 2005; YU et al., 2007). O valor de betweenness para cada né na
rede de S. cerevisiae foi calculado com a funcdo betweenness da biblioteca Igraph no R

(https://cran.r-project.org/). Betweenness centrality (C, = (n)) de um vertice {v} definido por:

Cpy(n) = z(_&;(n)); SENEL
st

onde s e t sdo nos na rede diferentes de n. dst indica 0 nimero de caminhos mais curtos de s para

t, e o(n) € 0 nUmero de caminhos mais curtos de s para t que se encontram em n.

O valor de degree representa 0 nimero de nos adjacentes de cada vertice na rede. Essa
métrica foi calculada com a funcéo degree também no Igraph. Os nds com valores acima da
média para betweenness foram considerados gargalos, os n6s acima da média para degree foram
considerados hubs, e os nés acima da média para ambas as centralidades foram considerados

hubs-gargalos.

2.2. Analise de médulos funcionais
Comunidades (também chamadas de clusters ou modulos) sdo regides de uma rede que
se dividem em subgrupos densamente conectados entre si. Identificar mddulos em uma rede de

IPP é uma etapa essencial para selecionar complexos proteicos relacionados com processos
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bioldgicos de interesse e anotacdo de funcdo de proteinas. Uma vez que as proteinas de um
complexo proteico tendem a participar da mesma funcéo bioldgica, esse tipo de analise permite
predizer a funcdo de determinada proteina com base no complexo no qual ela se encontra
(BADER; HOGUE, 2003; CLAUSET; NEWMAN; MOORE, 2004). Nesse trabalho, um
algoritimo baseado em greedy optimization of the quantity (modularity) (BADER; HOGUE,
2003; CLAUSET; NEWMAN; MOORE, 2004; NEWMAN, 2003) foi utilizado para identificar
modulos, focando apenas nas interacdes de primeiro grau (interac@es diretas) com as proteinas
selecionadas para a analise de expressdo génica (Tabela 1). Para isso, a rede obtida foi analisada
no program R, com a funcdo graph.data.frame para redes ndo direcionada (directed = FALSE)
e em seguida foi realizada a analise de modulos com a funcdo fastgreedy.community

(NEWMAN, 2003) no pacote Igraph.

2.3.  Gene ontology analysis

Para avaliar os processos bioldgicos over represented, os clusters identificados pelo
fastgreedy.community foram selecionados e analisados no Cytoscape 3.6.0, com o plugin
Biological Network Gene Ontology (BINGO) (MAERE; HEYMANS; KUIPER, 2005). No
BiNGO foi realizada a analise de enriquecimento funcional e de valor de significancia (p-value)
utilizando a distribuicdo hipergeométrica (RIVALS et al., 2007), com correcdo para
comparacGes mdultiplas usando o teste de False Discovery Rate (FDR), com um nivel de
significancia (p) < 0,05 (BENJAMINI et al., 2001; BENJAMINI; HOCHBERG, 1995; GOMES

et al., 2016).

3. Caracterizacio estrutural de dominios funcionais de proteinas em M. perniciosa
Os dominios de uma proteina sdo unidades funcionais e/ou estruturais distintas que

carregam consigo a sua funcdo ndo dependente do restante da proteina. Maltiplos dominios
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representam multiplas funcGes (FINN et al., 2008; MARCHLER-BAUER et al., 2015).
Entendemos que se as proteinas codificadas pelos genes que estudamos, possuem 0S mesmos
dominios daquelas do modelo (S. cerevisiae e U. maydis), estamos lidando com proteinas
homologas (PEARSON, 2013). Assim, com o intuito de caracterizar os dominios presentes nos
alvos selecionados para o estudo de expressdo genica, as sequencias de ESTs utilizadas na
construcdo de primers (Tabela 2, FIG.1) foram submetidas a alinhamento local por BLASTX
usando comando de Shell script, contra um banco local de proteinas de um novo
sequenciamento (ndo publicado) do bidtipo C de M. perniciosa (Mp4145). O best hit desse blast
foi submetido a andlise de dominios funcional no Pfam database 31.0 (http://pfam.xfam.org)
(FINN et al., 2008, 2016) utilizando as configuracdes padrdo (FIG. 1). Uma etapa de validacédo
foi realizada, comparando os dominios presentes nas proteinas encontradas em M. perniciosa e

nos homdlogos identificados nos modelos (U. maydis e S. cerevisiae) (Material suplementar 1).

4. Analise de expressdo genica

Para a analise de expressdo génica por PCR em tempo real (RT-gPCR) foram
utilizadas cinco fases do desenvolvimento de M. perniciosa (isolado TSH565-VA4
n°WFCC#604 da cultura da colecdo 120 da CEPLAC/CEPEC, Bahia, Brasil coordenado pela
Dr. Karina P. Gramacho) cultivado em bolachas (fases branca, amarela, rosa, rosa escura e
primordio) como descrito por GOMES et al. (2016). Brevemente, o micélio dicariético de M.
perniciosa foi coletado nas diferentes fases de pigmentacao e utilizado para extracdo do RNA
total, usando o RNeasy Mini kit de acordo as instrucdes do fabricante (Qiagen). O RNA total
foi tratado com Dnase I-RNase free de acordo as orientagdes do fabricante (Thermo Scientific).
O cDNA foi sintetizado de acordo as seguintes condigdes: reacdo de transcricdo reversa a 42°C
por 1 hora usando 10 pl do RNA total, mmol/L-1 de cada dNTP, 20 U de inibidor de RNase,

0,5 pg do primer dTig e 20 U de Revert Aid TMH Minus M-MuLV (Thermo Scientific). A
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transcricao reversa foi inativada a 70°C por 10 minutos. A primeira fita foi quantificada usando
0 GeneQuant (Amersham Biosciences).

As sequéncias génicas selecionadas com base em homologia, dominios, dados da
literature e interatdmica (Tabelas 1 e 2) foram utilizadas como alvos para estudo de expresséo
génica. Primers para esses transcritos foram desenhados usando o software Primer blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e OligoAnalyse
(https://wwwe.idtdna.com/calc/analyzer) (Material suplementar 2). O gene MpActin
(EF066485.1) foi utilizado como endégeno (ARGOLO SANTOS CARVALHO et al., 2013;
GOMES et al., 2016; MELO et al., 2006; PUNGARTNIK et al., 2009b). As reacdes de qPCR
foram realizadas no equipamento ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (SDS)
acoplado ao software ABI PRISM 7500 SDS (Applied Biosystems). Usamos as configuracoes
padrdo. A reacdo foi realizada para um volume total de 20 pL (250 ng/uL de cDNA, 0.8 pL de
cada primer 5 uM e 10 puL do Power SYBR Green Master Mix 2X). Apds desenvolver a RT-
gPCR com as condigdes adequadas de amplificacdo, foi realizada uma avaliagcdo da formacao
de dimeros de primers e hairpins. Os dados de fluorescéncia gerados foram submetidos ao
servidor Miner para determinar a eficiéncia da reagcdo bem como o fractional cycle number at
threshold (Ct) (SHENG ZHAO; FERNALD, 2009). Para obter o nivel de expressdo foi
empregado 0 método comparativo Ct (24¢) sem referéncia (controle) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) com quatro repeticdes técnicas e usando o gene MpActin como
enddgeno (ARGOLO SANTOS CARVALHO et al., 2013; GOMES et al., 2016; MELO et al.,
2006; PUNGARTNIK et al., 2009b). Os valores de Ct de cada gene alvo, para cada fase, foram
subtraidos pelos valores de Ct do gene enddgeno (MpActin) na mesma fase, obtendo assim o
valor de ACt. Esses valores foram transformados em exponencial, considerando uma eficiéncia
da reacdo igual a 2 (2°2“") adaptado de (PFAFFL, 2001). Os valores de 22 para cada gene

estudado foram submetidas a analise de correlacdo de Pearson (r) com a fungé@o cor no R,
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seguido de analise de significancia dessa correlacdo com a funcdo cor.test. A correlacdo de
Pearson avalia a relacdo linear entre duas variaveis X e Y (por exemplo, expressdo de dois
genes). Essa correlagdo € expressa atraves do coeficiente de Pearson (r), onde r varia de -1 a
+1, r >0 indica correlacdo positiva, enquanto r < 0, correlacdo negativa. Ainda, uma analise de
hierarchical clustering analysis com heatmap tambem foi implementada, usando a funcéo
Heatmap da biblioteca ComplexHeatmap do no R (GU; EILS; SCHLESNER, 2016). Para isso,
preferimos utilizar os valores de expressédo (22") dos genes, transformados para desvios padrao

em torno da média (Z-score).

5. Integracdo de dados experimentais, literatura e rede de interacio proteina-
proteina

Para a obtencdo de um landscape dos principais fenémenos ocorridos durante o
desenvolvimento de M. perniciosa cultivado em bolachas, os dados de expressdo dos genes
selecionados (Tabela 2) foram associados a informacgdes de diferentes bases de dados e aos
estudos de interatbmica (modulo, processos biologicos e centralidade). Para isso, uma nova
mineragdo de dados na literatura foi realizada nas bases do  Uniprot
(http://www.uniprot.org/uniprot/P60953), Saccharomyces Genome DataBase (SDB

https://www.yeastgenome.org/locus/S000004219) KEGG (OGATA et al., 1999) e PubMed.

RESULTS
1. Selecdo de alvos e estudo de sequencias para estudo in silico e experimentais
Com base em U. maydis e em dados da literatura (Tabela 2 e Tabela 2) selecionamos
as proteinas UM00801.1 (Kogl), UM03912.1 (Rom2), UM05734.1 (Rhol), UM00947.1
(Avol) UM00295.1 (Scab54.25.1-Cdc42), UM00474.1 (Chs2), UM01639.1 (Fks1), UM00756.1

(Gdil), UM02902.1 (Bag7), UM03210.1 (Cksl), UMO03216.1 (Torl), UM03449.1 (),
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UMO04261.1 (Cts2) e UM05831.1 (Hsp60), como importantes alvos relacionados com ortélogos
a MpATG8, MpCHIT1 e MpCHS (FIG. 2 e Tabela 1), MpCHIT2 néo teve ortélogo em U.
maydis.

Com a busca por homologos em M. perniciosa aos genes supracitados (FIG. 1),
encontramos ABRE01015241.1 (Kogl), ABRE01002388.1 (Rom2), ABRE01005366.1
(Torl), ABRE01022557.1 (Ssz1), ABRE01018442.1 (Gdil), ABRE01013085.1 (Fksl),
ABRE01010224.1  (Ccd10), ABRE01021873.1 (Cksl), Scas4.25.1 (Cdc42),
ABRE(01017644.1 (Rhol), ABRE01017762.1 (Avol), EU477413.1 (Atg8), EU154354.1
(Chs2), ABRE01017587.1 (Cts2), ABRE01011675.1 (Bag7), ABRE01009813.1 (Cts2). A

relacdo de homologia pode ser observada na Tabela 1 e FIG. 2.

1.1. Caracterizacio de dominios funcionais e funcdo biolégica de genes em M. perniciosa
Todos os genes de M. perniciosa foram caracterizados em relacdo aos dominios
presentes em suas proteinas e comparados com os organismos modelo (Material suplementar
1). A Tabela 2 mostra os principais dominios e fun¢des encontrados nas proteinas de M.
perniciosa, comuns aos dominios presentes nas proteinas de S. cerevisiae. Os dominios
Raptor_N e um pequeno dominio ndo caracterizado pelo pfam foram encontrados na proteina
codificada por ABRE01015241.1, que tem como homdélogo em S. cerevisiae, a proteina KOGL1.
Essa proteina € um importante componente do complexo TORC1. Também, associada a esse
complexo a proteina codificada por ABRE01005366.1 apresentou maior similaridade com
TORL, outro integrante desse complexo que foi caracterizado contendo os dominios DUF3385,
FAT, PI13_PIl4_Kinase e FKBP-rapamycin binding (FRB). Estes trés ultimos dominios sao
caracteristicos das proteinas TOR quinases, que sdo membros da superfamilia de

fosfatidilinositol 3-quinase (PI-3K) (BOYCE; A., 2006). Relacionada com um segundo
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complexo TOR (TORC2), AVO1l de S. cerevisiae teve maior similaridade com
ABRE01017762.1 (Tabela 2).

Genes relacionados com sinalizacdo e sintese de componentes da parede celular
também foram identificados: i. ABRE01013085.1 (FKS1) possuindo o dominio FKS1 doml
(Tabela 2), que é um uma regido transmembranar presentes em proteinas da familia glucano
sintase, relacionado com a sintese de 1,3-B-glucano (OKADA et al., 2010). ABRE01002388.1
apresentou maior similaridade com ROM2, que é responsavel por fazer a troca do GDP para
GTP (GDP/GTP exchange factor [GEF]) em proteinas como RHO1 de S. cerevisiae, sendo
fundamental para a atividade dessas proteinas. ABRE01002388.1 possui 0s mesmos dominios
de ROM2: DEP (Dishevelled, Egl-10 e dominio Pleckstrin) que sdo importante no
desencadeamento de sinal da membrana para o nacleo celular, bem como o dominio RhoGEF;
Pleckstrin Homology domain (PH domain) e CNH domain (Tabela 2).

Nossas analises nos levaram a identificar ABRE01017644.1 de M. perniciosaque teve
alta similaridade com RHO1 e apresetam 0s mesmos dominios (dominio Ras). RHO1 é
largamente relatana na literatura como sendo excenciam na célula, como reguladora do
complexo glucano sintase e regulador uptream da via MAPK (ver referencias na tabela 1).
Ainda, foi encontrada a proteina ABRE01011675.1 que apresentou homologia com
componentes de vias associadas com organizacdo da parede cellular, e que teve maior
similaridade com BAG7. Ambas possuemo mesmo dominio (RhoGAP), relacionadoaom a
fncdode GTPase para Rho. BAG7 é importante para a organizacdo da actina no citoesqueleto e
na regulacédo da sintese da parede celular (Tabela 2) e pode ser imporante na regulacdo de
RHOL1, por interagirem no mesmo cluster (FIG.).

Uma heat shock protein 70 (HSP70) de S. cerevisiae, SSZ1, teve alta similaridade com
ABREQ01022557.1 de M. perniciosa; ambas apresentaram os dominios BAR_2 e HSP70. A

proteina codificada por ABRE01018442.1 apresentou um unico dominio, o dominio GDI e
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homologia com GDI1 de S. cerevisiae que € relatada na literature como relacionada a via de
secrecdo (Tabela 2).

Homologa a septina CDC10, ABRE01010224.1 apresentou o dominio para essa funcéo.
Essa proteina € importante nos processos de septacdo e divisdo cellular, no momento da
citocinese (Tabela 2). Também relacionada com divisdo celular, ABRE01021873.1 codifica
uma proteina homologa para CKS1, que é uma ciclina dependente de quinase relacionada com
a modulacdo do processo de protetlise durante a mitose (Tabela 2). Sca54.25.1 foi considerada
homologa de CDC42 em S. cerevisiae e apresentou o dominio RAS caracteristico para essa
proteina. CDC42 é uma pequena GTPase importante em processos de sinalizacdo intracelular,
na manutencéo da polaridade cellular, organizacdo do citoesqueleto e do anel de septina (Tabela
2) (GLADFELTER et al., 2002; PEREZ; RINCON, 2010; TAPON; HALL, 1997; WEBER et
al., 2005).

Os genes estudados por Gomes et al. (2016) também foram analisados. EU477413.1
apresentou homologia com ATG8, bem como o dominio ATGS8; EU154354.1,
ABRE01017587.1 teve como me lhor resultado em S. cerevisiae com a proteina Chitin
Synthase CHS2 com dois dominios Chitin_synth_1, encontrados pelo Pfam; ABRE01017587.1
e ABREO01009813.1 apresentaram homologia com uma quitinase 2 (CTS2) de S. cerevisiae,
porém a primeira apresentou apenas um dominio Glyco hydro 18, enquanto a segunda
apresentou 2 dominios Glyco hydro_18.

A rede obtida para S. cerevisiae apresentou 2 313 nds com 64 353 conectores com
altissimo nivel de confidéncia (>0.9) sendo que esse valor varia de 0-1. Nesse interatoma, 1301
proteinas foram consideradas homologas entre S. cerevisiae e M. perniciosa (Material
suplementar 3). A partir dessa rede foi possivel identificar uma sub-rede com 161 proteinas e
558 conectores (FIG. 3), que interagem diretamente com as 15 proteinas estudadas em M.

perniciosa (Tabela 2).

47



1.2. Analise de clusters, ontologia genica e centralidade

A analise de modulos realizada com o fastgreedy.community, na rede de interacéo direta
com as proteinas mostradas na tabela 2 (genes selecionados para expressao genica), possibilitou
identificar nove médulos (FIG. 3). Esses madulos revelaram uma série de processos biologicos
através da andlise de ontologia genica, que permitiu classificar os diferentes genes selecionados
em categorias GO com valor estatistico significativo (< 0.05), que associados ao valor para as
centralidades betweenness e degree, possibilitaram identificar os genes mais relevantes dentre
0s genes aqui estudados (Tabela 2). O valor médio para a centralidade betweenness para a rede
geral de S. cerevisiae foi de 4502.8 e para degree o valor médio foi de 5.58, as proteinas com
valores superiores a essa media, foram considerados: i. gargalos (B); ii, hubs (H); iii, hub-
gargalo (HB) ou comuns (C), que sdo aquelas proteinas que apresentaram valores para essas
centralidades abaixo da media.

As proteinas KOG1, AVO1, TOR1 e CDC10 fazem parte do mesmo cluster, que o
BiINGO mostrou estar relacionado com os processos de regulagdo do crescimento celular,
organizacdo da parede celular e a via Target Of Rapamycin (TOR) (FIG. 3-A). Dentre eles,
TOR1 foi considerado um Hub-gargalo.

As proteinas BAG7, RHO1, ROM2 e CDC42 foram agrupadas num mesmo cluster
(FIG. 3-D). Esse cluster, assim como o FIG. 2-A, teve grande concordancia entre a anélise de
modulos funcionais e os processos de ontologia genica, pois permitiu agrupar proteinas
intimamente relacionadas, que participam das mesmas vias, Como nos processos de transmisséo
de sinal via GTPase, divisao cellular, organizacdo da parede cellular e crescimento.

O metabolismo de dois dos componentes da parede celular (quitina e glucano) foi
representado por CHS2, que estar relacionada com a biossintese de quitina e foi anotado pelo

BiNGO como envolvida com o processo de citocinese. Na rede, a degradacao de quitina foi
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representada por CTS2 (FIG. 3-B, C e I) que tem similaridade alta com as duas quitinases de
M. perniciosa estudadas nesse trabalho (MpCHIT1 e MpCHIT2), parece que S. cerevisiae ndo
tem outro homdélogo em M. perniciosa (Tabela 1). FKS1 faz parte do complexo glucano sintase
que é responsavel pela biossintese de glucano, maio componente da parede celular em fungos
(L1U; BALASUBRAMANIAN, 2001; ONISHI et al., 2000; QADOTA, 1996).

O processo de transporte por vesiculas foi identificado em dois clusters, nos quais as
proteinas ATG8 (FIG. 3-F) e GDI1 (FIG. 3-D) estdo presentes. Ainda ATG8 e o cluster no qual
ela foi encontrada, estdo relacionados com autofagia e resposta a escassez de nutrientes.

Processos relacionados com o ciclo cellular, também foram identificados (FIG. 3-F),
nos quais a proteina CKS1, que € uma cyclin-dependent protein kinase, responsavel por
processos de proteolise na fase M do ciclo cellular (FIG. 2). Ainda, outro cluster (FIG. 3-H),
incluiu a proteina SSZ1 que é uma HSP70 elemento do ribosome-associated complex (RAC),
envolvida no processo de dobramento de proteinas (FIG. 2).

Assim, a FIG. 4-B mostra a centralidade (C, H, B e HB) de todos 0s genes presntes na
Tabela 2, sendo ATGS8, GDI1, TOR1, RHO1, CKS1, CDC42, KFS1 e ROM2 hub-gargalos;
CDC10 e SSZ1 hubs; CTS1, KOG1, BAG7, AVO1, e CHS2 comuns. Dentre esses genes

nenhum foi classificado apenas como gargalo.

2. Funcoes, expressio genica e avaliacio de resposta de M. perniciosa ao estresse

De acordo com os resultados observados na andlise de dissociacdo foi confirmado a
existéncia de amplicons com tamanho esperado para cada gene alvo, independentemente da
fase de desenvolvimento do fungo (Material suplementar 5). A analise de agrupamento
possibilitou distinguir trés perfis de expressdo correspondendo a trés agrupamentos (FIG4-B).
Esses clusters, associados aos processos bioldgicos, mddulos e centralidade dos homdlogos

observados para os homologos em S. cerevisiae na rede (FIG. 3), possibilitaram identificar
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padrdes relevantes para compreender os principais fendbmenos relacionados com autofagia e
metabolismo de quitina.

O primeiro agrupamento foi caracterizado por reunir os genes Torl, Kogl, Ggil, Atg8
e Cts2 (FIG. 4-B). Esses genes estdo relacionados com processos de reciclagem de nutrientes
através de vias de autofagia, transporte através de vesicula, dentre outros processos como a
organizacdo da parede celular, catabolismo de quitina, crescimento (FIG. 3) e regulacdo de
crescimento (FIG. 5). Esses genes apresentam perfil de expressdo semelhante entre as diferentes
fases de desenvolvimento analisadas, do M. perniciosa. Na fase do primordio, eles tém niveis
de expressdo acima da média. Antes (fase rosa) e durante o estresse (fase rosa escuro), esses
genes apresentam os niveis de expressdo abaixo da média (FIG. 4-B).

Os genes Chs2, Rom2, Fksl1, Avol e Cdc42, se destacam por estarem envolvidos com
processos de sintese de glucano, divisdo celular, manutencéo da parede celular, sinalizacédo e
de modo geral, apresentam perfil de expressdo abaixo da média na fase branca e primoérdio, o
que sugere que nessas fases 0s processos de divisao celular sintese de parede podem néo ser tdo
intensos. No momento do estresse dentre os genes estudados, se destacam: Bag7, Ssz1, que
apresentam niveis de expressdo acima da média e tém desvios abaixo da média ap6s o estresse,
na fase do primoérdio; juntos eles compdem um terceiro cluster (FIG. 4-B). Nesse grupo, Chs2
e Rom2 apresentaram correlagéo positiva altamente significante e no momento do estresse sao
0S genes que apresentam maiores valores de desvios acima da média.

Os genes Cts1, Rhol, Cdc10 e Cksl fazem parte de um segundo agrupamento (FIG. 4-
B) que tem niveis de expressdo acima da media apenas das fases iniciais (branca e amarela),

distanciando seus niveis de expressao para baixo da média, nas fases rosa escuro e primordio.

DISCUSSAO
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1. Consideracoes

Aqui, com base nos resultados obtidos, destacamos trés importantes consideracdes, para
sistematizarmos as principais discussdes desse trabalho: i. 0s genes aqui selecionados e
estudados estdo envolvidos com o balanco entre crescimento micelial para a proliferacdo de
hifas, sinalizando e atuando diretamente para a producdo de compostos da parede celular; ii.
consideramos a fase rosa escuro como uma resposta mais imediata ao estresse, onde ocorre
intensificacdo da sintese de biomoléculas, como quitina e glucano, que serdo recicladas em
tempos tardios, que aqui consideramos ser a fase de desenvolvimento do primérdio. iii. Genes
como RHO1 regula negativamente TORCL1, que esta no topo da regulacdo de processos de
autofagia que € determinante para a producéo inicial da estrutura reprodutora em M. perniciosa;
esse processo depende de TORC1 e GTPases como ROM2 e RHO1, enquanto TORC2 parece

responder ao estresse tem maior relacdo com a proliferacdo de hifas.

2. Sinalizacio celular, resposta a estresse e desenvolvimento de M. perniciosa
2.1 GTPases monoméricas importantes na resposta ao estresse e formaciao de estruturas
reprodutoras

Dentre as GTP-Binding protein (GTP-Bp) temos importantes componentes da via das
GTPases monomeéricas, que estdo relacionadas com diversos processos celulares como
morfogénese, polaridade, divisao celular, dentre outros (JAFFE; HALL, 2005). Dentro desse
grupo destacamos duas importantes proteinas da subfamilia RasHOmologo (Rho): Cell
Division Cycle 42 (CDC42) (JAFFE; HALL, 2005; SUDBERY, 2008) e RHO1. Os impactos
da atuacdo de RHO1 na célula, estdo relacionados com sua capacidade de regular vias como a
MAPK pela ativacéo da Protein Kinase C (PKC1), que € um regulador central dessa via (FIG.
5). MAPK regula processos como a proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, resposta a

estresse e inclusive fatores de transcricdo, como SKN7 e RIM1 que estdo relacionados com o
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controle da expressao de genes envolvidos na organizacao da parede celular (FIG. 3-E, FIG. 5)
(FUCHS; MYLONAKIS, 2009a; LEVIN, 2011; NONAKA et al., 1995; PLOTNIKOV et al.,
2011). Em M. perniciosa, Rhol apresentou niveis de expressao abaixo da media apos o estresse,
sugerindo que esse gene pode ter mais relevancia nos tempos iniciais do desenvolvimento do
fungo (FIG. 4-B). Seus maiores niveis de expressdo ocorrem na fase amarela, sugerindo que
esse gene pode ser mais relevante durante o desenvolvimento antes do estresse. Embora nédo
tenhamos estudado elementos da via MAPK, destacamos essa via como fundamental para as
respostas downstream de RHO1 (FIG. 5) e consequente regulacdo da expressao de genes como
Fksl e outros genes responsaveis pela organizacio da parede celular (DRGONOVA et al.,
1996; GUARRO; PIETRO, 2008; LEVIN, 2011). RHO1 atua tanto na regulacdo da expressdo
genica de FKS1, como na regulacdo direta do complexo glucano sintase. A correlacdo entre
MpRhol e MpFks1 ndo foi significante. Por outro lado, Rom2 que € um regulador upstrem de
Fks1 e tém correlacdo positiva significante entre si (FIG. 4-A). Essa € uma relacdo que vale ser
melhor explorada em estudos posteriores para melhor compreender a dindmica da sintese de
glucano durante o desenvolvimento de M. perniciosa durante, visto que ROM2 é uma proteina
gargalo e pode ser determinante no processo de sintese de glucano por sua relacdo com FKS1
(FIG. 4-A).

RHO1 possui em sua estrutura uma molécula de Guanina Difosfato (GDP) que precisa
ser trocada para uma Guanina Trifosfato (GTP) para exercere sua funcéo. Essa troca depende
da atuacdo de proteinas Guanine nucleotide Exchange Factor (GEF) (MADDEN; SNYDER,
1998; OZAKI et al., 1996). ROM2 e bem conhecida como GEF para RHO1 (FIG. 5). Esses
dois genes sdo hub-bottleneck (FIG-3-E), assim, podemos considera-los fundamentais para o
equilibrio do desenvolvimento de M. perniciosa por regular maltiplos processos (YU et al.,
2007). A regulacdo de RHO1, por ROM2 € uma interacdo que merece destaque. Embora a

correlacdo entre ROM2 e RHO1 em M. perniciosa, ndo tenha sido significante (FIG. 4-A),
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devemos considerar a relevancia de RHO1 para o controle de vias como MAPK, TORCL1 e
FKS1 na sintese de glucano (DAVID, 2012; FUCHS; MYLONAKIS, 2009a; LEVIN, 2011;
PLOTNIKOV et al., 2011; YAN; LAI; JIANG, 2012). Outra funcdo de ROM2, esta associada
com a progressao do ciclo celular (FIG. 3) em resposta a sinais de escassez de nutrientes. Nessas
condicdes, TORC2 atua no fendbmeno de polarizacao celular através da ativacdo de ROM2 que
ativa RHOL1 e as subsequentes respostas via MAPK (FIG. 5) (BOYCE; A., 2006). Os maiores
valores de expressdo de MpRom2, se da logo apds o estresse (rosa escuro) (FIG. 4-B). Nessa
mesma condi¢do, MpAvol (representante do complexo TORC?2) também apresenta maio nivel
de expressdo quando comparado com as demais fases. Ainda, MpRom2 e MpAvo1, apresentam
correlacdo positiva significantes, indicando que em M. perniciosa esses dois genes podem atuar
juntos no controle do crescimento.

MpRom2 tem correlacdo positiva com MpChs (FIG. 4-A) e ambos alcangcam seus
maiores niveis de expressdo na fase rosa escuro. 1sso nos da indicios de que nessa condicdo o
fungo ainda investe em processos biossintéticos, como na produc¢do dos componentes da parede
celular (FIG. 3-E). A sintese de componentes da parede celular (quitina e glucano) é regulada
via ROM2 (FIG. 5), logo, essa correlacdo é coerente com o que mostra a literatura (BICKLE et
al., 1998; CARDON et al., 2012). Pires e colaboradores (2009), identificaram e analisaram a
expressao de uma RHO1-GEF durante o desenvolvimento de M. perniciosa, e consideram que
esse € um dos genes importantes na resposta a escassez de nutrientes, e essa resposta precede a
formacdo do primdrdio. A sintese de compostos como quitina sera fundamental em processos
como a formacdo de estruturas reprodutoras, através de processos de reciclagem de nutrientes
(BOYCE; A., 2006).

Tambem, relacionada com RHOL1, encontramos BAG7 (FIG. 3, FIG. 5) que embora ndo
seja considerada central (FIG. 3-E), é importante por regular negativamente a atividade de

RHO1. BAG7 esta relacionada com a organizacdo do citoesqueleto de actina e controle da
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sintese da parede celular (FIG. 5) (LOCKSHON et al., 2012; SCHMIDT; SCHMELZLE;
HALL, 2002). Devido aos seus baixos valores para as centralidades degree e betweenness,
BAG7 pode ser considerado um alvo com pouca importancia para o sistema, porém importante,
por regular a expressdao RHO1.

Outra GTPase que se destaca junto com RHO1 é CDC42. Ela esta associada com o
fendmeno de polarizacdo celular, sendo considerado um regulador mestre desse processo
(PEREZ; RINCON, 2010; TAPON; HALL, 1997). A literatura tem mostrado que CDC42 age
na formacdo de septos e crescimento filamentoso, e que em Schizophyllum commune esta
relacionada com mating-type, indicando a relevancia desse gene no processo de dicariotizacdo
que € necessario para posterior processo de reproducdo; além disso é determinante para a
morfologia de hifas (WEBER et al., 2005). O processo de formacéo do primérdio € marcado
pelo processo de ramificacdo e fusdo de hifas (anastomose) (PIRES et al., 2009) e CDC42 pode
ser determinante para esses fenémenos, visto que mutantes de CDC42 demostram reducdo no
crescimento das ramificagdes (KOKKELINK et al., 2011). A expressdo de MpCdc42, em M.
perniciosa, apresenta niveis de expressdo acima da média até a fase rosa escuro (FIG. 4-B);

esse estadio é caracterizado por possuir hifas no estado de anastomose (PIRES et al., 2009).

2.1.1. Organizaciao e manutencio da integridade da parede celular

Os fungos possuem uma parede celular que é essencial para a viabilidade de suas
células, em processos de morfogénese, desenvolvimento filamentoso, patogenicidade, dentre
outros (LEVIN, 2011). A sintese e manutencdo dessa estrutura é feita por proteinas associadas
a de sinalizacao Cell Wall Integrity (CWI). Essas proteinas sdo responsaveis por sinalizar para
a sintese dos constituintes da parede celular, principalmente, glucano e quitina, além de mediar
a resposta e reparo a danos na parede. Em S. cerevisiae essa via é muito bem estudada e possui

receptores que percebem a condicdo de estresse (WCS1, WCS2, WCS3, MID1 e MTL1) e
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transmitem o sinal para RHO1 GTPase, atraves do GEF ROM2/1. RHO1 desencadeia uma série
de sinais na célula que véao desde a ativacdo de proteinas via fosforilacdo até a ativacdo da
expressao de genes relacionados a sintese dos compostos da parede celular, via ativacdo de
fatores de transcricdo, como SKN7, RIMle SWI1/2 (FIG. 5) (LEVIN, 2011; FUCHS;
MYLONAKIS, 2009; GARCIA et al., 2017). Essa ativacéo é feita via MAPK.

A estrutura da parede celular de fungos é muito complexa e cada fungo possui uma
parede celular muito peculiar em relacdo a seus padrBes moleculares, porém existe uma
composicao basica que é comum a todos eles. As principais moléculas encontradas na parede
celular dos fungos sdo: quitina, glucano, glicoproteinas e manano (BOWMAN; FREE, 2006).
Embora a quitina seja um carboidrato importante para os fungos, ela representa apenas 1-3 %
do peso seco da parede celular de fungos como leveduras, sendo que 5% desse valor
corresponde a forma desacetilada da quitina (quitosano) (BOWMAN; FREE, 2006; DIAZ-
JIMENEZ et al., 2012). Em resposta a estresses, os niveis de quitina na parede celular pode
aumentar muito, podendo chegar a 20% do seu peso seco. Essa resposta rapida na sintese de
quitina esta relacionada com o fato de existir uma reserva de sintase de quitina 3 (CHS3) na
face trans do complexo de Golgi. Na condicdo de estresse, CHS3 é transportada para a
membrana plasmatica, onde ela desempenhara seu papel na sintese de quitina (LEVIN, 2011;
VALDIVIESO et al., 2000). Embora em S. cerevisiae EU154354.1 de M. perniciosa seja mais
similar para uma CHS2, em U. maydis, ele foi considerado homléloga a uma CHS3
(UMO0O0474.1) (Tabela 1). Gomes e colaboradores (2016) relatou a expressdo de EU154354.1
(MpChs) e os dados utilizados aqui, para esse gene foi 0 mesmo. Quando comparamos a
expressdao de ROM2, que esta no topo da via CWI, com MpChs, constatamos que eles
apresentam correlacao positiva significante, reforcando assim a relacéo da importancia desses
dois genes para a resposta ao estresse (FIG. 4-A, FIG. 4-B), principalmente, pelo fato deles

apresentarem um pico de expressao na fase rosa escuro (FIG. 4-B).
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Enquanto a quitina é um dos menores constituintes da parede celular, o glucano é o
maior, chegando a variar entre 50-60% do peso seco da parede celular. O glucano é um
carboidrato de cadeia linear, formado a partir de moléculas de UDP-glicose ligadas através de
ligagdes B-1,3- (30-45% da parede), com ramificacdes B-1,6 (5-10% da parede) (KLIS;
BOORSMA; DE GROOT, 2006; LEVIN, 2011). A sintese de glucano € realizada por proteinas
intermembranares que compdem o complexo Glucano Sintase (GS), FKS1, FKS2 e FKS3 (de
sensivel a FK506) (KLIS; BOORSMA; DE GROOT, 2006). Aqui, foi observada uma
homologia entre ABRE01013085.1 de M. perniciosa (MpFksl) e uma glucano sintase, tanto
em U. maydis (UM01639.1) (FONSECA-GARCIA; LEON-RAMIREZ; RUIZ-HERRERA,
2012) como em S. cerevisiae (SCFKS1) (Tabela 1). MpFks1 se agrupa com genes relacionados
com a resposta ao estresse (MpSsz1l, MpAvol) e a organizacdo da parede celular (MpChs,
MpRom?2) (FIG. 3-E e FIG. 4-B, respectivamente). Ao observarmos a correlacédo entre MpFks1,
MpAvol e MpRom2 (FIG. 4-A), chamamos atencéo para a via que comec¢a com TORC2, que
ativa ROM2, que por sua vez desencadeara a via CWI (FIG. 5), tendo no final, a expressao de
genes como Fks1 e Chs. A fase rosa escuro de M. perniciosa cultivado em bolachas, se destaca
por ser 0 momento até onde esses genes se mantém com niveis de expressao acima da média,
sugerindo que existe uma participagéo ativa desses genes, para a resposta ao estresse (FIG. 5)
e sao importantes até essa fase. O acimulo de MpFks1 na fase do primérdio é muito abaixo da
média, sugerindo mais uma vez que na fase do primérdio M. perniciosa ndo investe em

processos biossintéticos, como a formacao de glucano.

A literatura mostra que ROM2 e RHO1 sdo muito importantes para uma série de
processos bioldgicos, em fungos. Essa importancia é revelada através analise de centralidade
(FIG. 3) que mostra que essas proteinas sdo hub-bottleneck. Embora possamos considera-los
como alvos para o controle de M. perniciosa, quando levamos em consideragao a conservagao

entre muitas espécies, poderiamos afetar espécies ndo alvos. Por outro lado FKS1 vem sendo
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utilizado como um eficiente alvo para o controle do desenvolvimento em fungos (KITAMURA
etal., 2009; KURTZ; REX, 2001).

Os processos relacionados com a sintese de parede celular sdo importantes ndo apenas
para a manutencdo dessa estrutura e bom funcionamento da célula, mas também, para o
crescimento filamentoso em fungos. A plasticidade e dindmica da parede celular durante o
crescimento e a morfogénese exige a atividade de enzimas que atuem no balanco entre sintese
(quitina e glucano sintase) e degradacdo (glucanases e quitinases) da parede, de modo
programado. Durante esses processos, as células do fungo tendem a degradar regides de sua
parede para permitir o afrouxamento necessario para que o organismo cresca (LEVIN, 2011).
Por outro lado, existe a degradacdo programada, quando o fungo estd em condi¢fes de estresse,
através de processos de autdlise (SHIN et al., 2009). Gomes e colaboradores (2016)
identificaram duas importantes quitinases em M. perniciosa. Eles constataram que
ABRE01009813.1 (MpChit2) aumenta seus niveis de expressdo durante a formacdo do
primérdio, enquanto ABRE01017587.1 (MpChitl), parece ndo contribuir muito, nem na
resposta ao estresse, nem na formacdo do corpo de frutificagcdo (FIG. 4-B). Considerando a
expressao de MpChitl e MpChit2 encontrada por Gomes e colaboradores (2016), MpChit2 néo
se correlaciona positivamente com nenhum dos genes relacionados sinalizacdo e sintese da
parede celular (Fksl, Chs, Rhol, Rom2), enquanto MpChitl, sim. Por outro lado, MpChit2 se
agrupa com MpTorl, MpKogl, MpAtg8 e MpGdil que estdo relacionados, principalmente, com
transporte de vesiculas e autofagia (FIG. 3 e FIG. 5). Os niveis de expressdo desses genes se
destacam na fase do primordio (GOMES et al., 2016). Essas observacdes suportam a ideia de
que a expressdo de MpChit2 esta relacionado com processos de reciclagem, auxiliando M
perniciosa na obtencéo de nutrientes para o desenvolvimento do corpo de frutificacdo, enquanto
MpChitl, tende a se relacionar com processos biossintéticos em condi¢cdes de desenvolvimento

normais do fungo. Embora algumas quitinases ndo tenham sido demostradas como essenciais
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para a sobrevivéncia em S. cerevisiae, a delecdo desse gene nesse fungo interfere na formacéo
de septos (DUNKLER; JORDE; WENDLAND, 2008). Em S. cerevisiae, tanto MpChit1, como
MpChit2 tem maior similaridade com CTS2 (quitinase 2) indicando que CTS2 é o unico
homologo entre S. cerevisiae e M. perniciosa. CTS2 parece ndo ser um uma proteina importante
para o0 sistema quando consideramos sua a centralidade. Por outro lado, em M. perniciosa
MpChit2, pode ser um alvo que pode interferir na formacéo do primordio por estar muito
correlacionada com MpAtg8, MpTorl e MpKogl, que sdo centrais para o sistema e
relacionados com processos de reciclagem de nutrientes e provavelmente sdo determinantes

para a formacao da estrutura reprodutora (FIG. 3, FIG. 4-B).

2.2. Via de sinalizacao TOR

A sinalizacéo celular via Target Of Rapamycin (TOR) é a principal via de resposta as
variacdes nos teores de nutrientes na célula. Essa via € muito conservada em eucariontes e tem
como principais elementos os complexos TOR (TORC1 e TORC2) (ABRAHAM, 2004). Em
S. cerevisae o0s dois complexos estéo presentes (LOEWITH; HALL, 2011). Em basidiomicetos,
como Pleurotus ostreatus, tem sido relatados os dois complexos, sendo que TOCR1 é composto
por trés subunidades (TOR1, KOGL1 e LST8), das quais TOR2 pode ser substituido por TOR1
(LOEWITH; HALL, 2011; WULLSCHLEGER et al., 2005). Por outro lado TORC2 apresenta
as subunidades AVO1, AVO3, LST8 e TOR2 que séo conservadas em eucariotos (FIG. 5)
(LOEWITH; HALL, 2011; SCHMELZLE; HALL, 2000; SHERTZ et al., 2010;
WULLSCHLEGER et al., 2005). Em TORC2, TORL1 néo estd presente. Em M. perniciosa,
identificamos KOG1, TOR1 e AVOL1 (Tabelal, Tabela 2), mostrando que esse fungo possui
ambos complexos.

TOR1 é um hub-gargalo que pode ser considerado um grande conector entre dos

processos de organizacdo da parede celular, crescimento celular, controle da biogénese de
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ribossomos e resposta a estresse (Tabela 2 e FIG. 3-A). O papel dessa proteina se destaca,
guando comparamos com o0s demais componentes do complexo TORC1, que ndo apresentam
alta centralidade. TORC1 tem sido relatado na literatura, como sensivel ao inibidor de
proliferacdo celular, rapamicina e escassez de nutrientes, estando intimamente relacionado com
a regulacdo do crescimento e resposta a escassez de nutrientes (FUCHS; MYLONAKIS,
2009a). A percepcao da condicdo de escassez de nutrientes via TORC1 se da através da sua
subunidade KOG1. Nessa condicdo o complexo tem sua atividade bloqueada através do
dominio RAPTOR_N de KOG1 (LOEWITH; HALL, 2011) (Tabela 2, FIG. 5). Esse dominio
foi encontrado em ABRE01015241.1 (Tabela 2). Quando analisamos o0s valores de expressdo
de MpKOGL1 e MpTOR1 percebemos que esses genes tém niveis de acimulo acima da média,
na fase do primérdio (FIG. 4-B), na qual a condicédo de estresse esta totalmente estabelecida e
o fungo tende a ndo ter outro meio de suprimento de nutrientes, que ndo os processos de
reciclagem de suas estruturas (GOMES et al., 2016; PIRES et al., 2009; PUNGARTNIK et al.,
2009a).

Aqui, mais uma vez destacamos a importancia da GTPase RHO1. Essa proteina tem a
capacidade de interagir com o dominio RAPTOR da proteina KOGL1 (FIG. 5) (DAVID, 2012;
YAN; LAI; JIANG, 2012). Essa interacdo é marcante para a regulacdo downstream do
complexo TORC1, por inativar esse complexo, via interacdo RHO1-KOG1 (DAVID, 2012;
YAN; LAI; JIANG, 2012). Ao observamos o perfil de expressdo de RHO1 na fase do estresse
(Rosa esscuro) e primordio (FIG. 4-B), observamos que MpRhol apresenta niveis de expressao
abaixo da média. Os valores mais reduzidos de expressdo de MpRhol, na fase do primordio,
pode ser um fator determinante para a funcdo de TORC1, visto que a presenca dessa GTPase
pode inibir a atividade desse complexo. A interacdo entre TORC1 e RHO1, através de KOG1,
tem sido destacada como marcante para o equilibrio entre expanséo espacial e crescimento em

S. cerevisiae (YAN; LAI; JIANG, 2012). Desse modo, chamamos a atencdo para os niveis de
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expressao dos componentes de TORC1 (KOG1 e TOR1) apresentam niveis de expressao abaixo
da média, permitindo inferir que nesse momento, o fungo néo investe em crescimento, ao passo
que isso tende & acontecer na formacéo do corpo de frutificacao (primérdio) (FIG. 4-B). Porém,
nessa fase, a reciclagem de nutrientes via processos autofagico € a fonte de biomoléculas para
a construcdo do corpo do primoérdio. Nesse ponto, 0 aumento da expressdo de MpATGS,
MpTOR1 e MpKOG1, associada a reducdo da expressdo de MpRhol, pode ser determinante
para o0 éxito desse fendbmeno. Nesse sentido, enquanto TOR € o ator direto do mecanismo de
sinalizacdo, KOG1, é o elemento regulador desse ator. Muito se conhece a respeito dos
complexos TORC1, em S. cerevisiae, porém, a literatura aborda pouco a respeito da
contribuicdo desses complexos durante o desenvolvimento de basidiomicetos. Ndés sugerimos
gue TOCRL1 ¢é mais relevante para a formacdo do primordio, sinalizando para processos de

controle do crescimento (FIG. 3-A)

Por outro lado o segundo complexo TOR (TORC2) tem sido relatado em S. cereviseae
como ndo € sensivel a rapamicina e estd relacionado com processos de controle da
polimerizacdo da actina (que é uma funcdo exclusiva para esse complexo) e manutencdo da
integridade da parede celular (FIG. 5) (LOEWITH et al., 2002). Uma pergunta importante nesse
contexto é: TORC2 também nao responde a escassez de nutrientes? A literatura aponta que sim,
porém, esse complexo ndo possui a subunidade KOG1, que é um importante receptor de sinal
para escassez de nutrientes (DAVID, 2012; YAN; LAI; JIANG, 2012). A ndo sensibilidade
desse complexo a rapamicina é explicada pela presenga da subunidade AVO1 em TORC2, que
tem sido relatada como responsavel por impede a ligagdo do receptor da rapamicina (FKBP-
rapamycin binding) na regido do dominio FRB em TOR2. Sendo assim, AVO1 é um importante
representante do complexo TORC2, pois sua presenca na célula garantir que TOR2 néo

respondera a escassez de nutrientes (LOEWITH; HALL, 2011).
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Os resultados da expressdo genica tem indicado que MpAvol (complexo TORC2) se
correlaciona bem com genes que aqui estamos considerando como envolvidos com
desenvolvimento normal e reparo por resposta ao estresse (MpFksl, MpChitl, MpRom2 e
MpChs) (FIG. 4-A). Enquanto TORC1 tem maior relacdo com a fase do primordio, TORC2,
parece ser mais relevante para as respostas desencadeadas até o momento do estresse. Ao
interagir com ROM2, TORC2 ativa a via CWI (FIG. 5), que pode induzir processos
relacionados com crescimento, polimerizacdo de actina, dentre outros processos que Sao
marcantes do desenvolvimento filamentodo (SCHMELZLE; HALL, 2000). Assim, associamos
0 papel de TORC2 com a resposta mais imediata ao estresse, enquanto M. perniciosa ainda
possui nutrientes disponiveis TORC2 e tendera a aumentar a sintese de biomoléculas para se
preparar para a falta deles (FIG. 4-A e B, FIG. 5). Em seguida na fase do primoérdio, que é uma
condicdo de extrema falta de nutrientes. Nessa fase o tapete de micélio é capaz de produzir o
basidioma mesmo em superficies ndo nutritivas (GRIFFITH; HEDGER, 1993; PURDY,;
DICKSTEIN, 1990; PURDY; SCHMIDT, 1996), assim, a expressdo de TORC2 reduz e da

lugar ao complexo TORC2 e genes associados com reciclagem de nutrientes (FIG. 4-B).

3. Transporte através de vesiculas, autofagia e desenvolvimento em M. perniciosa
Enguanto o proteassoma é uma via secundaria para degradacdo de proteinas, a
macroautofagia (autofagia) € um processo primario para o catabolismo celular (LEVINE et al.,
2004). Esse mecanismo é um fendmeno celular programado essencial para o remodelamento
das estruturas celulares, e € responsavel pelo balango dos recursos quando o organismo esta sob
condicéo de escassez de nutrientes. Portanto ele € um processo essencial para o crescimento de
organismos como o0s fungos. Através desse mecanismo a célula consegue reciclar suas
organelas; macromoléculas ndo funcionais, como proteinas, dentre outras. Existem basicamente

trés tripos de processos autofagicos: a microautofagia, macroautofagia e autofagia mediada por
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Chaperonas (AMC) (GLICK; BARTH; MACLEOD, 2010; KELEKAR, 2005). Aqui, a
macroautofagia, ganha destaque como um fenémeno muito relevante e ATG8 é considerado
um marcador para autofagia. No processo de microautofagia, o contetdo a ser digerido se funde
direto ao lisossomo (FIG.5). A AMC é um processo relacionado a reciclagem de proteinas, no
interior da célula. Por outro lado, a macroautofagia, vesiculas (autofagossomo) contendo os
elementos a serem digeridos, se funde com lisossomos. O resultado dessa fusdo gera uma
estrutura denominada autolisossomo. A literatura tem atribuido o nome ‘“autofagia” para
descrever a macroautofagia. Esse processo € desencadeado em resposta a escassez de nutrientes,
como a deplecéo de nitrogénio e ions como zinco, manganés, ferro, etc. (POLLACK; HARRIS;
MARTEN, 2009).

O processo de autofagia é orquestrado por uma série de Autophagy Related Genes
(ATG). Dentre as vias relacionadas com a regulacdo dos processos de autofagia, TORCL1 é de
longe a mais relevante quando tratamos da percep¢do a escassez de nutrientes e regulador
downstream do processo de autofagia. ATG8 é um importante gene, relacionado com a
formacdo inicial de vesiculas para os processos autofagicos. Esse gene é considerado um
marcador para autofagia, diferenciacdo e desenvolvimento em diversos grupos de eucariontes,
nas mais diversas condicdes, incluindo na resposta ao estresse (KLIONSKY, 2007; LEVINE et
al., 2004; SCHMELZLE; HALL, 2000). Assim, entendemos que genes que se correlacionam
bem com Atg8, tendem a estar envolvidos com esses processos. O processo de autofagia é
regulado negativamente, por TOR através de hiperfosforilacdo de ATG13 que perde sua
afinidade por ATG1 e teminada por bloquear os subsequentes processos na autofagia (FIG. 5)
(LEVINE et al., 2004; LOEWITH; HALL, 2011; POLLACK; HARRIS; MARTEN, 2009;
SHOJI; KIKUMA; KITAMOTO, 2014).

Em basidiomicetos, essas mudancas tendem a levar o fungo a produzir suas estruturas

reprodutoras, atraves do seu basidiocarpo (GOMES et al., 2016; PIRES et al., 2009;
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POLLACK; HARRIS; MARTEN, 2009; SANTOS; BRENDEL; PUNGARTNIK, 2008). De
acordo com o perfil de expressdo de genes como ATG8, TOR1, KOG1 e CHIT2, que estdo
voltados para a resposta ao estresse e relacionados com autdlise e autofagia, podemos inferir
gue em M. perniciosa a resposta imediata ao estresse ndo ¢ o remodelamento de hifas; esse
processo se instalara com o prolongamento do estresse (na fase do promérdio) (FIG. 4-B)
(GOMES et al., 2016).

ATG8 e GDI1 foram encontradas em mddulos diferentes, porém foram anotadas em
processos bioldgicos de transporte vesicular (FIG. 3-D e FIG.3-F). Embora a correlacdo desses
genes nao tenha sido significativa, elas apresentam um perfil de expressao muito semelhante
durante as fases de desenvolvimento de M. perniciosa (Fig. 4). ATG8 é uma proteina classica,
bem caracterizada na literatura como relevante na formacdo do vacuolo do processo de
macroautofagia (FIG. 5) (NAIR et al., 2011; POLLACK; HARRIS; MARTEN, 2009). A
proteina GDI1 tem sido relatada na literatura como um importante componente regulatério de
S. cerevisiae e que, igualmente a ATGS8, ap06s 0 estresse retorna a aumentar seus niveis de

expresséao
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CONCLUSAO
O uso de S. cerevisiae como modelo foi determinante no estudo das fungdes celulares dos genes
selecionados. Embora esse modelo seja unicelular, o estudo dos processos celulares
possibilitaram compreender o impacto de genes importantes para fendmenos de autofagia,
desenvolvimento e resposta a estresse, reciclagem de nutrientes, sinalizacao e organizacao da
parede celular no remodelamento de hifas através. A formacéo do corpo de frutificacdo em M.
perniciosa € consequéncia do estresse e isso se da por meio da regulacdo de fenbmenos como
a sintese da parede celular e regulacéo do crescimento. Para isso, genes da via TOR (TORC1 e
TORC1) parecem cooperar de maneira diferente, sendo que TORC1 parece ser mais relevante
para formacdo do basidiocarpo, e TORC2, na percepcdo e respostas no momento do estresse e
sinalizacdo para vias como das GTPases, aqui representadas por MpROM2, MpRHOL1 e
MpCDC42. Os estudos de rede reforcam a importancia dessas proteinas como hubs-gargalos,
sugerindo que o desenvolvimento de M. perniciosa pode ser severamente comprometido, caso
algum desses alvos seja bloqueado. Por outro lado, por se tratar de vias muito conservadas entre
diferentes espécies, sua manipulacdo deve ser realizada com muita cautela, afim de evitar

graves desequilibrios ecoldgicos, por agir sobre espécies ndo alvo e até mesmo no ser humano.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

FIG. 1. Fluxo de trabalho com todas as etapas desenvolvidas nesta pesquisa. 1. Busca por
proteinas homdlogas em Ustilago maydis. 2 e 3. Construcdo de uma rede para identificar os
primeiros alvos. 4 e 5. Mineracdo da literatura para selecionar genes alvos. 6 e 7. Elaboracdo
de uma nova rede IPP em Saccharomyces cerevisiae. 8. Analise dos Clusters de Proteina,
Processo Bioldgico e Literatura Mineira. 9. Obtencdo do modelo celular para resposta de M.
perniciosa ao estresse. 10. Analise dos dominios encontrados em cada gene selecionado. 11.
Obtencdo de primers para todos os genes alvos selecionados. 12. PCR quantitativa em tempo
real (QRT-PCR) para todos os genes alvo selecionados de cada fase de desenvolvimento de M.
perniciosa em cultivo artificial (bolachas). 13 e 14. Analise estatistica da expressao génica entre
0s genes-alvos selecionados 15. Associacdo dos resultados da expressdo génica com o modelo

celular.

FIG. 2. Principais proteinas encontradas em Ustilago maydis que interagem com homélogas de
MpCHT1, MpATG8 e MpCHS. Vide também Tabela 2) que sumariza os principais processos

biol6gicos nos quais essas proteinas estdo envolvidas.

FIG. 3. Rede de interacdo proteina-proteina. A figura mostra no centro a rede de PPl com os
vizinhos mais préximos as proteinas selecionadas para o estudo de expressao genica. Ao redor,
temos os modulos obtidos no fastgreedy.community e seus respectivos processos bioldgicos
determinados pelo BINGO com valores de significancia corrigidos. Os diferentes tons de
branco para vermelho representam os valores de centralidade betweenness (0-409954): quanto
mais avermelhado, maior o valor para essa centralidade. A espessura da borda dos nos
representa o valor para a centralidade degree (0-197): quando mais espessa a borda, maior sera
o0 valor para degree. Os tamanhos dos nés representam: nenhuma homologia com proteina de

M. perniciosa (ndés menores), homologos entre S. cerevisiae e M. perniciosa (n6s médios),
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proteinas utilizadas na analise de expressao genica (nds maiores). As setas indicam que todos

os clusters (A-1) vieram da sub-rede mostradas no centro da figura.

FIG. 4. Matriz de correlacdo e analise de heatmap com clusterizacdo hierarquica baseada na
expressao de genes alvo emdiferentes fases de desenvolvimento (banca, amarela, rosa, rosa
escuro e primordio) de M. perniciosa cultivado em bolachas. A. Matriz de correlacdo de
Pearson. As correlacdo positiva e negativa sdo apresentadas em vermelho e azul,
respectivamente. Circulo grande de cor azul indica genes com correlacdo negativa, quanto mais
azul, mais proximo de -1; quanto maior o circulo e mais avermelhado, mais préxima de +1 é a
correlacdo. O “x” em A, representa o ponto de corte da correlagdo, valores significantes foram
considerados acima de 0.3 (70%), valores abaixo desse ponto de corte foram marcados com
“x”. B. A cor no heatmap representa a expressdo relativa em z-score: quanto mais vermelho,
maior que a média € o valor de expressdo; quanto mais azul, menor que a media sera o valor. O

dendograma mostra o agrupamento dos genes com base na correlacdo de Pearson.

FIG. 5. Modelo celular das principais interacdes e vias de sinaliza¢ao relacionadas ao processo
bioldgico selecionado na rede de IPP e com base em dados da literatura. Esse modelo representa

o nivel de expressdo dos genes, no momento do estresse.
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TABELAS

Tabela 1. Homologia entre M. perniciosa, U. maydis e S. cerevisiae.

M. perniciosa x U. maydis

M. perniciosa X S. cerevisiae

M. perniciosa ID . Qcov  identid . Qcov identid
NCBI Subject Evalue (%) (%) Subject  Evalue (%) (%)
ABRE01015241.1 1,00E-
(scal2.70.1%) UMO00801.1 0,00 69 41,75 Kogl 101 56 48,99
ABRE01002388.1 3,00E-
(scal18.1.1%) UM03912.1 0,00 30 61,6 Rom2 173 37 36,05
ABRE01005366.1
(scal61.15.1%) UMO03216.1 0,00 75 51,67 Torl 0,00 77 41,16
ABRE01022557.1
(sca287.13.1%) UMO03539.1 4,00E-56 32 40,96 Ssz1  7,00E-39 64 26,03
ABRE01018442.1 . 4,00E-
(5ca5.89.1%) UMO00756.1 0,00 43 70 Gdil 155 44 54,62
ABRE01013085.1 UMO01639.1 0,00 99 65,62 Fks1  0,00E+00 99 52,1
(sca2.19.1%)
ABRE01010224.1 1,00E-
(scal25.19.1%) UMO03599.1 2,00E-74 96 38,89 Ccd10 122 95 56,15
ABRE01021873.1 UMO03210.1 1,00E-37 76 62,07 Cksl  4,00E-35 80 58,89
(sca20.39.1%)
Sca54.25.1* UMO00295.1 1,00E-104 99 78,87 Cdc42 gfgoE 99 73,71
ABRE01017644.1 UMO05734.1 3,00E-85 100 68,37 Rhol  1,00E-67 95 57,53
(sca227.2.1%)
ABRE01017762.1 UMO00947.1 6,00E-70 33 34,74 Avol  7,00E-13 29 36,7
(scab29.1.1%)
EU477413.1**
(sca2.201.1%) UMO05567.1 2,00E-78 92 95,73 Atg8  3,00E-64 92 76,92
EU154354.1** 4,00E-
(sca7.82.1) UMO00474.1 3,00E-162 68 43,82 Chs2 166 86 38,21
**
ABREO1017587.1 UM06190.1 3,00E-43 86 30,18 Cts2  5,00E-14 68 21,78
(sca330.3.1%)
ABREO01011675.1 UMO02902.1 2,00E-65 35 46,00 Bag7  1,00E-29 26 35,00-
**
ABREO1009B13.1™ "\ \\ 1042611 1,00E-134 87 483 | Cts2 B8O0E-48 70 30,13

(sca3.23.1%)

* Sequencia ndo disponivel no NCBI, originada de dados de sequenciamento ndo publicados.
** Genes estudados previamente estudados (GOMES et al., 2016)
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Tabela 2. Tabela recapitulativa dos alvos selecionados em M. perniciosa e dos seus dominios funcionais

Homologous

M.perniciosa S. cervisi .9 R Pfam Domines
eference : i
ID code NCBI gene code Function in M.perniciosa*
Subunit of TORC1; control cell growth; Adami et al., 2007; o)
AEREUIE2 Kogt controls ribosome biogenesis Araki et al., 2005 U
GDP/GTP exchange factor (GEF) for Ozaki et al., 1996; — -+ —
ABRE01002388.1 Rom2 Rho'p and Rho2p: Krause ot 8., 2012 RhoGEF Jme( PH_5 )=f CNH fo
Rapamycin target; subunit of TORC1; .
: ; Loewith, Hall, 2012;
controls growth in response to nutrients L ’ g - FAT _
ABRE01005366.1 Tort Active TORC1 positively controls ribosome Adami et al., 2007 R CTEED by R SRt X
biogenesis
Hsp70 protein; Component of the Gaustschi et al., 2001; . oaR2 3 TR
ABRE01022557.1 Ssz1 ribosome-associated complex (RAC) Eisenman; Craig, 2004 BAR2 HSP70
Dissociate the GDP-bound .
ABREO01018442.1 Gdi1 Rab proteins from the membrane and R A, Tty — ) GDI ¥
L ) P Collins et al., 1997
inhibits their activation; secretory pathway
Catalytic subunit of 1,3-beta-D-glucan Garcia et al., 2017: — - - 3
ABREO1013085.1 Fkst synthase; cell wall synthesis and maintenance Levin, 2011 ! = =(__Guean. <
ey oy Vrabioiu et al., 2004;
ABREOI0102241  Cdoto  COTPONOTIOTRRACIg dudemerence Wik stal, 2011,
Y McMurray et al., 20011
Cyclin-dependent protein kinase; . .
ABRE01021873.1 Cks1 modulatesproteolysis of M-phase targets Kaivomagi et al., 2011
Small GTPase,Maintenance of cell Perez; Rincon, 2010;
Seace2oil Crzil polarity; organizationof actin and septins Gladfelter et al., 2002
Establishment of cell polarity; regulates Nonaka et al., 1995;
ABRED1017644.1 Rhot protein kinase C (PKC1p) and FKS1 Martinez-Rocha et al., 2008 RAS
Component of complex TORC2; regulation of Loewith, Hall. 2012:
ABRE01017762.1 Avo1 cell growth; cell wall integrity; polarity of the actin Rk & al.: 2007 —
cytoskeleton; orienting the secretory pathway
EU477413.1 Ato8 Component of autophagosomes and Xie et al., 2008, D
g Cvt vesicles; phagophore expansion; Nair et al., 2009 -.
chitin synthesis in the primary septum Schmidt et al., 2001;
EU154354.1 Chs2 during cytokinesis septum formation Oh et al., 2012 st~ RChitin_Synth_j - mm
and cell division; normal cell morphology
ABRE01017587.1 Cts2 Putative chitinase Dunkler et al., 2008 ==t Glyco_hydro_18
ABRE01009813.1 Cts2 Putative chitinase Dunkler et al., 2008 3 Glyco_hydro 18 Jmm...mmf  Glyco_hydro 18 Y. om
. : : Schmidt et al., 2002;
ABRE01011675.1 Bag7/Sac? GTPase for Rhot; plays a role in actin Bickle et al., 1998

cytoskeleton;cell wall synthesis

Lockshon et al., 2012

*Relacdo de homologia entre M. perniciosa e S. cerevisiae e dominios do Pfam encontrados nesses homdlogoa em M. perniciosa. Raptor_N Raptor (N-terminal
CASPase like domain), Atg8 (Autophagy protein Atg8 domine), BAR_2 (Bin Amphiphysin Rvs domine), Chitin_synth_1 (Chitin synthase 1 domine), Chitin_synth_2
(Chitin synthase 2 domine), CKS (Cyclin-dependent kinase domine), CNH (Citron homology domain), CRIM (SAPK-interacting protein 1 domine), FAT (Focal
Adhesion kinase, Targeting domain), GDI (GDP dissociation inhibitor domine), Glucan_synthase (1,3-beta-glucan synthase domine), Glyco_hydro_18 (Glycosyl
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hydrolases family 18 domine), HSP70 (Heat Shock Proteins 70 domine), PI3_Pl4 kinase (Phoshatidylinositol 3 and 4-Kinase domine), Polysacc deac 1
(Polysaccharide deacetylase 1 domine), Ras (Ras family domine), RhoGEF (Ras HOmolog Guanine Exchange Factor domain), Secl (SECretory 1 family domine),
Septin (Septin domine), * (not characterized domain on PFAM).
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omes et al., 201

Protein sequence CHIT1, CHIT2
CHS3, and ATG8 of M. perniciosa

11

Homologous protein with Evalue
above of 10-10 between M. perniciosa
and U. maydis.
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IM04261
etal., 2016

]

protein refolding

Sequence Blast E-Value Enzyme
Name Min GO Names Codes
nucleus, cytosol, cytoplasmic side of plasma membrane, cell division site, Cdc42 GTPase complex,
lateral cell cortex, cell cortex of growing cell tip, GTPase activity, GTP binding, metabolic process,
protein transport, regulation of exocytosis, establishment or maintenance of actin cytoskeleton polarity,
UM00295.1 8.7E-138 signal transduction involved in conjugation with cellular fusion, Cdc42 protein signal transduction, %
cdc42 regulation of beta-glucan biosynthetic process, regulation of barrier septum assembly, regulation of
intracellular protein transport, intermembrane transport, cell division, regulation of establishment or
maintenance of cell polarity regulating cell shape
UMO00474.1 0.0E0 plasma membrane, integral component of membrane, cytoplasmic vesicle membrane, chitin synthase EC:2.4.1.16
Chs3 i activity, chitin biosynthetic process, cell wall organization e
cytosol, cell division site, Rab GDP-dissociation inhibitor activity, oxidoreductase activity, transferase
UM00756.1 0.0E0 activity, intracellular protein transport, small GTPase mediated signal transduction, regulation of *
Rab catalytic activity, oxidation-reduction process
UM01639.1 1,3-beta-D-glucan synthase complex, integral component of membrane, 1,3-beta-D-glucan synthase ’
1'3s°¥ﬁ{ﬁ§é‘é°a” Q:080 activity, (1->3)-beta-D-glucan biosynthetic process BG4
cytosol, sulfite reductase complex (NADPH), sulfite reductase (NADPH) activity, iron ion binding, FMN
binding, heme binding, iron-sulfur cluster binding, sulfur amino acid biosynthetic process, sulfate "
UM%%%22'1 0.0E0 assimilation, fungal-type cell wall organization, oxidation-reduction process, hydrogen sulfide ECi1.8.12
biosynthetic process
cyclin-dependent protein kinase holoenzyme complex, nucleus, cytosol, zinc ion binding, kinase activity,
UM03210.1 1.2E-87 protein comp_lex binqing: cyclin-degentjenl prolgiq serine{{hreonine Kinase acliyalor activity, cell cycle, «
Cyclin : : phosphorylation, activation of protein kinase activity, positive regulation of cyclin-dependent protein
serine/threonine kinase activity, cell division
cytosol, TORC1 complex, Tor2 -Mei2-Ste11 complex, ATP binding, drug binding, kinase activity,
UM03216.1 0.0E0 phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor, signal transduction, negative regulation of *
Tor autophagy, negative regulation of induction of conjugation with cellular fusion, phosphorylation
thiamine diphosphokinase activity, ATP binding, GTP binding, endoribonuclease activity, producing 5'- EC:276.2
UMS°344941 0.0E0 phosphomonoesters, thiamine binding, thiamine diphosphate biosynthetic process, tRNA 3'-trailer EC3.4.96.
eptin cleavage, RNA phosphodiester bond hydrolysis, endonucleolytic R
UM&‘gm A 0.0E0 chitinase activity, carbohydrate metabolic process, chitin catabolic process EC:3.2.1.14
fungal-type vacuole membrane, pre-autophagosomal structure, autophagosome membrane, nucleus,
cytosol, extrinsic component of membrane, Cvt vesicle membrane, protein tag, autophagosome
UMO05567.1 7.7E-80 assembly, milQphagy, conjugation with oellu!ar fusion, ER to Golgi vesicle-mediated transpgn, pellular %
ATGS . : response to nitrogen starvation, pathogenesis, CVT pathway, cellular protein complex localization,
piecemeal microautophagy of nucleus, late nucleophagy, membrane fusion, protein targeting to
vacuole involved in autophagy
UMI-?SSES%1 1 0.0E0 mitochondrial intermembrane space, mitochondrial matrix, mitochondrial membrane, ATP binding, N
sp :

38

39

40

FIG. 2. Silva et al
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Regulation of cell growth 4.89E-13
Cell wall organization 4.89E-13
Regulation of growth 3.18E-12

TOR signaling cascade 4.93E-12

Chitin catabolic process 6.39E-9

Chitin biosynthesis 8.26E-6
Cytokinesis 8.72E-6
Protein folding 7.16E-16
Protein refolding 5.10E-6

Proteolysis 1.07E-2

Carbohydrate biosynthesis 1.02E-16
Glucan biosynthesis 4.47E-11

Vesicle-mediated transport 4.00E-7
Protein localization 3.54E-6

Vacuolar transport 2.75E-28
Autophagy 5.26E-30
Response to starvation 9.80E-23

Small GTPase mediated signal transduction 1.41E-31
Cell division 2.10E-21
Cell wall organization or biogenesis 3.73E-18
Growth 1.25E-16

FIG. 3. Silva et al
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material suplementar 1. Comparacdo entre 0os dominios presentes nas proteinas homologas
entre M. perniciosa, U. maydis e S. cerevisiae.
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YLR229C S 201
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YOLO78W S y— . 117
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FIG. 6. Silva et al
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Material suplementar 2: Primers utilizados para a analise de gPCR

ID NCBI Sense 553 GC Tm (°C) Length (pb)
ABREDIOISHIL | GACACCOATCATCTTTCCCTG o4 51 168
ABREOIOOZIS1 f,  GrGTGTGATTGATGACGGCT 500 355 0
ABREDIOOSIO6L | GATGAATCOACAGOATGGCT 500 46 4
ABREOIOZSSTL f,  ATTACGTOCCGCTTCTTCAG 500 547
ABREOIOISN21 GTTATGCGTTGAGGAGACCA 00 547 O
ABREDIOINSSL | SeTcGTTATCCOACTTCCC 500 50 MO
ABREDIOIOZAL | (X GaCAGCAGTGARTACOAG 550 355 1%
ABREDIOZISTL g 'geaToToTTACTGCTTTCCS 500 S5 O
Scab4.25.1* F TGTAGTTGTTGGTGATGGTGC 52,4 55,5 82

R CGATGTTACACTGAAGCAGACG 550 555
oo, SSTISEIOTIENSR B 52 o
e [ GSCSMMINTONS 90 8
ooy | AANEEGATASCEN 21 N5

*Transcrito ndo disponivel no GenBank, encontrado em um novo sequenciamento de M.
perniciosa, ndo publicado
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Material suplementar 3. Rede de interacdo proteina-proteina de Saccharomyces cerevisiae.
NOs muito grandes, que sdao os homologos entre M. perniciosa e S. cerevisiae que foram
estudados por expressao genica em M. perniciosa durante seu desenvolvimento em bran-based
solid médium. Esses genes junto com os nés de tamanho médio, séo homdlogos entre esses dois
fungos. A cor varia numa escala de vermelho proporcionalmente ao valor para a centralidade
betweenness, enquanto a largura da borda no no indica varia proporcionalmente com o valor
para a centralidade degree.
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Material suplementar 5. Curvas de dissociacdo do qPCR dos alvos estudados em M.
perniciosa. W: fase branca; Y: fase amarela; P: fase rosa; Dp: fase rosa escuro e P: primordio.

Kog1_Y Kog1_Dp_Prim Ssz1_P_Dp Ssz1_Prim Ssz1_W_Y
i i § |
1 ,E | i i 3 i
Fks1_P_Dp Fks1_Prim Cdc10 W_Y Cdc10_P_Dp Cdc10_Prim Cks1_Prim
i i (
i k. | ! ! |
Rhol_P_Dp Rho1_Prim Rom1_W_Y Rom1_P_Dp Rom1_P
St — . P ) onmincon . itzen
i i
A b
8ag7_P_D!
[R——
' i 1
i I | i
Gdi1_Prim Cdca2_ W Cdea2. ¥ P Cdc42_P_Prim Tor1_Dp_Prim
S Can Cmmmoen L — sttt
| f ‘ | i
Actin_P_Dp Actin_P_Dp
] i !
H
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RESUMO

A doenca vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.) é causada pelo fungo
basidiomiceto Moniliophthora perniciosa. Essa doenca é responsavel por uma queda da
producdo de amendoas e consequentemente na economia da industria do chocolate. Essas
perdas chegaram a 235 milhdes de dblares ao ano e trouxeram uma grande crise para a
cacauicultura em regides produtoras da America Central e do Sul. A busca para o controle do
desenvolvimento do fungo pode ser facilitada por estudos de biologia de sistemas que agregam
estudos Omicos (e.g. transcriptomica, proteomica, metabolomica) com estudos de redes
bioldgicas. Aqui, no6s implementados estudos computacionais de mapa de interélogos, com base

no PEIMAP, PSIMAP, iPFAM e STRING, a partir dos quais predizemos um interatoma para
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M. perniciosa associado com estudos de proteomica e transcriptomica do desenvolvimento de
M. perniciosa em condic@es in vivo e in vitro. Obtemos o primeiro mapa de interlogo para M.
perniciosa, chamado de MpNet, que agrega o volume de informagdo da maioria dos bancos de
dados de interagéo proteina-proteina (IPP). MpNet se ajusta bem ao modelo de redes bioldgicas
livre de escala, apresentando 1 405 proteinas e 6 699 conectores com alta confianca (score >
0.700). Modulos funcionais relacionados com processos bioldgicos de oxidacdo e reducéo,
sinalizacdo e metabolismo de proteinas se destacam nessa rede. A validacdo do mapa de
inter6logo realizada com dados de expressdo genica relacionado com a formacéo da estrutura
reprodutora e germinacdo de esporos chamam a atencao para proteinas centrais relacionadas
com metabolismo de esfingolipidios no desenvolvimento do basidiocarpo. Por outro lado,
processos relacionados com protedlise se destacam na germinacao de esporos. Apresentamos
aqui o MpNet que se mostra promissora para estudos relacionados com o desenvolvimento de

M. perniciosa.

PALAVRAS CHAVES: Moniliophthora perniciosa, basidiomiceto, desenvolvimento,

biologia de sistemas
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INTRODUCAO

Moniliophthora (=Crinipellis) perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora (AIME;
PHILLIPS-MORA, 2005) é um fungo do grupo dos basidiomicetos, da ordem Agaricales. Esse
patdgeno € responsavel por causar a doenca vassoura-de-bruxa em plantas de cacau
(Theobroma cacao L.); ¢ uma das mais graves para 0 cacaueiro em paises da América Central
e do Sul (BRYAN A. BAILEY LYNDEL W. MEINHARDT, 2016; MEINHARDT et al.,
2008). Estudos de biologia do desenvolvimento de M. perniciosa pode permitir entender seu
ciclo de vida e revelar importantes pontos de controle da doenca vassoura-de-bruxa. Nesse
sentido, estudos mostraram que durante a infeccdo e colonizacdo da planta, M. perniciosa que
é um fungo hemibiotréfico, possui duas fases distintas, uma fase biotréfica (parasita) e uma
necrotrofica (sapréfita). Durante a fase biotrofica, M. perniciosa coloniza o apoplasto dos
tecidos do cacau infectados e adota um tipo de nutri¢do parasitica; essa fase dura em torno de
seis semanas e é caracterizada pela presenca de hifas monocarioticas. Na segunda fase, as hifa
se tornam dicariotica e o fungo causa necrose e conseqlientemente morte nos tecidos infectados

(MEINHARDT et al., 2008).

Estudos de biologia de sistemas, atraves de redes de interacdo proteina-proteina (IPP)
obtidas in silico, vem sendo empregados de modo promissor na identificacdo de alvos para o
controle de doencas. He e colaboradores (2008) identificaram alvos relacionados com o
controle de fitopatégenos, como no fungo da brusone do arroz (HE et al., 2008). E também
possivel analizar a resposta da planta no sentido de selecionar genes candidatos para a resiténcia
a estresse bidtico (LIU et al., 2017). Em Mycobacterium tuberculosis e Leishmania major, as
abordagens computacionais de redes IPP também foram aplicadas no sentido de identificar
alvos para o controle de doengas causadas por esses patogenos, em humanos (CASCANTE et

al., 2002; CUI et al., 2009; FLOREZ et al., 2010; REZENDE et al., 2012). Ainda, muitos
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trabalhos voltados para a compreensdo da biologia de organismos como Arabidopsis thaliana
e Homo sapiens empregam essa abordagem, demostrando que interatdmas preditos sdo
alternativas eficazes para a busca de moleculas alvos (LIN et al., 2011; WANG et al., 2014;

ZHANG et al., 2016).

Em M. perniciosa, estudos vém utilizando redes IPP para compreensdo do seu
desenvolvimento. O principal método empregado basea-se em mapa de interélogos (Interolog
Mapping; FLOREZ et al., 2010; KIM et al., 2008; REZENDE et al., 2012; YU et al., 2004).
Esse mapa leva em consideracdo que se duas proteinas que interagem entre si em um organismo
tem alta similaridade contra outras duas proteinas em um segundo organismo; certamente essas
ultimas também interagirdo entre si (KIM et al., 2008; YU et al., 2004). Porém, esses estudos
tém utilizado apenas um organismo como modelo, fato que pode limitar o interatoma apenas
aos homologos existentes entre esses modelos e M. perniciosa (CARVALHO et al., 2013;
MARES et al., 2016b). Assim foi observada a necessidade da criagdo de um interatoma de
referéncia amplo para M. perniciosa tendo como modelo ndo apenas um organismo, mas
empregando grandes bancos de dados, com milhares de modelos e milhdes de IPP. Por isso,
utilizamos os bancos de dados PEIMAP/DIP (XENARIOS, 2002); BIND (ISSERLIN; EL-
BADRAWI; BADERY, 2011); IntAct (HERMJAKOB et al., 2004); MINT (LICATA et al.,
2012); HPRD (KESHAVA PRASAD et al., 2009); BioGrid (CHATR-ARYAMONTRI et al.,
2017); PSI-MAP (SCOP); iPfam e STRING. Esses bancos séo grandes repositorios de redes de
IPP, que chega a casa dos milhares de organismos e a centenas de milhdes de pares de
interacdes. Ao associarmos estudos de interatomica — através de analises de topologia de rede
e modulos funcionais — a dados de expressdo genica, foram identificados onze médulos de
proteinas, bem como proteinas centrais de M. perniciosa durante sua interacdo com T. cacao

no estagio de vassoura verde.
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Assim, construimos o interatoma M. perniciosa (chamado de MpNet) que apresenta
excelente ajuste ao modelo de redes bioldgicas livres de escala. Esse interatoma pode ser
aplicada em estudos relacionados com variados aspectos do desenvolvimento de M. perniciosa.
Dados de macroarranjo associados a MpNet, chamam a atencdo para 0 metabolismo de
esfingolipidios e possibilitaram a identificacdo de proteinas centrais dentro desse processo.
MpNet foi aplicado ao estudo da germinacdo de esporos de M. perniciosa reforcando que
grupos de proteinas relacionados com o sintese e degradacédo de proteinas sdoé relevantes no
processo de germinacdo Temos como forte perspectiva o uso de MpNet no estudo da interacéo
M. perniciosa-cacao, através da integracdo de dados de RNAseq da doenca da vassoura-de-

Bruxa.

MATERIAIS E METODOS
1. Visao geral do estudo do interatoma de M. perniciosa

O interatoma para Moniliophthora perniciosa foi obtido com base nos trabalhos de
Florez e colaboradores (2010) e Kim e colaboradores (2008). Nesse sentido, empregamos
quatro diferentes métodos (PSIMAP, iPfam, PEIMAP e STRING), que se baseiam em anélises
de similaridade de sequéncias através de ferramentas como BLASTP (PEIMAP e STRING);
PSI-BLAST (PSIMAP); “Modelos Ocultos de Markov” (Hidden Markov Models - HMM)
(iPfam). Foram obtidos interatomas para M. perniciosa para todos os métodos seguido por
unido em um dnico interatoma. As etapas basicas envolveram: i. busca por similaridade entre
as proteinas de M. perniciosa, de acordo com cada método e alinhamento local para obtencéo
da anotacdo GO no UniProt Reference Clusters (UniRef90) e non-redundant protein (nr); ii.

obtenc¢do do interatoma de M.perniciosa a partir dos resultados de similaridade e respectivos
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arquivos de interacdo de cada método e obtencédo do arquivo de anotacdo GO com o Blast2GO
a partir dos resultados de alinhamentos vindos do Uniref90 e nr; iii. calculo de confianca (score)
para cada par de interacdo, de acordo com cada método e normalizacdo (0-1) e obtencdo do
arquivo de anotacdo para M. perniciosa; iv. unido dos arquivos de interacao e calculo do score
combinado dos métodos utilizados e busca de dados de RNAseq da interacdo cacao-M.
perniciosa; v. selecdo de interagOes de alta confianca (>0.700) Mapeamento de read contra 0s
transcritos preditos de M. perniciosa; vi. analises de rede (mddulos, centralidades e ontologia
genica). Os scripts utilizados nesse trabalho foram adaptados de trabalhos ainda ndo pablicos

(vide FIG. 1).

a. Protein Structural Interactome map (PSIMAP)

O algoritmo PSI-MAP utiliza PSI-BLAST para determinar pares de interacdo a partir
da similaridade entre determinado par de query e pares de dominios que interagem entre si,
disponiveis no Structural Classification of Proteins (PARK et al., 2005). Nés utilizamos como
query as proteinas preditas de um novo sequenciamento do bi6tipo C de Moniliophthora
perniciosa (Mp4145) (http://nbcgib.uesc.br/emandrade/Mp4145_prot.txt.txt). O ponto de corte
para o E-value foi de < 0.0001. Os Ids dos alinhamento acima do ponto de corte para E-value
foram utilizados para separar um arquivo de IPP que contém o score para a interacdo. As IPPs
com base no algoritmo PSI-MAP levam em conta a distancia atbmica entre dominios dentro do
complexo, por tanto, falamos de interacdo fisica entre proteinas. O PSI-MAP, pontua as
interacOes a partir de um score e leva em conta essa distancia atdmica entre os dominios,

disponiveis no PDB (Protein Data Bank).
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a. iPfam

Também realizamos um estudo de interacbes com base nos dominios do iPfam
utilizando as proteinas preditas de Mp4145 como Query contra o Pfam (FINN et al., 2014). O
iPfam cataloga interacBes de dominio Pfam baseadas em estruturas 3D conhecidas que sdo
encontradas no Protein Data Base (PDB), fornecendo dados de interacdo ao nivel molecular
(FINN et al., 2014). A busca por similaridade dos dominios foi realizada utilizando o algoritmo
de Cadeias Ocultas de Markov (HMM, do inglés Hidden Markov Model), com corte para E-
value de 0.01. As proteinas que apresentaram valores acima do ponto de corte para E-value
foram selecionadas para a obtencdo do interatoma a partir do iPfam. O score de confiabilidade
do iPfam foi obtido a partir do score entre dois dominios do Pfam que interagem segundo o
arquivo de interacdo do iPfam database. A partir dos valores de confiabilidade foi realizado de

acordo com a seguinte formula:

Score = Z(bl + b2)

onde b1 € o bitscore do alinhamento da proteina 1 de M. perniciosa com o dominio A no Pfam

e b2 é o bitscore do alinhamento da proteina 2 com o dominio B que interage com o dominio A.

b. Algoritimo Protein Experimental Interactome MAP (PEIMAP)

O PEIMAP é um algoritmo que se baseia em similaridade de sequéncia por BLASTP.
Essa ferramenta agrupa informac6es de grandes repositorios de informacéo de IPP com base
experimental (DIP, BIND, IntAct, MINT, HPRD e BioGrid), sendo uma importante ferramenta
para a determinagdo de interatomas. O valor de reabilidade do PSIMAP utiliza os valores de
distancia entre um par de dominio que interagem entre si (SCOP), Nesse sentido, realizamos

um BLASTP utilizando as proteinas preditas de Mp4145 contra o banco do PEIMAP, tendo
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como ponto de corte alinhamentos com identidade >= 70% e E-value < 1071°. O score utilizado
no PEIMAP é dado de acordo com a confiabilidade do método empregado para determinar a
interacdo entre determinado par de interacdo. Existem métodos mais confiaveis que outros e
um par de interacdo pode ser validado por diferentes métodos. Assim, o calculo do score de
confiabilidade PEIMAP foi realizado de acordo com Florez e colaboradores (2010), e leva em
conta o confiabilidade do par de interacdo em cada método. Desse modo, 0 score para

determinado par de IPP ¢ definido como:

Score = Z(RA<—>B)

Onde R,4._~p corresponde a confiabilidade (R) do par de interacdo A < —> B.

c. STRING

O STRING database ¢ um dos maiores repositorios de IPP, contando com um total de
9.6 milhdes de proteinas com interacdes fisicas e funcionais para mais de 2 000 organismos
(SZKLARCZYK etal., 2015). Realizamos o BLASTP das proteinas preditas de Mp4145 contra
0 STRING, utilizando como ponto de corte identidade >= 70% e E-value < 107°. Visto
que o STRING database possui milhares de organismos, teremos milhares de pares de interagéo
homdloga em M. perniciosa. Assim, a confianca de um determinado par de interacdo para M.
perniciosa é dada pelo somatério do score combinado de todos os pares de interacdo homéloga

encontradas no STRING database sendo definida como

Score = Z(scoreA<_>B)

onde A < —> B equivale ao par de interacdo entre a proteina A e B, que apresenta um score

combinada entre todos 0s métodos utilizados pelo STRING database.
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d. Calculando o score final das interacdes
O score final dado para as interacfes considera o score (confiabilidade) para todos 0s
métodos calculados até aqui. Nesse sentido, foi calculado o score combinado a partir do score
de todos os métodos segundo Fldrez e colaboradores (2010):
score =1 — 1—[(1 —R)™
IEE
onde E deve corresponder ao conjunto de métodos utilizados (STRING, iPfam, PEIMAP,
PSIMAP); R; é a confiabilidade do método i; n se refere ao nimero de interacGes determinada
pelo método i. O score combinado foi normalizado numa escala entre 0-1 e selecionamos para

o0 interatoma de M. perniciosa apenas as interagdes com alta confianga (>=0,7).

2. Estudo do interatoma de M. perniciosa

Redes bioldgicas apresentam propriedades especificas. Elas seguem uma Lei de
Poténcia (Power Law) (P(k)~K~Y) e sdo consideradas livre de escala, possuindo poucos nos
muito conectados e muitos nds poucos conectados. Para avaliar o ajuste da rede de M.
perniciosa foi utilizado o pacote Igraph do programa R (CSARDI; NEPUSZ, 2006). Analises
de topologia de rede foram realizadas para estudar o grau (degree) e intermediacéo
(betweenness) dos néds, utilizando a biblioteca Igraph em ambiente R (https://cran.r-

project.org/). A centralidade Betweenness (C, = (n)) de um vertice {v} é definido por:

Co(m) = ) 8 # 1 # £(8,0(0)/er)
onde s e t sdo nds na rede diferentes de n. d. indica o nUmero de caminhos mais curtos de s para

t, e o(n) € 0 nimero de caminhos mais curtos de s para t que se encontram em n.
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2.1. Estudo de modulos funcionais
2.1.1 Analises de mddulos

Realizamos um estudo para identificar regides da rede de M. perniciosa que se dividem
em subgrupos densamente conectados entre si (clusters, médulos ou comunidades). Para isso
um algoritimo baseado em greedy optimization of the quantity (modularidade) (BADER;
HOGUE, 2003; CLAUSET; NEWMAN; MOORE, 2004; NEWMAN, 2003) foi utilizado para
identificar modulos. Para isso, a rede obtida foi analisada em ambiente R, com a funcéo
graph.data.frame para redes ndo direcionada (directed = FALSE) e em seguida foi realizada a
analise de médulos com a funcéo fastgreedy.community (NEWMAN, 2003) no pacote Igraph.

Os modulos mais populosos foram selecionados.

2.1.2. Anotacio das proteinas preditas por categorias do Gene Ontology (GO)

Realizamos a anotacdo para as 13 939 proteinas preditas de M. perniciosa, utilizando
Blastp, segundo o algoritmo do DIAMOND. O DIAMOND é um programa de alto rendimento
para alinhar sequéncias de DNA ou sequéncias de proteinas contra um banco de dados de
referéncia de proteinas, como nr
(https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/refseg/about/nonredundantproteins/), até 20 000 vezes a
velocidade do BLAST, com alta sensibilidade (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2014). Realizamos
um blastp com DIAMOND montando os bancos UniRef90 e nr localmente e o blastp foi
procedido com as opgoes “--id 50 --window 6 --max-target-seqs 20 --more-sensitive --gapopen
11 --gapextend 1 --threads 12 --outfmt 5”. Utilizamos as sequéncias do UnRef90 e o bando de
proteinas ndo redundantes (nr) do ncbi como subject. O xml gerado pelo DIAMOND foi

direcionado para o Blast2GO para realizar a anotacdo de referéncia (CONESA et al., 2005).
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Uma andlise de enriquecimento dos processos bioldgicos de cada modulo foi realizada com a
ferramenta Biological Networks Gene Ontology tool (BINGO) (MAERE; HEYMANS;
KUIPER, 2005), tendo como referéncia, a anotacdo funcional realizada no DIAMOND e
Blast2GO. Para isso foi utilizada a distribuicdo hipergeometrica (RIVALS et al., 2007) com
correcdo para comparacdes multiplas usando Benjamini & Hochberg False Discovery Rate
(FDR), com um nivel de significancia (p) < 0,05 (BENJAMINI et al., 2001; BENJAMINI;

HOCHBERG, 1995; GOMES et al., 2016).

2. Biologia de sistemas de Moniliophthora perniciosa durante o seu desenvolvimento
e na sua intera¢iao com Theobroma cacao: validacéo

Utilizamos dados de sequenciamento de Illumina HiSeq 2000 de cinco réplicas de
plantas de cacau infectadas por M. perniciosa (fase biotrofica/vassoura-verde) disponiveis em

https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRINA189464 (Material suplementar; TEIXEIRA et al., 2014).

Essas reads, no formato fastgq, foram utilizadas para realizar alinhamento contra as_CDSs
(CoDing Sequence) preditas a partir de um novo sequenciamento, ndo publicado, do biétipo C
de M. perniciosa (CEPLAC/CEPEC, Bahia, Brasil acession number 4145)
(http://nbcgib.uesc.br/emandrade/Mp4145_CDS.txt.txt). O mapeamento para sequenciamento
paired-end foi realizado com o Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012) e a contagem das
reads foi realizada de acordo (BUSHNELL, 2014) com os padrdes phred33 (qualidade phred
33), no-unal (suprimir registros SAM para leituras desalinhadas), threads 8 (nUmero de
processadores utilizados) e reads pareadas (sequenciamento paired-end).

Também foram utilizados dados de macroarranjo que destaca importantes genes
relacionados com o desenvolvimento do corpo de frutificagdo de M. perniciosa (PIRES et al.,
2009). Dados de protedmica relacionados a germinacédo de esporos de M. perniciosa também

foram associados ao interatoma de M. periciosa (MARES et al., 2016b).
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RESULTADOS

1. Interatoma

Nos utilizamos quatro bancos de dados (PEIMAP, STRING, PSIMAP e iPFAM) que se
baseiam em diferentes métodos para determinar a IPP. A partir do PEIMAP identificamos 218
interacdes; no iPFAM, identificamos 5 824 interacoes; no PSIMAP, 9 602 e no STRING,
identificamos 9 601 interacfes (FIG. 2). Dentre essas interacdes 84 delas sdo compartilhadas
entre todos os bancos, 13 foram exclusivas do PEIMAP e 1 501 do iPFAM (FIG. 2). Os
PSIMAP e STRING possuem apenas uma intera¢do que ndo pertence ao STRING, as demais
sdo compartilhadas entre esses dois bancos. O score de confidencia para um par de interacéo €
avaliado em uma escala entre 0-1. Os dados gerados a partir dos quatro bancos de dados
possibilitaram obter um interatoma para M. perniciosa com um total de 1 405 proteinas e 6 699
conectores com alta confianca (score > 0.700) (FIG. 1-A)
(http://nbcgib.uesc.br/emandrade/MpNet_700.txt.txt). A avaliacdo do ajuste ao modelo livre de
escala mostrou que o interatoma de M. perniciosa estd bem ajustado a essa topologia (FIG. 1-

B).

2. Ontologia Génica

As anélises para gerar o arquivo de anotacdo de termos GO para M. perniciosa (FIG.1)
foram realizadas a partir de alinhamento local proteina-proteina, com o DIAMOD, contra 0s
bancos UniRef90 e Nr. Os resultados desses alinhamentos foram anotados pelo Blast2GO. A
partir do UniRef90, conseguimos 50 973 termos GO para 9 654 proteinas, e a partir do Nr foram
obtidos 22 906 termos GO para um total de 3 313 proteinas. A unido desses arquivos (FIG. 1)

gerou um arquivo de anotacdo de termos GO para M. perniciosa, com um total de 63504 termos
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para 10123 proteinas (http://nbcgib.uesc.br/emandrade/Mp_GoSlim.txt.txt), oU seja 72,6% das

13939 proteinas anotadas de M. perniciosa.

3. Centralidade

Realizamos estudos para avaliar o valor de k e o valor de intermediacdo (C,(n)) para
cada proteina da rede (FIG. 4). A rede possue valor < k >= 9.56 e < C, > = 2911.21.
Classificamos proteinas hub (H), bottleneck (B), hub-bottleneck (HB) e comuns (C) (FIG. 4).
Dentre as proteinas com valores acima daquelas médias, selecionamos 34 proteinas que mais
se destacaram do grafico betweenness~degree (FIG. 4). Quando associamos essas informacoes
a andlise de enriquecimento funcional dos modulos, conseguimos separar as proteinas mais
relevantes dentro de cada modulo funcional. Destacamos essas proteinas com diferentes cores

(FIG. 4)

3.1. Médulos e analise de enriquecimento funcional

A partir da rede de IPP de M. perniciosa, foi possivel identificar dez médulos que
destacaram em relacdo ao numero de nos e por fazerem parte da rede principal e estdo
destacados em diferentes cores (FIG. 3). Dentre as 1405 proteinas identificadas no interatoma
de M. perniciosa, 1129 foram agrupadas em um desses modulos. Os dados da anotacdo GO das
proteinas preditas, possibilitou a realizacdo do enriquecimento funcional dos mddulos
identificados e possibilitou caracterizar grupos de proteinas com diversos processos biologicos
com o0s menores p-value ajustados e processos que se destacam por estarem relacionado com
desenvolvimento ou reproducéo de M. perniciosa (FIG. 3). Uma lista com essas proteinas suas

respectivas fungdes esta apresentada na Tabela 1.
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4. Desenvolvimento de M. perniciosa e intera¢io cacau-M. perniciosa

Identificamos proteinas centrais para o processo de formacéo do basidiocarpo em M.

perniciosa, desenvolvimento de esporos e pretendemos selecionar proteinas centrais para

envolvidos no estagio biotéfico durante a interacdo cacau-M. perniciosa.
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DISCUSSAO
1. Moniliophthora perniciosa e seu interatoma

Moniliophthora perniciosa é um fungo hemibiotrofico, portanto, durante seu
desenvolvimento com seu hospedeiro ele apresenta uma fase na qual seu estilo de vida é
biotrofico e uma segunda fase que é necrotrofica. Na fase biotréfica da vassoura-de-bruxa o
fungo possui hifas monocarioticas e coloniza o apoplasto do hospedeiro; ele se nutre de
compostos sintetizados pela planta, sendo portanto uma fase parasitica. Na medida que a doenca
progride e de acordo com as respostas do hospedeiro espécies reativas de oxigénio tendem a
ser produzidas numa “tentativa” de defesa e contensdo do patogeno (MEINHARDT et al., 2008;
THOMAZELLA, 2012; VILLELA-DIAS et al., 2014). Devido a toda a condicdo altamente
oxidativa, a fisiologia de M. perniciosa muda de modo a levar a doencga para o estagio de
vassoura-seca, na qual o fungo assume um estilo de vida necrotréfico, passando e colonizar o
espaco intracelular e levando o tecido a morte (BRYAN A. BAILEY LYNDEL W.
MEINHARDT, 2016; MEINHARDT et al., 2008). Nesse momento o fungo se nutre dos
recursos originados da degradacéo das estruturas celulares da planta. O proximo passo dessa
interacdo é a formacdo do basidiocarpo e dos basidiosporos, que é a unica forma que M.
perniciosa utiliza para produzir esporos. Ao entrar em contato com o hospedeiro, 0S esporos
germinam e tendem a penetrar o0 hospedeiro através da base de tricomas e aberturas naturais
(SENA; ALEMANNO; GRAMACHO, 2014b). Esses basidiosporos infectam tecidos
meristematicos, como frutos, metristemas apicais, brotos e almofadas florais (SENA;
ALEMANNO; GRAMACHO, 2014b). Assim, temos todo o ciclo de M. perniciosa no sistema
in vivo. Porém, estudos experimentais votados para Omicas (e.g. transcriptomica, proteomica,
metabolomica) sdo limitados nesse sistema, dando margem para os estudo in vitro que séo a

base para estudos de biomoléculas.
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Nossa base em biologia de sistemas abre portas para selecionar proteinas importantes
para diversos processos, que vao desde o desenvolvimento da estrutura reprodutora,
desenvolvimento do esporos, até estudo da interacdo do fungo com o cacaueiro. Esse ultimo se
faz viavel através de dados de alto rendimento de transcritos (highthrouput) em plataformas
como HiSeq, que possibilitam alcancar centenas de milhares de reads e assim identificar
transcritos do patdogeno em meio a enorme quantidade de transcritos do hospedeiro.
Conseguimos obter dados publicos de expressdo genica tanto da interacdo biotrofica da
vassoura-de-bruxa através de RNA-seq em plataforma HiSeq que sdo publicos e disponiveis
(TEIXEIRA et al., 2014). Os dados ja foram alinhados aos transcritos preditos e ressaltamos
aqui como perspectiva a contagem de reads por transcritos e associacdo desse resultado ao
interatoma. Por outro lado associamos a rede dados de expressao por macroarranjo, do estudo
de formacdo do basidiocarpo em M. perniciosa (PIRES et al., 2009). Ainda, dados de
protedmica da germinacao de esporos de M. perniciosa também foram encontrados (MARES
et al., 2016a). Esses dados possibilitaram validar a consisténcia do interatoma de M. perniciosa

para estudos relacionados tanto com o desenvolvimento in vitro, como in vivo.

Embora o método tenha base em similaridade, as diferentes fontes de interagdes
(experimentais-interacdo fisica, dominios, distancia atbmica) podem possibilitar a selecdo de
interacOes que vao além daquelas encontradas. A rede de M. perniciosa segue o modelo livre
de escala, sendo adequada para explicar fendmenos bioldgicos. O valor de R? que encontramos
para a nossa rede (0.811) nos permite ter alta confianca nas inferéncias que fazemos nesse
trabalho, em relacdo ao ajuste ao modelo bioldgico de redes (REZENDE, 2012). Quando
comparamos as previsdes dos modulos funcionais com estudos experimentais do
desenvolvimento de M. perniciosa (FIG. 3 e FIG. 4) reafirmamos a consisténcia da rede de M.

perniciosa.
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2. Desenvolvimento e reproducao

2.1 Basidiocarpo

Basidiomicetos da ordem Agaricales, como M. perniciosa desenvolvem estruturas
aéreas do tipo basidiocarpo, que é considerado o 6rgdo reprodutor desses fungos. E conhecido
que a formacao de basidiocarpos em M. perniciosa € precedida por condi¢céo de seca (GOMES
et al., 2016; PIRES et al., 2009; PURDY; DICKSTEIN, 1990; PURDY; SCHMIDT, 1996).
Basidiocarpos de M. perniciosa sdo obtidos tanto no sistema in vivo, como in vitro (em
bolachas), no qual o fungo apresenta hifas dicariotica e o estdgio monocaridtico ndo é muito
evidente. Durante o seu desenvolvimento nesse meio, 0 micélio de M. perniciosa apresenta seis
fases bem caracteristicas, sendo quatro iniciais de desenvolvimento micelial e duas fases de
desenvolvimento do basidiocarpo. O desenvolvimento micelial é dicaridtico e é separado do
desenvolvimento da estrutura reprodutora, por um periodo de seca, que tende a levar o fungo a
emitir o corpo de frutificacdo apds reidratacdo (GOMES et al., 2016; PIRES et al., 2009;

PURDY; DICKSTEIN, 1990).

Por outro lado Pungartnik e colaboradores (2009) colocam em evidencia a importancia
de fenbmenos oxidativos e autofagico para a sobrevivéncia e diferenciacdo das hifas em M.
perniciosa. No sistema in vivo, o estresse oxidativo tende a gerar morte celular do hospedeiro
e mudangas na fisiologia do fungo levando a doenca para o estagio de vassoura seca na qual M.
perniciosa apresenta hifas dicaritoticas e estilo de nutricdo necrotréfico. Esse € o ambiente no
qual M. perniciosa se encontra antes da formacao do basidiocarpo. Nesse sentido, acreditamos
que esse fungo possui um forte aparato molecular para lidar com a condicdo de estresse e

progressao do seu ciclo de vida (PUNGARTNIK et al., 2009a).
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Trés mddulos relacionados com oxidacéo e reducéo foram encontrados na rede de M.
perniciosa, chamando a aten¢éo para o grande volume de informacé&o relacionado com resposta
a oxidacdo (FIG. 3-A). A eficiéncia desse fungo para lidar com estresse é um fator marcante
para seu sucesso no decorrer da interacdo com o hospedeiro. sca29.4.1, scal2.20.1 e sca3.158.1
participam desses mddulos e estdo relacionadas como oxidacao e reducédo e se destacam por
conterem proteinas provavelmente relacionadas com o desenvolvimento do primoérdio em M.
perniciosa. sca29.4.1 se destaca como uma proteina com dominios relacionados com a sintese
de longas cadeias de acidos graxos e identificada como um hub-bottleneck na rede, apontando
para 0 uma proteina que faz muitas interacdes e apresenta valor de intermediacdo muito acima
da média (103 068) (FIG. 4) fato que a destaca como uma das proteinas mais importantes dentro
da rede a nivel de regulacdo (YU et al.,, 2007). Esse papel central é reforcado quando
consideramos que sca.29.4.1 tem alta similaridade com FAS1 de S. cerevisiae, que é a
subunidade beta da acido graxo sintetase (SCHWEIZER et al., 1986). FAS1 em Criptococcus
neoformans tem sido considerado um alvo para o controle desse fungo (IANIRI; INDRUM,
2015). Estando 1,4 vezes mais expresso no primérdio de M. perniciosa que na fase inicial
(branca). O aumento de expressao de genes relacionados com o metabolismo de acidos graxos
no primordio, pode estar relacionado com o elevado teor lipidico de hifas e esporos do
basidiocarpo (BORGES, 2008; Powell and Strange; 1953 Strange and Dark, 1957; Leighton

and Stock, 1969).

sca3.158.1 ¢ uma aldeido desidrogenase, encontrado na membrana mitocondrial
envolvida na sintese de esfingolipidios. Esses compostos participam da constituicdo de
membranas celulares e sdo importantes fatores de regulacdo da patogenicidade em fungos,
participando de vias de sinalizacdo (ROLLIN-PINHEIRO et al., 2016; XIWEI ZHENG, CONG

Bl, MARISSA BROOKS, 2015). O papel de gargalo desse n6 chama a atencéo, por ter valor
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de intermediacdo milhares de vezes acima da media (122423) (FIG. 4) e corrobora a funcdo de
proteinas gargalos como reguladoras dentro dos sistemas biologicos, sendo ainda mais
importantes como alvos para o controle de doencas como alvo de drogas, do que aquelas que

sdo consideradas hub (ABBASI; HOSSAIN; LEYDESDORFF, 2012b; YU et al., 2007).

A formacdo do corpo de frutificacdo de M. perniciosa ocorre apds eventos
relacionados com reciclagem de nutrientes, autofagia, dentre outros processos que culminam
num intenso rearranjo de hifas (GOMES et al., 2016; PIRES et al., 2009). Nesse contexto,
processos relacionados com turnover de biomoléculas, como proteinas devem ser determinante
para 0 sucesso do desenvolvimento e mudancas anatbmicas que ocorre nessa fase. O
proteassoma € o principal complexo relacionado com a reciclagem de proteinas dentro da célula
e proteinas que marcam outras proteinas para serem direcionadas para 0 proteassoma
(ubiquitinas). Ubiquitinas como UBI4 em S. cerevisiae vem sendo relatadas como
determinantes para o desenvolvimento de esporos causando deficiéncia no processo de
esporulacdo, em fen6tipo com esporulagdo defeituosa (NEIMAN, 2005). sca28.64.1 é uma
poliubiquitina que tem grande similaridade com UBI4 de S. cerevisiae e esta localizada no
principal cluster no qual a funcdo bioldgica relacionada com reproducédo sexual foi encontrada
(FIG. 3). Além disso, sca28.64.1, € um hub-bottleneck (FIG. 4), que é uma caracteristica

importante para uma proteina do tipo ubiquitina.

Dentre outras proteinas, também encontradas no mddulo relacionado com
desenvolvimento anatémico e reproducdo, identificamos scal9.46.1, sca26.26.1, sca93.24.1,
sca393.6.1, sca20.61.1 (Tabela 1-CluterA). Embora essas proteinas ndo tenham sido
identificadas em nenhum dos experimentos agregados a esse trabalho, elas se destacam por
serem fortes candidatos relacionados com a reproducdo em M. perniciosa e para validar a

importancia do interatoma aqui proposto.
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2.2 Germinacio de Esporos

Os basidiosporos sdo as células haploides (n) originadas da reproducdo sexuada entre
hifas + e hifas -, apos a formacdo da estrutura reprodutora em M. perniciosa. Processos de
protedlise e catabolismo de lipidios sdo considerados determinantes para o processo de
germinacdo de esporos (POWELL; STRANGE, 1953). Considerando que o primeiro contato
do fungo com o seu hospedeiro é através de esporos, avaliar o interatoma no sentido de
identificar alvos relacionados com o a germinacao de esporos é determinante para entender 0s
mecanismos envolvidos com esse fendbmeno. Mares e colaboradores (2016) avaliaram o
processo de germinacéo de esporos em diferentes tempos que apresentam representantes dentro
de MpNet. Estudos do perfil protedmico de esporos de fungos filamentososo apresentam maior
nivel de expressdo de genes relacionados com o metabolismo energético, como carboidratos
lipidios e proteinas (EL-AKHAL et al., 2013; NOIR et al., 2009; OH et al., 2010). Ja foi
destacado acima uma importante proteina relacionada com o metabolismo de lipidios
provavelmente na sintese de lipidio na fase de producéo de estruturas reprodutoras. scal8.47.1,
sca3.140.1, sca31.7.1, sca70.20.1, scal8.62.1 e sca30.51.1 (Ribosomal protein S3) sdo foram
encontrados nos dados relacionados com a germinacgéo do esporo de M. perniciosa, apontando

para uma intensa atividade da maquinaria de sintese proteica (MARES et al., 2016a, 2017).
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CONCLUSAO

O interatoma MpNet apresenta um conjunto de proteinas que demonstra a eficiéncia dos
métodos aqui utilizados. Essa rede apresenta padrdes coerentes com modelos bioldgicos livre
de escala, no qual poucas proteinas fazem muitas conexdes. MpNet possui grande volume de
proteinas identificadas em experimentos relacionados com o desenvolvimento do corpo de
frutificacdo e germinacdo de esporos foi também identificado na rede, mostrando que nosso
trabalho pode dar suporte a outros estudos relacionados com M. perniciosa. Esse fato mostra
que o interatoma obtido nesse trabalho pode ser empregado em outros estudos, de modo a
permitir maior esclarecimento das interacGes proteicas e do sistema como um tudo. O
metabolismo de lipidios como os esfingolipidios ndo tem recebido a devida atencdo em M.
perniciosa. MpNet aponta para proteinas importantes dentro desse processo e que podem ser
alvos para o controle da vassoura-de-bruxa. Ainda, temos como perspectiva o estudo do
sistema, voltado para a interacdo de M. perniciosa durante sua interacdo com T. cacao na fase

biotréfica, que permitiré selecionar proteinas centrais que atuam nesse estagio da doenca.
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LISTA DE LEGENDAS

FIG. 1. Fluxograma desse trabalho. i. Busca de homologos por Blasp (PEIMAP e STRING),
de dominios por Hiden Markov Model-HMM (PFAM), de dominios baseado em Structural
Classification of Proteins (SCOP) usando PSIBLAST. ii. Obtendo de arquivo de interacdo
(Network) comparando o resultado de i, com o arquivo de interagdo de cada banco; iii. calcul
da confidencia para cada par de interacdo e normalizacédo entre 0-1. iv. combinagédo do score de
todos os métodos e obtencdo do arquivo de interacdo com o score combinado. v. selecdo do
interatoma com alta confidencia (score >= 700) e selecdo de proteinas relacionadas com a fase
biotréfica; vi. analises de rede. (*) ponto de corte para identidade no BlastP; (**) ponto de corte

para E-value dentro do respectivo método (HMM, Blast, ou PSIBLAST)

FIG. 2. Numero de interagbes preditas por cada método (PEIMAP, PFAM, PSIMAP e

STRING).
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FIG. 3. MpNet. As diferentes cores da rede representam os diferentes méodulos identificados,
com 0s respectivos processos bioldgicos que mais se destacaram em relagdo ao p-value
corrigido ou ao processo. O grafico no canto superior direito mostra o ajuste da rede de M.
perniciosa a lei de poténcia (Power law). A probabilidade que um n6 possua muitas conexdes
€ muito baixo e de muitos nds terem poucas conexdes ¢ muito alta. O coeficiente de
determinacdo (R?) indica o quanto os dados podem ser explicados pelo modelo proposto.
Variando entre 0-1, quanto mais préximo de 1, mais confidvel é o modelo. Os nés grandes de
formato circular sdo proteinas encontradas como best hit quando realizamos o Blastx dos
transcritos diferencialmente expressos relacionados com a formacdo do basidiocarpo em M.
perniciosa. Os nos grandes de formato quadricular, sdo proteinas associadas a germinacdo de
esporos de M. perniciosa. Os nés de tamanho ainda maior, em formato retangular que séo
proteinas encontradas tanto em trabalhos relacionados com formacéo do basidiocarpo e como

na germinacdo de esporos.

FIG. 4. Grafico das centralidades betweenness (y)~Degree (x). Os eixos tracejados na
horizontal e vertical indicam o ponto de corte a média dos valores de Betweenness e Degree .
Nesse grafico, destacamos quatro quadrantes: i. C, sdo proteinas com centralidade abaixo da
média para Degree e Betweenness e sdo considerados comuns (C); ii. proteinas com
centralidade acima da média para Degree sdo consideradas Hub (H); iii. proteinas com
centralidade acima da média para Betweenness, sdo consideradas Bottleneck (B); iv, proteinas
que possuem média para Degree e Betweenness acima da média sé@o bonsideradas Hub-
Botleneck (HB). As cores do grafico, destacam as respectivas func¢des biologicas de cada

cesk

proteina, que sdo respectivas a aquelas cores destacadas na rede (FIG. 3). Os destacam as
proteinas encontradas em trabalhos relacionados com desenvolvimento do basidiocarpo (*) e

desenvolvimento dos esporos (**) em M. perniciosa.
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Tabela 1. Andlise de enriquecimento dos principais modulos (Clusters) identificados na rede de M. perniciosa

Cluster

Genes in test set

Cluster A

SCA31.22.1|SCA26.26.1|SCA93.24.1|SCA246.7.1|SCA164.23.1|SCA12.51.1|SCAB.73.1|SC
A229.4.1|SCA349.3.1|SCA102.31.1|SCA366.4.1|SCA145.6.1]SCA190.13.1|SCA19.46.1|SC
A176.15.1|SCA155.0.1|SCA194.20.1|SCA55.28.1|SCA499.4.1|SCA847.1.1|SCA205.0.1|SC
A146.7.1|SCABG48.1.1|SCAB00.2.1|SCA28.77.1|SCA164.10.1|SCA254.2.1]SCA29.22.1|SCA
50.28.1|SCA236.3.1|SCA31.9.1

SCA19.46.1|SCA26.26.1|SCA28.64.1|SCA93.24.1|SCA349.3.1|SCA246.7.1|SCA393.6.1

Cluster B

GO-ID corr p-value Description
23033 4,46E-11 signaling pathway
19953 7,77E-02 sexual reproduction
6412 5,41E-58 translation

SCA48.44.11SCA102.15.1|SCA47.18.1|SCA6.30.1|SCA239.11.1|SCA259.7.1|SCA290.6.1|S
CA500.1.1|SCA84.36.1|SCA18.59.1|SCA18.95.1|SCA31.31.1|SCA97.23.1|SCA209.14.1|SC
A1.77.1|SCA163.0.1|SCA137.10.1|SCA1384.0.1|SCA282.7.1|SCA287.8.1|SCA12.12.1|SCA
67.8.1|SCA553.1.1|SCA46.38.1|SCA88.21.1|SCA70.17.1|SCA56.27.1|SCA46.22.1|SCA104.
10.1|SCA40.8.1|SCA2.69.1|SCA31.7.1|SCA105.25.1|SCA422.2.1|SCA4.73.1|SCA14.3.1|SC
A483.0.1|SCA363.10.1|SCA280.5.1|SCA52.14.1|SCA28.18.1|SCA67.16.1|SCA190.3.1|SCA
30.54.1|SCA6.2.1|SCA104.23.1|SCA28.7.1|SCA49.10.1|SCA3.95.1|SCA12.33.1|SCA48.15.
11SCA3.30.1|SCA379.5.1|SCA13.82.1|SCA149.7.1|SCA18.37.1|SCA10.60.1|SCA169.14.1|S
CA500.6.1|SCA106.5.1|SCA59.8.1|SCA104.7.1|SCA47.27.1|SCA54.18.1|SCA3.100.1|SCA2
6.38.1|SCA3.140.1|SCA48.14.1|SCA282.8.1|SCA501.1.1|SCA254.13.1|SCA2.2.1|SCA2.136
.1|SCA88.20.1|SCA222.13.1|SCA104.13.1|SCA3.88.1|SCA491.2.1|SCA18.7.1|SCA14.2.1|S
CA18.81.1|SCA18.47.1|SCA1.131.1|SCA4.78.1

Cluster C

protein modification by small protein

70647 1,89E-04 : i
conjugation or removal

55114 1,29E-33 oxidation reduction

SCA13.77.1|SCA14.81.1|SCA7.68.1|SCA209.16.1|SCA325.7.1|SCA97.14.1|SCA3.36.1|SCA
11.87.1|SCA117.15.1|SCA449.6.1|SCA118.5.1|SCA6.99.1|SCA40.8.1|SCA118.14.1|SCA10.
60.1|SCA21.27 1

SCA395.0.1|SCA581.0.1|SCA128.9.1|SCA3.115.1|SCA14.66.1|SCA512.0.1|SCA135.18.1|S
CA883.0.1|SCA336.10.1|SCA158.0.1|SCA362.0.1|SCA9.12.1|SCA29.4.1|SCAB.70.1|SCAT.
28.1|SCA112.3.1|SCA782.0.1|SCA75.29.1]SCA16.66.1|SCA16.62.1|SCA181.6.1|SCA120.6.
1|SCA35.22.1|SCA91.25.1|SCA10.8.1|SCA266.9.1|SCA3.118.1|SCA454.0.1|SCA88.10.1|S
CA42.17.1|SCA273.7.1|SCA21.8.1|SCA196.11.1|SCA53.33.1|SCA692.2.1|SCA185.10.1|SC
A82.41.1|SCA29.7.1|SCA7.88.1|SCAB.71.1|SCA273.3.1|SCA185.4.1|SCA291.9.1|SCAT75.22
1|SCA53.26.1|SCA25.53.1|SCA496.5.1|SCAT75.4.1]SCA218.6.1|SCA129.15.1|SCA288.3.1|
SCA3.113.1|SCA69.35.1|SCA19.59.1|SCA78.14.1|SCA484.2.1|SCA238.11.1|SCA88.23.1|S
CA7.87.1|SCA141.2.1]SCA50.14.1|SCA273.2.1|SCA960.2.1|SCAB9.23.1|SCA181.8.1|SCA7
111.1]SCA278.7.1|SCA181.4.1|SCA185.7.1|SCA384.8.1|SCA49.24.1|SCA36.35.1|SCA129.
10.1|SCA128.8.1|SCA191.3.1|SCA454.2.1|SCA51.22.1|SCA133.14.1|SCA99.2.1|SCA415.3.
1|SCA336.7.1|SCA289.7.1|SCA75.31.1|SCA828.0.1|SCA484.1.1|SCA124.3.1|SCA428.6.1|S
CA57.33.1|SCAB9.25.1|SCA29.5.1|SCA53.39.1|SCAB9.24.1|SCA265.4.1|SCA181.5.1|SCA9
1.24.1|SCAB.84.1|SCA50.20.1]SCA113.8.1|SCA75.2.1|SCA53.28.1




Cluster D

55114

7186

0.0000E-100

2,5E-03

oxidation reduction

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway

SCA147.19.1|SCA526.3.1|SCA220.4.1|SCA615.3.1|SCA241.1.1|SCA1.154.1|SCA717.0.1|S
CA16.73.1|SCA246.6.1|SCA137.7.1|SCA412.7.1|SCA631.3.1|SCA7.105.1|SCA627.2.1|SCA
379.4.1|SCA137.21.1|SCA282.10.1|SCA814.0.1|SCA120.14.1|SCA198.3.1|SCA168.17.1|SC
A249.7.1|SCA413.5.1|SCA45_1_159984.25.1|SCA113.9.1|SCA114.11.1|SCA261.0.1|SCA1

33.22.1|SCA27.20.1|SCA9.20.1|SCAB9.7.1|SCA135.4.1|SCA435.0.1]SCA10.15.1|SCA279.1
0.1/SCA829.0.1]SCA110.8.1|SCA1229.0.1|SCA458.1.1|SCA246.5.1|SCA107.5.1|SCA196.0.
1|SCA9.55.1|SCA9.5.1|SCA43.49.1|SCA309.3.1|SCA23.55.1|SCA188.6.1|SCA26.12.1|SCA
167.1.1]SCA120.15.1|SCA24.63.1|SCA37.33.1|SCA331.11.1|SCA284.11.1|SCA45_1_15998
4.26.1|SCA337.3.1|SCA540.6.1|SCA85.11.1|SCA58.4.1|SCAB9.8.1|SCABG6.5.1|SCA202.7.1|
SCA150.17.1|SCA292.13.1|SCA351.0.1|SCA829.1.1|SCA381.0.1|SCA266.4.1|SCA325.1.1]|
SCA110.11.1|SCA691.3.1|SCA1293.0.1]SCA133.17.1|SCA763.1.1|SCA99.7.1|SCA319.8.1|

SCA263.6.1|SCA137.5.1|SCA319.0.1|SCA716.0.1|SCAG49.3.1|SCA10.80.1|SCA132.4.1|SC
A615.1.1|SCA213.10.1|SCA113.10.1|SCAB06.3.1|SCA168.19.1|SCAB08.1.1]SCA59.1.1|SC

A757.1.1|SCA265.5.1|SCA337.4.1|SCA523.3.1|SCA592.0.1|SCAB03.1.1|SCA133.20.1|SCA
66.6.1|SCA129.8.1|]SCA83.0.1]SCA100.13.1|SCA223.3.1|SCA47.56.1|SCA435.2.1|SCA409.
5.1|SCA457.1.1|SCA249.1.1|SCA9.41.1|SCA134.8.1|SCA351.1.1|SCA325.0.1|SCA62.23.1|
SCA23.23.1|SCA133.18.1|SCAB91.2.1|SCA22.0.1|SCA241.8.1|SCA441.1.1|SCAB57.2.1|SC
A246.10.1|SCA29.72.1|SCA203.7.1|SCA429.0.1|SCA168.18.1|SCAT70.33.1|SCA435.9.1|SC
A70.10.1|SCAB64.0.1|SCA3.104.1|SCA71.1.1|SCA59.0.1|SCA302.2.1|SCA262.13.1|SCA8S.
13.1|SCA292.5.1|SCA12.20.1|SCA199.0.1|SCA474.8.1|SCA165.3.1|SCA113.12.1|SCA1.87.
1|SCA301.8.1|SCA41.56.1|SCA16.77.1|SCA208.7.1|SCA283.10.1|SCA35.30.1|SCA255.0.1|
SCA133.15.1|SCA120.22.1|SCA196.3.1|SCA298.0.1|SCA107.8.1|SCA425.8.1|SCA388.6.1]|
SCA29.73.1]SCA107.0.1|SCA162.9.1|SCA68.4.1|SCA517.1.1|SCA247.0.1|SCA459.2.1|SCA
245.11.1|SCA168.13.1|SCA23.37.1|SCA50.3.1|SCA70.19.1|SCA347.1.1|SCA18.88.1|SCA2

45.4.1|SCA100.7.1|SCA435.4.1|SCA19.58.1|SCA581.1.1|SCA70.23.1|SCA298.1.1|SCA237.
3.1|SCA75.14.1|SCA138.10.1|SCA301.10.1|SCA323.4.1|SCA118.25.1|SCA188.2.1|SCA517
2.1|SCA266.17.1|SCA68.5.1|SCAG49.2.1|SCA37.37.1|SCA592.1.1|SCA70.35.1|SCA245.3.
1|SCA129.9.1|SCA413.8.1|SCA15.22.1|SCA219.0.1|SCA435.3.1|SCA169.2.1|SCA131.21.1|
SCA255.11.1|SCA599.0.1|SCA87.4.1|SCA52.0.1|SCA196.1.1|SCA246.4.1|SCA213.4.1]SCA
273.6.1|SCA243.10.1]SCA88.27.1|SCA323.5.1|SCA118.24.1|SCA107.2.1|SCA188.14.1|SC

A266.16.1|SCA632.3.1|SCA9.10.1|SCA165.17.1|SCA23.39.1|SCAB893.2.1|SCA464.2.1|SCA
332.3.1|SCA173.15.1|SCA120.16.1|SCA292.8.1|SCA248.7.1|SCA453.2.1|SCA168.9.1|SCA
4.111.1|SCA321.1.1|SCA325.4.1|SCA496.2.1|SCA7.79.1|SCA131.22.1|SCA717.1.1|SCA20

SCA292.5.1|SCA107.2.1|SCA691.2.1|SCA292.13.1|SCA691.3.1|SCA107.0.1|SCA413.8.1|S
CA435.0.1|SCA107.5.1|SCA631.3.1|SCA107.8.1




Cluster E

6468

6,18E-46

protein amino acid phosphorylation

SCA322.3.1|SCA23.47.1|SCA1.231.1|SCA238.13.1|SCA1313.0.1|SCA157.2.1|SCA472.7.1|
SCA141.6.1|SCA181.0.1|SCA175.2.1|SCA340.11.1|SCA574.4.1|SCA32.45.1|SCA565.4.1|S
CA59.7.1|SCA23.73.1]SCA316.1.1|SCA308.4.1|SCA307.0.1|SCA274.2.1|SCA167.10.1|SCA
529.4.1|SCA59.11.1|SCA568.3.1|SCA270.3.1|SCA270.7.1|SCA129.12.1|SCA48.8.1|SCA23.
42.1|SCA108.3.1|SCA288.2.1|SCA615.2.1|SCA518.4.1|SCA131.3.1|SCA467.3.1|SCA512.1.
1|SCA189.13.1|SCA408.7.1|SCA246.12.1|SCA388.7.1|SCA203.9.1|SCA137.20.1|SCA615.0
1|SCA129.17.1|SCA112.19.1|SCA120.11.1|SCA114.10.1]SCA11.95.1|SCA296.2.1|SCA328
12.1|SCA449.7.1|SCA3.29.1|SCA112.17.1|SCA59.12.1|SCA212.10.1|SCA270.6.1|SCA187.
16.1|SCA23.43.1|SCA156.4.1]SCA129.13.1

Cluster F

35466

6886

1,17E-10

6,28E-10

regulation of signaling pathway

intracellular protein transport

SCA316.1.1|SCA615.2.1|SCA5.2.1|SCA512.1.1|SCA1313.0.1|SCA246.12.1|SCA112.17.1|S
CA59.11.1|SCA59.12.1|SCA141.6.1|SCA181.0.1|SCA129.12.1|SCA187.16.1|SCA23.42.1|S
CA108.3.1|SCA59.7.1|SCA129.13.1

SCA749.0.1|SCA21.81.1|SCA19.63.1|SCA306.3.1|SCA2.41.1|SCA11.93.1|SCA30.25.1|SCA
501.5.1|SCA533.2.1|SCA5.144.1|SCA10.18.1|SCA25.40.1|SCA39.47.1|SCA119.18.1|SCA3
1.11.1

Cluster F

16192

7,33E-06

vesicle-mediated transport

SCA89.16.1|SCA360.2.1|SCA49.31.1|SCA192.8.1|SCA3.62.1|SCA62.6.1|SCA488.2.1|SCA2
88.10.1|SCA30.63.1|SCA131.8.1|SCA120.9.1

Cluster G

55114

15942

9,31E-33

1,09E-05

oxidation reduction

formate metabolic process

SCA227.14.1|SCA113.18.1|SCA16.33.1|SCA13.5.1|SCA343.4.1|SCA343.2.1|SCA22.62.1S
CA386.8.1|SCA343.8.1|SCA133.11.1|SCA343.6.1|SCA7.107.1|SCA525.5.1|SCA277.9.1|SC
A15.33.1]SCA113.23.1|SCA176.11.1|SCA16.3.1|SCA76.9.1|SCA1532.0.1|SCA639.2.1|SCA
404.0.1|SCA159.10.1|SCA281.0.1|SCA698.0.1|SCA157.13.1|SCA14.35.1]SCA75.23.1|SCA
113.1.1|SCA404.4.1|SCA4.153.1|SCA23.8.1|SCA3.22.1|SCA113.7.1|SCA3.41.1|SCA15.46.
1|SCA75.1.1|SCA398.8.1|SCA444.3.1|SCA398.6.1|SCA16.11.1]SCA556.5.1|SCA10.57.1|S
CA113.17.1|SCA517.0.1|SCA175.15.1|SCA343.3.1]SCA343.9.1|SCA512.5.1|SCA343.7.1|S
CA564.1.1|SCA43.43.1|SCA181.1.1|SCA176.9.1|SCA294.6.1|SCA176.7.1|SCA1262.0.1|SC
A316.12.1|SCA55.2.1|SCA95.13.1|SCA286.0.1|SCA129.24.1|SCA4.57.1|SCA405.7.1|SCA1
77.5.1|SCA2.87.1|SCA28.29.1|SCA14.11.1|SCA14.34.1|SCA92.25.1|SCABG.42.1|SCA113.2.
1|SCA78.10.1|SCA75.6.1|SCA113.6.1|SCA4.150.1|SCA74.6.1|SCA338.1.1|SCA182.7.1|SC
A444.4.1|SCA130.8.1|SCA398.7.1

SCA4.57.1|SCA1532.0.1|SCA175.15.1|SCA1262.0.1|SCA338.1.1|SCA316.12.1|SCA564.1.1

Cluster H

6325

9414

4,35E-14

1,05E+02

chromatin organization

response to water deprivation

SCA193.0.1|SCA78.4.1|SCA247.14.1|SCA1886.0.1|SCA399.2.1|SCA49.7.1|SCA43.14.1|SC
A99.23.1|SCA82.32.1|SCA195.8.1|SCAB.122.1|SCAT716.1.1|SCA245.7.1|SCA153.23.1|]SCA
163.20.1|SCA61.29.1

SCA1886.0.1
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5 CONCLUSAO

Assim, consguimos entender que a sintese e degradacéo de quitina € cordenada por uma série
de processos de sinalizacao e talvez a sintese de glucano seja um processos mais relevante para
M. perniciosa, quando consideramos a centralidade das proteinas envolvidas na producédo de
glucano (FKS1) e no controle desse processo (RHO1 e ROM2). Por outro lado o equilibrio a
res a sintese e reciclagem de nutrientes na célula, dse demonstra um fenbmeno marcante para o
sucesso de M. perniciosa, durante seu deenvolvimento. Nossos estudos relacionados com
analises de redes foram a chave para entender melhor o desenvolvimento e selecionar genes
centrais para o sistema de M. perniciosa em diversos estagios, desde os processos germinativos do

esporo, até a producéo de estruturas reprodutoras.
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