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EXTRATO  

 

CARVALHO, Heliana Argôlo Santos. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, 

fevereiro 2013. Caracterização molecular e bioquímica de poligalacturonase de 

Moniliophthora perniciosa.Orientadora: Fabienne Micheli (Cirad/UESC). 

Coorientador: Abelmon da Silva Gesteira (Embrapa). 

 

Moniliophthora perniciosa, o agente causal da doença vassoura-de-bruxa em cacau 

(Theobroma cacao L.), possui em seu genôma genes de poligalacturonase (PGs). Essas 

enzimas são responsáveis pela degradação da pectina, principal componente da parede 

celular de plantas e que tem um papel importante na virulência e patogenicidade em 

interações planta-patógeno, bem como, são bastante requisitadas a sua utilização em 

indústrias têxtil e de alimentos. Com o intuito de analisarmos a função das PGs de M. 

perniciosa, e a partir desse conhecimento poder explorar as informações obtidas em 

benefício do controle da vassoura-de-bruxa, foi realizado este trabalho que teve como 

principal objetivo a caracterização molecular e bioquímica das PGs de M. perniciosa. 

No primeiro capítulo foi realizada uma análise in silico dos três genes parciais de PG 

de M. perniciosa (MpPG1, MpPG2 e MpPG3). A partir dos genes analisados foram 

determinados o tamanho da proteína truncada, o ponto isoelétrico, a massa molecular, 

os prováveis sítios de glicosilação, fosforilação e domínios conservados. Os três genes 

apresentaram identidade com PGs de outros fungos basidiomicetos e ascomicetos; 

MpPG1 e MpPG3 correspondem a exo-PGs enquando MpPG2 corresponde a uma 

endo-PG. A análise da expressão relativa dos MpPGs foi realizada em M. perniciosa 

cultivado em bran-based solid medium, onde foi monstrada uma expressão 

relativamente elevada na fase amarela para MpPG1 e MpPG2, com repressão nas fases 

rosa e rosa escuro, já o MpPG3 apresentou repressão em todas as fases.  A expressão 

relativa dos MpPGs, também foi realizada em micélios crescidos em meio líquido 

suplementados com diferentes fontes de carbono. O MpPG1 apresentou expressão em 
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micélios crescidos em manose, galactose e sacaros), MpPG2 apresentou expressão em 

manose, galactose e manitol, e o MpPG3 expressou uma forte expressãos somente em 

galactose. A atividade enzimática das PGs também foram determinadas, sendo que em 

bran-based solid medium todas as fases de desenvolvimento do fungo apresentaram 

diferenças significativas, sendo as maiores nas fases amarela e branca. A atividade das 

PGs secretadas foram maiores quando o fungo cresceu em meios de cultura  

suplementado com fontes de carbono fermentáveis (galactose, glicose, frutose e 

manose) e as não secretadas tiveram melhores atividades em meios contendo (manose, 

galactose, glicose e glicerina). Nesse trabalho também foram realizadas análises de 

biologia de sistema onde identificamos redes físicas de interacção proteína-proteína 

envolvendo a proteína PG2. MpPG1 e MpPG2 apresentaram ortólogos em N. crassa, 

respectivamente, enquanto MpPG3 não apresentou ortólogos nesta espécie.  Entre os 

processos biológicos representativos, destacamos interações relacionadas com 

proteínas de parede celular, bem como proteínas envolvidas na podução direta e 

indireta de energia, incluindo a gliconeogênese. No segundo capítulo, nós relatamos a 

primeira análise da regulação das PGs de M. perniciosa e o potencial dessas enzimas 

para futuras aplicações industriais ou biotecnológicas. Nesse contexto, foram avaliadas 

as atividades das PGs secretadas e não secretadas, cultivadas em bran-based solid 

medium em diferentes meios de culturas, contendo diferentes fontes de carbono ou 

extratos de cacau (infectados e não infectados pelo fungo). Esses ensaios foram 

testados em diferentes temperaturas e tempo de incubação onde demonstramos que a 

melhor atividade enzimática foi obtida nas PGs secretadas, quando cultivadas em meio 

PD com temperaturas de 50°C durante 10 minutos. A melhor atividade foi vista 

quando o fungo cresceu em fontes de carbono fermentáveis, na presença de polpa de 

cacau e de extratos de cacau não infectado. Em conclusão, os resultados encontrados 

com o estudo das PGs de M. perniciosa fornecerão importantes subsídios a respeito da 

infecção no cacaueiro, podendo dessa forma elucidar os mecanismos envolvidos da 

doença vassoura-de-bruxa, além disso, as PGs provenientes de fontes microbianas 

representam um importante papel na aplicação industrial. 
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ABSTRACT 

 

CARVALHO, Heliana Argôlo Santos Carvalho. Universidade Estadual de Santa Cruz, 

Ilhéus, february 2013. Molecular and biochemical characterization of 

polygalacturonase Moniliophthora perniciosa. Advisor: Fabienne Micheli (CIRAD / 

UESC). Advisor Committee: Abelmon Gesteira da Silva (Embrapa). 

 

Moniliophthora perniciosa, the causal agent of witchesô broom in cacao (Theobroma 

cacao L.), presents polygalacturonase genes (PGs) in its genome. These enzymes are 

responsible for the degradation of pectin, the main component of the cell wall of plants 

and that has an important role in virulence and pathogenicity in plant-pathogen 

interactions. These enzyme are also used in the textile and food industries. To analyze 

the role of M. perniciosa PGs, and to exploit the information obtained in favor of the 

witches' broom control, we conducted a study whom objective was the molecular and 

biochemical characterization of M. perniciosa PG. The first chapter described a 

molecular and in silico analysis of the three partial M. perniciosa PG genes (MpPG1, 

MpPG2 and MpPG3). We determined the size of the truncated protein, its isoelectric 

point and molecular mass, as well as probable sites of glycosylation, phosphorylation 

and conserved domains. All t hree genes showed identity with PGs from other fungi 

basidiomycetes and ascomycetes; MpPG1 and MpPG3 correspond to exo-PGs while 

MpPG2 conresponds to endo-PG. Expression analysis of MpPGs was performed on M. 

perniciosa grown in bran-based solid medium; the expression of MpPG1 and MpPG2 

was relatively high in the yellow phase with repression in pink and dark pink phases. 

MpPG3 presented repression in all phases. The relative expression of MpPGs was also 

performed in M. perniciosa mycelium grown in liquid medium supplemented with 

various carbon sources. MpPG1 showed a high expression in mycelium grown in 

mannose, galactose and sucrose, MpPG2 showed expression in mannose, galactose 

and mannitol, and MpPG3 was highly expressed only on galactose. The enzymatic 
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activity  of PGs were also determined. In M. perniciosa grown on bran-based solid 

medium the main activity was observed on white and yellow fungal phases. The 

activity of secreted PGs was higher when the fungus grown in culture media 

supplemented with a fermentable carbon sources (galactose, glucose, fructose and 

mannose) while the best activity of non secreted PGs was observed in medium 

containing  mannose, galactose, glucose and glycerol. In silico analysis using systems 

biology allowed to identify physical networks of protein-protein interaction involving 

the protein MpPG1 and MpPG2 (by comparison with neurospora crasse ortologs). 

Among the representative biological processes, it can be highlighted a group of 

proteins related to cell wall enzymes and also proteins involved in direct and indirect 

energy production. In the second chapter, we report the first analysis of the regulation 

of PGs of M. perniciosa and future potential of these enzymes for biotechnological or 

industrial applications. In this context, we evaluated the activities of PGs secreted and 

not secreted, grown on bran-based solid medium at different culture media containing 

different sources of carbon or cocoa extracts (infected and not infected by the fungus). 

These tests were tested at different temperatures and incubation time which showed 

that the best activity was obtained in the PGs secreted when grown on PD medium 

with a temperature of 50°C for 10 minutes. The best activity was seen when the fungus 

grew on fermentable carbon sources in the presence of pulp of cocoa and extracts 

cocoa uninfected. In conclusion, our results with the study of PGs of M. perniciosa 

provide important information regarding the infection in cocoa and may thereby 

elucidating the mechanisms involved in the disease witchesô broom, in addition, PGs 

derived from microbial sources represent an important role in industrial application. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O cacaueiro (Theobroma cacao L) é uma planta arbórea, perene e nativa das 

florestas tropicais úmidas das Américas do Sul e Central, sendo que o seu centro de 

origem possivelmente situa-se nas nascentes dos rios Amazonas e Orinoco 

(GRAMACHO et al., 1992). O seu principal produto comercial são as amêndoas, que 

constituem a matéria prima para a indústria de chocolate. O Brasil sempre se destacou 

na produção de cacau, chegando a ser considerado o principal país produtor das 

Américas no ano de 1994 (PURDY and SCHIMIDT, 1996). As maiores regiões 

produtoras de cacau no mundo no início século 20, eram o litoral do Equador e o 

estado da Bahia no Brasil (LASS, 1985). Na década de 70, aproximadamente 90% da 

produção cacaueira era destinada a exportação, sendo que 80% era produzido na Bahia 

(BASTOS, 1987). Porém, a partir de 1989 houve uma queda na produção do cacau, 

com o surgimento da doença vassora-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora 

perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora (PEREIRA et al., 1989; AIME and 

PHILLIPS-MORA, 2005). No Sul da Bahia a cacauicultura sofreu grandes perdas 

econômicas devido a propagação desse fitopatógeno. A produção baiana caiu pela 

metade, retirando o Brasil do grupo dos países exportadores de cacau e trazendo para 

essas regiões, diversos problemas de caráter econômico, ecológico e social (PEREIRA 

et al., 1996;ANDEBRHAN et al., 1999)  

O M. perniciosa é um fungo que apresenta um ciclo de vida hemibiotrófico, 

apresentando uma fase biotrófica (parasítica) e outra fase saprofítica (necrotrófica). A 

fase saprofítica é iniciada com a produção de basidiósporos pelos basidiomas 

(cogumelos) primeiramente formado nos tecidos de plantas infectadas (MEINHARDT 

et al., 2008), esses basidiósporos são competentes para infectar tecidos meristemáticos 

de Theobroma cacao e outras espécies dos gêneros Theobroma e Herrania, 
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representantes da família Sterculiaceae (GRIFFITH et al., 2003). Os basidiósporos, 

únicas estruturas infectivas do patógeno, são uninucleados e liberados geralmente à 

noite quando propagados pelo vento e pela chuva. Ao atingirem gemas apicais e 

florais, produzem os tubos germinativos monocarióticos responsáveis pela penetração 

dos tecidos vegetativos (PURDY; SCHMIDT, 1996; SILVA; MATSUOKA, 1999; 

ALMEIDA et al., 1997). Nessa fase da doença apenas os micélios biotróficos estão 

presentes na vassoura verde, que corresponde ao sintoma mais drástico da doença, e é 

caracterizada pelo crescimento desordenado de brotos. O micélio monocariótico, 

localizado no espaço intercelular, permanece na planta por um período de seis a nove 

semanas, na qual a vassoura verde evolui para um processo de necrose tornando-se 

amarronzada (PURDY; SCHMIDT, 1996). As vassouras, agora chamadas de 

vassouras secas, podem permanecer presas à planta ou podem cair na superfície do 

solo. Nesta etapa da doença, o micélio passa para a fase saprofítica onde ocorre a 

dicariotização com a formação dos basidiomas, subseqüente frutificação e liberação 

dos basidiocarpos, fechando desta forma o ciclo de vida do patógeno (PURDY; 

SCHMIDT, 1996).A formação de basidiocarpos e a produção de esporos a partir de 

uma única vassoura seca podem acontecer repetidamente mais de uma vez e ao 

decorrer de vários anos (MEINHARDT et al., 2008). (Figura 1). 

O M. perniciosa infecta diversos tecidos do cacaueiro (almofadas florais, talos, 

flores e frutos maduros), ocasionando uma diversidade de sintomas, que dependem do 

órgão infectado e do seu estádio de desenvolvimento. Os sintomas mais característicos 

da doença são o crescimento hipertrófico, a necrose dos meristemas vegetativos 

infectados, bem como a necrose dos frutos. (GRIFFITH et al., 2003; SILVA et al., 

2002) (Figura 2).  
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Figura 1 - Ciclo de vida do basidiomiceto hemibiotrófico Moniliophthora perniciosa. 

As partes azuis e laranjas correspondem, respectivamente, as fases biotrófica e 

saprofítica do fungo durante a sua interação com o cacaueiro. Em verde, foi 

determinada a parte do ciclo correspondente á interação com o cacau, em amarelo, a 

parte do ciclo acontecendo fora do hospedeiro. De acordo com LOPES (2006) apud 

Silva et al.(2002), SCARPARI ET AL. (2004), CEITA et al. (2007), 

STREENIVASAN e DABYDEEN (1989) e SILVA e MATSUOKA (1999). 
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O controle dessa doença tem-se fundamentado em métodos como o controle 

químico, cultural, biológico e genético e este último através da clonagem de materiais 

resistentes e o lançamento de novas variedades. O uso de fungicidas tem se mostrado 

ineficiente e para árvores é impraticável em áreas de alta incidência de chuvas, embora 

a proteção de frutos em desenvolvimento pela aplicação de fungicidas seja 

rotineiramente praticada (SOBERANIS et al., 1999; PURDY; SCHMIDT, 1996). O 

controle cultural é obtido através da remoção e destruição de partes doentes da planta 

com potencial para a produção de basidiocarpos. Esse método é muito utilizado, 

porém, não é 100% seguro, isso porque muitas partes da planta, ainda em estágio 

inicial de infecção, passam despercebidas aos olhos domanipulador. Outra estratégia 

no combate à vassoura-de-bruxa é o controle biológico (KRAUSS; SOBERANIS, 

2001). Foi desenvolvido um biofungicida denominado Tricovab® pela 

CEPLAC/CEPEC a partir do fungo saprofítico Trichoderma stromaticum, antagonista 

ao M. perniciosa para a tentativa de redução da doença. Seu papel é eliminar o fungo 

por inanição, visto que T. stromaticum compete com M. perniciosa por nutrientes e 

espaço (BASTOS, 2000). Outra abordagem para a problemática que envolve a 

vassoura-de-bruxa seria o desenvolvimento de variedades de cacaueiros com uma 

produtividade alta e resistente ao patógeno (GRIFFITH et al., 2003). 

Tendo visto a importância econômica da cultura cacaueira no mundo, e a 

extensão e destruição causada pela vassoura-de-bruxa, se torna imprescindível um 

estudo mais detalhado das bases genéticas dessa cultura e da sua interação com o M. 

perniciosa. Diante dessa problemática, muitos programas que envolvem gênomica e 

proteômica foram desenvolvidos, onde o objetivo maior é a identificação de genes, 

ESTs e proteínas relacionadas a resistência ou patogenicidade do fungo (MICHELI et 

al., 2010). Entre os programas envolvidos nesses processos, podemos citar o programa 

de genômica da vassoura de bruxa (http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura); o 

programa de seqüenciamento de ESTs de cacau submetido a diferentes estresses 

bióticos e abióticos(http://esttik.cirad.fr/; ARGOUT et al., 2008); oprograma de 

genômica funcional da interação cacau-M. perniciosa em colaboraçãoentre a UESC, a 

CEPLAC e o Centro de Cooperação Internacional em PesquisaAgronômica para o 

Desenvolvimento (Cirad, França) e o programa Proteoma (RedeNacional de 
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Proteômica). Além desses programas, trabalhos envolvendo a construção de 

bibliotecas também foram realizados.  GESTEIRA et al. (2007)desenvolveram duas 

bibliotecas full length de T.cacao resistente e susceptível; LEAL JR et al. (2007) 

construiram duas bibliotecas SSH a partir de meristemas; a CEPLAC, também obteve 

outra biblioteca full length a partir de fruto do genótipo resistente TSH 1188 infectado 

com M. perniciosa (ZAIDAN et al., 2005). Diferentes trabalhos também foram 

realizados a partir de genes identificados no genoma do fungo M. perniciosa. Uma 

análise de transcrição comparativa entre as fases biotrófica e saprófitica do M. 

perniciosa foi realizado(RINCONES et al., 2008), bem como a análise do cariótipo de 

M. perniciosa (RINCONES et al, 2003). Foram também destacados importantes genes 

envolvidos na adaptação ao estresse e indução de necrose das plantas, e os genes 

associados a características que podem desempenhar um papel nos mecanismos de 

patogênese (MONDEGO et al., 2008). O sequenciamento mitocondrial do genoma do 

M. perniciosa (FORMIGHIERI et al, 2008). E ainda de acordo com os dados 

genômicos de M. perniciosa, alguns genes foram escolhidos para novas análises 

funcionais de genes potencialmente associados à patogênes. Outras pesquisas focando 

no patossistema vêm gerando informações importantes para a compreensão dos 

mecanismos moleculares envolvidos especificamente na interação cacau-M.perniciosa, 

bem como a análise de genes associados a patogênese (SCARPARI ET AL., 2005;  

CEITA et al., 2007; PUNGARTNIK et al., 2009; CARIBÉ DOS SANTOS et al., 

2009; KILARU, 2005;  ZAPAROLI et al., 2009). Trabalhos em proteômica da 

interação cacau-M.perniciosa também tem mostrado resultados interessantes, neste 

caso destacamos o protocolo que foi estabelecido para extração do fluído apoplástico e 

de proteínas totais (PIROVANI et al., 2008) e também a análise de secretoma de M. 

perniciosa cultivado em diferentes meios, mostrando as relações quantitativas e 

qualitativas entre as proteínas secretadas e sua atividade, e a morfologia das hifas de 

M. perniciosa (ALVIM et al., 2009). 

O seqüenciamento do genoma do fitopatógeno Moniliophthora perniciosa 

também identificou genes homólogos de poligalacturonases (PG; EC 3.2.1), que são 

enzimas produzidas por plantas e microrganismos. O estudo dessas enzimas 

contribuirá no fornecimento de dados a respeito dos papeis das PGs de M. perniciosa 
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na infecção do cacau, podendo desse modo esclarecer os mecanismos de 

desenvolvimento da doença. Além disso, a utilização de pectinases provindas de 

microorganismos (ou superexpressas neles) pode ser utilizada em aplicações 

industriais e representam amplas vantagens em comparação com a utilização de 

pectinases extraídas de plantas, sobretudo por serem mais facilmente obtidas em 

grande escala. Com isso, espera-se que as pectinases de M. perniciosa apresentem 

potencial para serem utilizadas em aplicações biotecnológicas e/ou industriais. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1. Substâncias pécticas 

 

As substâncias pécticas correspondem a um grupo complexo de polissacarídeos 

ácidose coloidais, de elevada massa molecular (variam de 25 até 360 kDa), carregados 

negativamente, encontrados principalmente na lamela média e parede primária de 

células vegetais superiores, contribuindo para dar firmeza, estrutura aos seus tecidos e 

resistência à compressão. As substâncias pécticas representam cerca de 0,5 % a 4,0 % 

do peso das plantas. Em particular, elas possuem um importante papel no fornecimento 

da textura às frutas e vegetais durante o seu crescimento e amadurecimento 

(ALKORTAet al., 1998, SAKAI et al., 1993; GUMMANDI e PANDA, 2003; 

JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). 

Quimicamente, as substancias pécticas são compostas de resíduos de ácido D-

galactur¹nico unidos por liga­»es Ŭ-(1,4) (Figure 1A). De acordo com a organização e 

ramificação destes resíduos, definiu-se:i) ahomogalacturonana (HG), polímero linear 

que consiste em uma cadeia principal formada por ácidos D-galacturônicos, os quais 

podem encontrar-se acetilados e/ou metil-esterificados; ii)a ramnogalacturonana I 

(RGI) que consiste em uma cadeia que alterna resíduos de ácido galacturônico com 

resíduos de ramnose, nos quais podem ser encontradasligadas covalentemente cadeias 

laterais de resíduos de açúcares neutros como galactose e arabinose; 

iii)aramnogalacturonana II (RGII) que possui cadeia linear de homogalacturonana com 

cadeias laterais complexas ligadas aos resíduos de galacturonato; e iv)a 

xilogalacturonana (XGA) que consisteem uma cadeia composta de ácido galacturônico 

e resíduos de xilose (Figure 1B). AXGA juntamente com a RGII, representam os 

menores componentes das substâncias pécticas e correspondem a menos de 10% cada 
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(KASHYAP et al., 2001; WILLATS et al.,2006; HERRON et al., 2000; 

SCHOLSeVORAGEN, 1994; HARHOLT; SUTTANGKAKUL; SCHELLER, 2010). 
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Figura 3. Substâncias pécticas. A. Estrutura primária das substâncias pécticas. B. 

Estrutura esquemática das substâncias pécticas com cadeias ramificadas. Fonte: 

JAYANY; SAXENA; GUPTA, 2005; HARHOLT; SUTTANGKAKUL; SCHELLER, 

2010. 

 

A Sociedade Americana de Química (American Chemical Society) classificou 

as substâncias pécticas em: i) protopectina, ii) ácido péctico; iii) ácido pectínico, e iv) 

pectina, sendo estes três últimas total ou parcialmente solúveis em água. A 

protopectina, insolúvel em água, é a forma nativa,encontrada associadaaos outros 

constituintes da parede das células vegetais; quando é hidrolisada transforma-se em 

ácido pectínico ou pectina. O ácido péctico é o nome dado às substâncias pécticas 

compostas na maior parte por ácidos poligalacturônicos coloidais, essencialmente 

livres de grupos metil ésteres. O ácido pectínico corresponde a um grupo de compostos 

contendo ácido poligalacturônico coloidal com poucos grupos metil éster. A pectina 
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(polimetil galacturonato) é o material polimérico, no qual, pelo menos 75% dos grupos 

carboxílicos das unidades de galacturonato são esterificados com metanol. 

No caso de amadurecimento de frutas e vegetais, nos frutos verdes as 

substâncias pécticas encontra-se em sua forma insolúvel (protopectina), associada à 

microfibrilas de celulose, o que confere rigidez à parede celular. Durante o 

amadurecimento, enzimas presentes no fruto alteram a sua estrutura tornando-a mais 

solúvel. Tais alterações envolvem quebra da cadeia da pectina ou das cadeias laterais 

(JAYANY; SAXENA; GUPTA, 2005; ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 

2001; SAKAI et al., 1993; HOONDAL et al., 2002; WHITAKER et al., 1994; 

THAKUR; SINGH; HANDA,1997). As substâncias pécticas podem também ser 

usadas em um grande número de alimentos como agente geleificante, espessante, 

texturizante, emulsificante e estabilizador. Elas são também responsáveis pela 

consistência e turbidez dos sucos de frutas (ALKORTA et al.,1998). Porém, na 

indústria de sucos e vinhos, isso se torna muitas vezes um problema, causando um 

considerável aumento na viscosidade dificultando os processos de prensagem, filtração 

e subsequente concentração, diminuindo assim, o rendimento da extração de sucos 

(ALKORTA et al.,1998). 

 

2.2. Enzimas pectinolíticas 

 

Enzimas pectinolíticas, enzimas pécticas ou pectinases pertencem a um grupo 

heterogêneo de enzimas relacionadas, que catalisam a degradação das substâncias 

pécticas nos vegetais. As pectinases são produzidas por plantas, bactérias, fungos 

filamentosos, leveduras, insetos, nematóides e protozoários (BLANCO; SIEIRO; 

VILLA,1999; JAYANI et al., 2005; HOONDAL et al., 2002; WHITAKER,1984). No 

caso de agentes decompositores envolvidos na reciclagem do ecossistema, a presença 

de pectinases é necessária devido ao fato de que um terço da parede celular dos 

vegetais ser composta apenas de substâncias pécticas, o que confere às pectinases a 

capacidade exclusiva, dentre todas as enzimas, de degradar a parede celular, e 

genuinamente macerar o tecido vegetal (WILLATS, 2001). Esta maceração enzimática 

quando feita por organismos fitopatogênicos possibilita a penetração e 
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disseminaçãodestes nos tecidos do hospedeiro (WILLATS, 2001; HADFIELD et 

al.,1998). 

Devido à presença de vários tipos de substâncias pécticas na parede celular das 

plantas, são necessárias pectinases com diferentes formas de ação para a sua 

degradação, incluindo tanto as que agem na cadeia principal como as que agem nas 

cadeias laterais (MALDONADO e STRASSER de SAAD, 1998; VRIES, 2002). 

Deve-se levar em consideração que a constituição da parede vegetal varia amplamente 

entre as espécies e entre diferentes tecidos da planta (GUMMANDI e PANDA, 2003). 

As pectinases podem ser induzidas por substratos pécticos como o ácido 

poligalacturônico ou produzidas constitutivamente, dependendo do organismo 

estudado (MALDONADO e STRASSER de SAAD, 1998; VRIES, 2002). 

A classificação das pectinases está fundamentada no ataque ao esqueleto 

galacturônico, pela preferência de substrato (pectina, ácido péctico ou protopectina), 

pela ação por transeliminação ou hidrólise e por clivagem randômica (enzima endo- 

liquidificante ou despolimerizante) ou terminal (enzima exo- ou sacarificante). 

Existem basicamente três tipos de pectinases: i) protopectinases, ii) pectina esterase e 

iii) enzimas despolimerizantes(KASHYAP et al., 2000; ALKORTA et al., 1998) 

(Tabela1). As protopectinases são enzimas que solubilizam protopectina, formando 

pectina solúvel altamente polimerizada. Com base nas suas aplicações podem ser de 

dois tipos: i) protopectinase tipo A, encontradas em fungos e leveduras, reage com o 

ácido poligalacturônico na região da protopectina, e ii) protopectinase tipo B, 

encontrados em bactérias do gênero Bacillus, possue cadeias de polissacarídeos que 

podem conectar-se a cadeia de ácido poligalacturônico e constituintes da parede 

celular(KASHYAP et al., 2000; ALKORTA et al., 1998; JAYANY; SAXENA; 

GUPTA, 2005). Pectina metilesterases (PMEs; EC 3.1.1.11) são pectinases conhecidas 

como desesterificante ou desmetoxilante que catalisam a desesterificação do grupo 

metil da pectina, liberando pectinas ácidas e metanol (Figura 2A). Esta enzima atua 

sobre a pectina de alta metoxilação e a transforma em pectina de baixa metoxilação, 

sendo indispensável para a ação de outras pectinases, como as poligalacturonases 

(PG), uma vez que estas atuam sobre a pectina de baixa metoxilação. Além de auxiliar 

fitopatógenos no processo de infecção em plantas, nutrição e atuar no amadurecimento 
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de frutos, estas enzimas estão presentes em praticamente todas as preparações 

enzimáticas comerciais para proteção e melhoramento da textura e firmeza de frutas e 

vegetais processados e na extração e clarificação de sucos de frutas. Comumente 

iniciam o ataque na posição adjacente ao do grupo carboxila livre (WHITAKER, 

1984; VILARINÕ et al., 1993; AIZENBERG et al., 2002). As enzimas 

despolimerizantes rompem as liga­»es glicos²dicas Ŭ-(1-4) entre os monômeros 

galacturônicos das substâncias pécticas. São subdivididas em: i) clivantes, 

polimetilgalacturonato liase (PMGL) e poligalacturonato liase (PGL); e ii) 

hidrolizantes de ligações glicosídicas, polimetilgalacturonases (PMG) e  PGs 

(KASHYAP et al., 2000; SAKAY et al., 1993). 

APG é a enzima com a maior função hidrolítica; ela catalisa a hidrólise da 

liga­«o glicos²dica Ŭ-(1,4) entre duas unidades de ácido galacturônico não 

esterificados (Figura 2B). Ela apresenta como substratos preferenciais os ácidos 

pécticos ou ácidos poligalacturônicos com baixo grau de esterificação. Elas são 

classificadas em endo-PG (EC 3.2.1.15), que catalisa a hidrólise randômica da ligação 

glicos²dica Ŭ-(1,4) do ácido péctico, e em exo-PGque catalisa a hidrólise das ligações 

terminais Ŭ-(1,4) da cadeia de ácido poligalacturônico por hidrólise. Entre as exo-PGs, 

dois grupos podem ser diferenciados através do produto final liberado: exo-PG1 (EC 

3.2.1.67) que liberam monômeros de ácido galacturônico e exo-PG2 (EC 3.2.1.82) que 

liberam dímeros (KASHYAP et al., 2000; JAYANI SAXENA; GUPTA, 2005) 

(Tabela1). As PGs são produzidas por uma grande variedade de organismos, como 

fungos filamentosos, bactérias, leveduras, plantas superiores e alguns nematóides 

parasitos de plantas (JAYANI SAXENA e GUPTA, 2005). 
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Figura 4. Modo de ação das pectinases. A. Modo de ação das PMEs. Figura extraida 

de Micheli (2001). B. Modo de ação das PGs. Adaptado de JAYANI: SAXENA; 

GUPTA, 2005. 

 

Dentre as enzimas pectinolíticas, as PGs são as mais estudadas tanto pela sua 

utilização industrial, especialmente na indústria têxtil, onde são utilizadas para 

degradar a camada de pectina que recobre as fibras de celulose, liberando-as para 

posterior processamento, no tratamento do resíduo líquido e na degomagem das fibras 

naturais (KOCH e NEVES, 1989;  HOONDAL et al., 2002), bem como pelo seu papel 

biológico na interação planta-patógeno (LANG e DÖRNENBURG, 2000).  

 

Tabela 1. Classificação das enzimas pectinolíticas. Adaptado de JAYANI et al 2005;  

ALKORTA et al .,1998. 

 

Tipo de Pectinases Nome Comum Nº EC Sigla 

Esterases Pectina metil esterase 3.1.1.11 PME 

Hidrolases 

Poligalacturonase 3.2.1.15 endo-PG 

Poligalacturonase 3.2.1.67 exo-PG 1 

Poligalacturonase 3.2.2.82 exo-PG 2 

Pectina hidrolase - Endo-PMG 

Pectina hidrolase - Exo-PMG 

Liases 

Pectato liase 4.2.2.2 Endo-PGL 

Pectato liase 4.2.2.9 Exo-PGL 

Pectina liase 4.2.2.10 Endo-PMGL 

Pectina liase - Exo-PMGL 

A 

B 
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2.3. Aplicação industrial das pectinases 

 

As pectinases podem ser empregadas em uma grande variedade de processos 

industriais. Para tanto, é indispensável o conhecimento das melhores condições de 

produção assim como o conhecimento das características físico-químicas destas 

enzimas (KIRK; BORCHERT; PUGLSANG, 2002). 

As primeiras aplicações comerciais das pectinases foram realizadas em 1930 na 

produção de vinhos e sucos de frutas (KASHYAP et al., 2001). Atualmente, a maioria 

das preparações comerciais deste grupo de enzimas é produzida por fungos 

filamentosos, sendo o Aspergillus niger a principal fonte (BLANCO; SIEIRO; VILLA, 

1999). Pectinases ácidas são amplamente utilizadas nas indústrias de alimentos, na 

maceração de vegetais para produção de pastas e purês, e na fabricação de vinhos 

(ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001). Em muitos processos, as pectinases 

são utilizadas em associação a outras enzimas, tais como celulases e hemicelulases 

(BHAT, 2000). A combinação de pectinases e celulases tem sido relatada por 

proporcionar um rendimento acima de 100% no processamento de sucos (ALKORTA 

et al., 1998; KASHYAP et al., 2001). Pectinases alcalinas são comumente produzidas 

por bactérias, principalmente Bacillus spp, sendo também produzidas por alguns 

fungos e leveduras (KAPOOR et al., 2000; KASHYAP et al., 2000; HOONDALet al., 

2002). Podem ser empregadas i) no pré-tratamento de águas residuais provenientes de 

indústrias de processamento de alimentos vegetais contendo material péctico; ii) 

preparo de fibras têxteis como linho, juta e cânhamo; iii) fermentação de café e chá; 

iv) extração de óleo vegetal; e v) tratamento da polpa de papel (KASHYAP et al., 

2001; HOONDAL et al., 2002; KAPOORet al., 2000; ZHANG et al., 2000). 

No setor ecológico, a aplicação destas enzimas se faz presente nos efluentes de 

indústrias que lidam com materiais pécticos, como as já mencionadas anteriormente, 

facilitando a remoção das pectinas contidas na água utilizada nos processos (JAYANI, 

SAXENA; GUPTA, 2005). A biolimpeza (bioscouring) com enzimas pectinolíticas é 

uma opção ecologicamente mais apropriada para extrair as impurezas não celulósicas 

do algodão cru, tornando sua superfície mais hidrofílica (KLUG-SANTNER et al., 

2006; MOROZOVA et al., 2006).  
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2.4. Pectinases microbianas 

 

Microrganismos, em particular fungos filamentosos, são considerados como 

eficientes produtores de enzimas (UENOJO e PASTORE, 2007 e JAYANI; SAXENA; 

GUPTA, 2005) e por isso são amplamente utilizados pela indústria. Vários trabalhos já 

foram realizados para a seleção de isolados fúngicos produtores de pectinases 

(BARACAT et al., 1989; ALAÑA et al., 1989; SÓLIS; FLORES; HUITRÓN, 1990; 

MOLINA; PELISSARI; VITORELLO, 2001;MENEZES et al., 2006; MARTIN et al., 

2004; GUIMARÃES et al , 2006, PHUTELA et al., 2005) e as espécies dos gêneros 

Aspergillus e Penicillium são hoje as mais usadas para aplicações na indústria 

alimentícia e de bebidas (KAZUHIRO, 2002). É importante ressaltar que fungos desta 

espécie são classificados como Generally Regarded As Safe (GRAS) pela Food and 

Drug Administration (FDA), o que indica que os seus metabólitos podem ser 

consumidos de maneira segura (VAN DEN HOMBERGH; VAN de 

VONDERVOORT; TACHET, 1997; ALKORTA, 1998). As preparações de 

pectinases comerciais usadas no processamento de alimentos são, geralmente, 

derivadas de Aspergillus sp., e tradicionalmente, são misturas de PGs, PLs e PMEs; 

Aspergillusniger sendo considerado como o fungo filamentoso mais estudado quanto à 

produção de PGs. Entre outros estudos, KESTER e VISSER, (1990) relataram a 

purificação e caracterização de várias PGs a partir de uma preparação comercial desse 

fungo, sendo postulado a ocorrência de uma família multigênica, codificando essas 

enzimas nesse organismo. De uma forma mais geral, estudos de produção de enzimas 

microbianas têm evidenciado diferentes isoformas de pectinases, em especial PGs de 

diferentes microrganismos os quais diferem em sua massa molecular que variam de 38 

a 496 kDa e nas suas propriedades cinéticas (JAYANI, SAXENA; GUPTA, 2005; 

DEVI e RAO, 1996; MINJARES-CARRANCO et al., 1997; NAIDU; PANDA, 2003). 

Muitos microrganismos possuem mais que um gene codificador de pectinases, como é 

o caso de Aspergillus niger. Como postulado por KESTER e VISSER, (1990), A. niger 

possui uma família completa de 5genes codificadores, a qual produz várias isoenzimas 

de endo-PGs (endo-I; II; IIIA; IIIB e IV) com consideráveis diferenças em relação à 

especificidade por substrato, padrão de clivagem e pH ótimo de atividade (LANG e 
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DÖRNENBURG, 2000; BUSSINIK et al., 1992; PARENICOVA et al., 1998). O 

entendimento da estrutura e da estabilidade destas isoenzimas possibilita o 

desenvolvimento de processos biocatalíticos economicamente mais competitivos, isto 

porque, o isolamento de formas diferentes da mesma enzima oferece um grande 

potencial para a compreensão do papel funcional de cada uma das enzimas e uma 

melhor utilização destas, nos processos tecnológicos (DEVI e RAO, 1996). Assim 

CONTRERAS ESQUIVEL e VOGET (2004) relataram a purificação e caracterização 

de uma PG ácida de A. kawachii, e demonstraram que essa PG é um biocatalisador 

interessante para aplicações industriais em condições altamente ácidas. 

Pectinases microbianas são também importantes no processo de fitopatogênese, 

na simbiose e na decomposição da matéria vegetal, contribuindo para o ciclo natural 

do carbono (ROMBOUTS e PILNIK, 1980). Os ataques à planta por alguns 

microrganismos fitopatogênicos podem ser em certos casos iniciado por pectinases, 

devido ao fato das substâncias pécticas estarem mais acessíveis que outros 

componentes da parede celular (LEBEDA et al., 2001; HOONDAL et al., 2002; 

JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). Em fitopatógenos, as enzimas que degradam a 

parede celular são consideradas fortes candidatas a fatores de virulência. Em fungos 

saprofíticos produtores de PGs, os tecidos vegetais mortos disponibilizam a maior 

parte dos substratos para obtenção de nutrientes sem, no entanto, representar um 

potencial patogênico (WALTON, 1994; AKIMITSU et al., 2003; LANG e 

DÖORNEMBURG, 2000). A importância das pectinases na virulência tem sido 

evidenciada em muitos trabalhos, em particular, a inativação de genes que codificam 

PGL e PGs em diferentes fungos tem-se reduzido a virulência de Aspergillus flavus em 

algodão, Botrytis cinerea em tomate e Colletotrichum gloeosporioides em abacate 

(SHIEH et al., 1997; TEN HAVE et al., 1998; PRUSKY et al., 2001). Todavia, 

também tem sido evidenciado que a inativação em um único gene pode não decorrer 

em um efeito detectável na virulência do fungo. Em B. cinerea e Sclerotinia 

sclerotiorum, as PGs formam um conjunto de isoenzimas, o que provavelmente 

atrapalha a determinação da ação de uma única enzima como fator de virulência, pois, 

a inativação de um gene pode ser compensada pela ação dos demais (WUBBEN et al., 

1999; KASZA et al., 2004). De acordo com WILLIAMS; TANG; HINTZ, (2002) a 
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função e a especificidade das isoenzimas podem ser atribuídas a diferenças na 

seqüência ou na sua rede funcional, consentindo uma reação diferencial com múltiplos 

substratos pectinolíticos em varias espécies. Em particular, a ação dasendo-PGs têm 

papel chave na patogenicidade do fungo por meio da despolimerização da 

homogalacturonanae para a sua subseqüente degradação por outras enzimas, e parece 

ser um pré-requisito para o processo geral de degradação da parede celular (KARR e 

ALBERSHEIM, 1970; LANG e DÖRNENBURG, 2000; LEBEDA et al., 2001). A 

produção dessas enzimas pelos fungos é regulada, sobretudo ao nível transcricional. 

Os genes são induzidos na presença de substâncias pécticas, bem como pelos ácidos 

poligalacturônicos e galacturônicos, e reprimidos sob condições de crescimento, onde 

a produção dessas enzimas não é mais necessária (ARO; PAKULA; PENTTILA, 

2005). 

 

2.5. Poligalacturonases na interação planta-patógeno 

 

O envolvimento de PGs no processo de infecção demorou certo tempo para ser 

identificado, isto porque, embora houvesse indícios do envolvimento de PGs fúngicas 

na patogênese ou virulência, apenas evidências indiretas poderiam ser fornecidas 

(LANG e DÖORNEMBURG, 2000). A demonstração direta do envolvimento de PGs 

na patogênese exige o uso de técnicas de DNA recombinante, como a deleção do gene 

alvo ou superexpressão desregulada de um único gene (LANG e DÖORNEMBURG, 

2000). Em A. flavus o envolvimento de uma endo-PG (P2c) na agressividade do fungo 

foi demonstrado usando ambas as abordagens. Com a deleção do gene P2c ocorreu 

uma diminuição significativa na capacidade do fungo se espalhar pelo hospedeiro, 

porém com a introdução do mutante P2c nulo aumentou a agressividade da estirpe 

(SHIEH et al., 1997). Evidências diretas do papel de uma PG também foram obtidas 

em B. cinerea. Quando o gene foi deletado, a capacidade do fungo crescer além do 

local inoculado, foi significativamente reduzida. Quando o gene Bcpg1 foi deletado, a 

capacidade do fungo se espalhar além do local da infecção foi reduzida 

significativamente (TEN HAVEet al., 1998). Endo-PGs de cepas não virulentasde F. 

oxysporum que apresentavam deficiência no gene PG1, se tornaram virulentas após 
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transformação com o gene PG de uma cepa virulenta. (DI PIETRO e RONCERO, 

1998). 

Por outro lado, em interações planta-patógeno, as plantas normalmente se 

defendem contra os microrganismos invasores após a pectinólise, ativando um 

conjunto de respostas de defesa (LANG e DÖORNEMBURG, 2000). PGs fúngicas 

são alvo das proteínas extracelulares de defesa da planta (PGIPs), que limitam a 

atividade hidrolítica das PGs, favorecendo o acúmulo de oligogalacturonídeos 

elicitores da resposta de defesa da planta (DE LORENZO et al., 2001; FEDERICI et 

al., 2006; DI MATTEO et al., 2006). A interação PG-PGIP limita a atividade das PGs 

e favorece o acúmulo de oligossacarídeos elicitores no apoplasto. Os oligossacarídeos 

são, geralmente, elicitores de uma gama de respostas de defesa da planta, incluindo o 

acúmulo de fitoalexina, síntese de lignina e produção de espécies reativas de oxigênio. 

Em muitas espécies de plantas, as PGIPs são codificadas por uma família multigênica 

e são diferentemente reguladas e expressas em respostas a várias situações de estresse 

(DE LORENZO et al., 2001). Em Phaseolus vulgaris L., as PGIPs são codificadas por 

uma família de genes, com pelo menos cinco membros (DEVOTO et al., 1998). Em 

hipocótilos de feijão infectados com C. lindemuthianum, o nível de PGIP aumenta 

imediatamente nas células ao redor do local da infecção (BERGMANN et al., 1994). 

Aumento na produção de PGIPs permite a planta uma maior proteção contra o ataque 

de patógenos, porém, seu declínio deixa mais suscetível os frutos maduros, que 

possuem menor expressão dessas proteínas (DE LORENZO et al., 2001; Di MATTEO 

et al. 2006). Plantas transgênicas que expressam PGIPs heterólogas já foram criadas e 

mostraram uma maior resistência ao ataque de fungos fitopatogenicos (BENNETT et 

al., 1996). Os resultados desses estudos podem indicar as PGIPs vegetais como 

possíveis alvos para o melhoramento de culturas. 
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2.6. Moniliophthora perniciosa 

 

A doença vassoura-de-bruxa do cacaueiro, Theobroma cacao L. (Malvaceae) 

tem como agente causal o basidiomiceto hemibiotrófico Moniliophthora perniciosa 

(Stahel) Aime & Phillips-Mora, patógeno que infecta várias espécies dos gêneros 

Theobroma e Herrania, ambos membros da família Sterculiaceae. Esta enfermidade 

estabelece um grande problema fitossanitário com procedentes danos 

socioeconômicos, nas regiões de cultivo do cacau (GRIFFITH et al., 

2003;MEINHARDT et al., 2008). 

Devido à grande variabilidade de hospedeiros do M. perniciosa, foi permitido 

separá-los em grupos de acordo com o gênero que ele infecta e são denominados 

biótipos. Quatro biótipos de M. perniciosa são descritos: i) o biótipo-S que afeta vários 

membros da família Solanaceae; ii) o biotipo-L que pode ser encontrado em 

Arrabidaea verrucosa (Bignoniaceae); iii) o biótipo-H que infecta Heteropterys 

acutifólia (Malpighiaceae); e iv) o biótipo-C específico para o cacau. Dois patótipos 

do biótipo-C existem: o patótipo A, o mais patogênico, presente na Bolívia, Equador e 

Colômbia; e o biótipo B, menos patogênico e presente no Brasil, Trinidade-Tobago e 

Venezuela (MEINHARDT et al., 2008; RESENDE et al., 2000; MOTILAL; SIRJU-

CHARRAN; SREENIVASAN et al., 2003; BASTOS; EVANS, 1985). 

O M. perniciosa possui um ciclo de vida hemibiotrófico, apresentando uma fase 

biotrófica e outra fase saprofítica que é capaz de causar mudanças morfológicas, 

histológicas e fisiológicas tecido-específicas e temporais no cacaueiro(GRIFFITH; 

HEDGER, 1994). Os basidiósporos são produzidos em lamelas na parte inferior do 

píleo do basidioma onde os dois núcleos dos compartimentos da hifa dicariótica, da 

camada do himênio, migram para dentro do basídio, onde ocorre a fusão nuclear. Os 

basidiósporos penetram no hospedeiro ao atingirem os tecidos meristemáticos dos 

órgãos de plantas sadias e ocorre o desenvolvimento de hifas espessas, não fibuladas 

localizadas intercelularmente nos tecidos infectados que caracterizam o micélio 

primário ou biotrófico (PURDY; SCHMIDT, 1996; SILVA; MATSUOKA, 1999; 

SREENIVASAN; DABYDEEN, 1989). A dicariotização do micélio ocorre após um 

período que varia de três a nove semanas, ocorrendo à formação de um micélio 
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secundário, com hifas mais delgadas com 1 a 3 µm de diâmetro e apresentando 

grampos de conexão, que invade as células do tecido hospedeiro, levando a morte dos 

ramos que caracteriza a forma saprofítica da doença (PURDY; SCHMIDT, 

1996;SILVA; MATSUOKA, 1999; SREENIVASAN; DABYDEEN, 1989). 

A penetração de patógenos pela paredepode ser decorrente apenas de ação 

mecânica, ou também da participação de enzimas que degradam a parede celular do 

hospedeiro(IDNURM; HOWLETT, 2001; KAHMANN; BASSE, 2001; ARO; 

PAKULA; PENTILLA et al., 2005).Os basidiósporos de M. perniciosagerminam na 

superfície da planta e produzem tubos germinativos que penetram no hospedeiro, 

atraídos pelos estômatos ou pelas bases dos tricomas injuriados, sem que haja, no 

entanto, formação de apressórios e de haustórios. Por esse motivo, é muito provável 

que enzimas pectinolíticasnão estejam participando deste evento de invasão do 

hospedeiro. A penetração direta no tecido do cacaueiro e a deterioração completa de 

células do mesófilo ressalvam a importância das enzimas responsáveis pela 

degradação da parede celular no sucesso da infecção por M.perniciosa (PURDY; 

SCHMIDT; KILARU; HASENSTEIN, 2005). A identificação de possíveis genes 

codificadores de enzimas pectinolíticas em M. perniciosa, e sua posterior inativação, 

associados a uma avaliação da capacidade infectiva em plantas de cacaueiro 

possibilitará determinar se estes genes codificam fatores de patogenicidade neste 

importante patógeno. 

Em M. perniciosa três genes de pectato liase (pec1A, pec1B E pec2), foram 

isolados, caracterizados e identificados como a primeira família multigênica de genes 

que codificam enzimas pectinolíticas nesta espécie, além de ser a primeira evidência 

do isolamento e caracterização de genes que codificam pectato liase em fungos 

basidiomicetos (SANTOS, 2006). Outro trabalho também isolou e caracterizou o gene 

xghCp que codifica uma endo-xilogalacturonana hidrolase em M. perniciosa, essa 

pectinase é capaz de degradar xilogalacturonana (SILVA, 2007). Em ambos os 

trabalhos essas enzimas não foram avaliadas quanto ao seu papel na patogenicidade. 

Em estudos de patogenicidade em M. perniciosa, KILARU; HASENSTEIN, 

(2005) sugeriram que as interações específicas entre o patógeno e o seu hospedeiro é 

que controlam o início da fase necrotrófica do fungo, além disso, indicam que os 
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micélios primários podem ser usados ao invés de esporos no estudo de patogenicidade. 

Em outro trabalho KILARU; BAILEY; HASENSTEIN, 2007, mostraram a capacidade 

do fungo em produzir e manter o crescimento em elevados níveis endógenos de IAA 

(ácido indoleacético) e AS (ácido salicílico) durante a colonização, indicando que 

esses fitohormônios contribuem para a sua patogenicidade. Em cacau, o nível de ácido 

salicílico (AS) em vassouras infectadas foi cinco vezes maior comparado com as 

vassouras saudáveis. Em contraste, a inoculação com basidiósporos e elicitores 

químicos não alterou os teores de AS. Esses resultados sugerem que a fase necrotrófica 

de M. perniciosa provoca acúmulo de AS em tecidos doentes (CHAVES e 

GIANFAGNA, 2006). 

Em M. perniciosa diferentes trabalhos já foramrealizados a partir do 

conhecimento de enzimas produzidas por esse patógeno. A capacidade de produção de 

enzimas extracelulares como amilases, lípases, peroxidase entre outras já foram 

demonstradas (BASTOS, 2005). Componentes de rotas metabólicas exclusivas do 

fungo, como a rota da quitina foi identificado, bem como confirmada a atividade de 

quitinase deste fungo (LOPES et al., 2008). A atividade de peroxidase de proteínas 

secretadas foi analisada e glucanases foram produzidas, purificadas e caracterizadas 

(ALVIM et al., 2009; SENA et al., 2011). Enzimas de parede celular considerados 

como alvos moleculares foram descritas; e a UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase 

também foi estudada (MACEDO et al., 2009; SANTOS JUNIOR et al., 2011). 

Trabalhos utilizando diferentes fontes de carbono no cultivo do fungo M. 

perniciosa, também já foram realizados e demonstrados resultados interessantes. Foi 

estabelecido que a fase de crescimento de M. perniciosa, in vitro, é fortemente 

influenciada pela fonte de nutriente. Com isso, foi demonstrado que a utilização do 

glicerol nas culturas, mantém a fase monocariótica por um tempo maior, ao passo que 

ao se adicionar outras fontes de carbono ao meio, o fungo muda rapidamente da fase 

saprofítica para necrotrófica (MEINHARDT et al., 2006). Em outro trabalho, a 

utilização de glicerol como única fonte de carbono conferiu as células dicarióticas de 

M. perniciosa, uma maior resistência ao estresse oxidativo (SANTOS et al., 2008). 

Genes de M. perniciosa expressos na fase biotrófica estão sob repressão catabólica e 

de nitrogênio e o glicerol parece desempenhar vários papéis na biologia do 
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fitopatógeno (RINCONES et al., 2008). Foi identificado que em meio contendo 

glicerol, o peróxido de hidrogênio em pequenas quantidades induz a formação de 

grampos de conexões (PUNGARTNIK et al., 2009). A influência de diferentes fontes 

de carbono e nitrogênio sobre a atividade de quitinases secretadas e não secretadas foi 

demonstrada em M. perniciosa (LOPES et al., 2008), em outro trabalho o fitopatógeno 

foi cultivado em diferentes fontes de carbono fermentáveis e não fermentáveis, e as 

diferenças significativas na morfologia do micélio foi correlacionado com a fonte de 

carbono utilizada (ALVIM et al., 2009), além disso, foi demonstrado que, carboidratos 

tem uma função importante na mudança de fase do fungo (SCARPARI et al., 2005). 

Para se compreender as particularidades do patossistema T. cacao-M. 

perniciosa se faz necessário um amplo conhecimento sobre os mecanismos 

moleculares que estão envolvidos nessa interação. Desta forma, as informações 

geradas com o sequenciamento do genoma de M. perniciosa (FORMIGHIERI et al., 

2008; MONDEGO et al., 2008), vem permitindo um maior entendimento e 

compreensão da biologia do fungo, funcionamento do metabolismo e também no 

desenvolvimento de diversas estratégias de controle da doença. Além disso, o 

sequenciamento de genoma pode também ser considerado como fonte de moléculas 

para aplicações biotecnológicas e/ou industriais. 

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi realizar uma caracterização molecular 

e bioquímica de pectinases, particularmente das PGs de Moniliophthora perniciosa. 

Foi realizada a caracterização in silico de três genes (MpPG1, MpPG2 e MpPG3). A 

expressão gênica dessas PGs de M. perniciosa foi avaliada tanto em sistema artificial 

(bolachas) como em micélios crescidos em meios de cultura com diferentes fontes de 

carbono. Também foi realizada a detecção enzimática das PGs de M. perniciosa 

secretadas e não secretadas cultivadas em dois sistemas (bolachas e meio líquido), na 

presença de diferentes fontes de carbono e extratos de cacau. Todo esse trabalho é de 

fundamental importância na caracterização molecular e bioquímica desse fitopatógeno 

e tem como perspectivas futuras de utilização em aplicações biotecnológicas e 

industriais. 
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Abstract 1 

We report the first molecular and in silico analysis of Monilophthora perniciosa 2 

polygalacturonases (PGs). Three MpPG genes (MpPG1, MpPG2 and MpPG3) were identified 3 

and analyzed at transcriptional level, by RT-qPCR, in dikaryotic M. perniciosa mycelium 4 

grown on solid-bran based medium and on liquid medium supplemented with different 5 

fermentable and non fermentable carbon sources. Global PG activity was also measured on 6 

dikaryotic mycelium cultivated on the same culture media. The MpPG genes presented 7 

different expression pattern suggesting different individual regulation. However, both are 8 

mainly regulated by fermentable carbon sources (galactose and mannose). The PG activity 9 

present a very similar pattern to the one obtained for gene expression; secreted PG activity 10 

was highest in galactose, glucose, fructose and mannose. The integrated analysis of gene 11 

expression, PG activity and systems biology (using MpG1 and MpG2 orthologous in 12 

Neurospora crassa, named NCU06961 and NCU02369, respectively) allowed identifying 13 

some possible mechanism of protein regulation during the necrotrophic fungal phase. 14 

MpPG1-NCU06961 and MpPG2-NCU02369 directly interact with two hub-bottleneck 15 

proteins: i) an ubiquitin (NCU09813) possibly involved in protein regulation associated to 16 

post-translational modifications (PTMs); and ii) a pectinesterase (NCU10045) with a central 17 

position in the cell wall enzyme group, both directly or indirectly connected to energy 18 

metabolism. We concluded that MpPGs are regulated by carbon sources and possibly by 19 

PTMs during the necrotrophic fungal phase, and that their role may be tightly associated to 20 

the one of other pectinases and to cellular metabolism related to energy production. 21 

22 
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Introduction  1 

Moniliophthora perniciosa is a hemibiotrofic basidiomycete (Aime and Phillips-Mora 2 

2005) responsible for the witchesô broom disease of Theobroma cacao L. This disease is 3 

present in America and Caribbean cacao producing countries and may be a potential threat for 4 

other world regions still exempt of the fungus (e.g. Africa). In the Bahia state, in Brazil, this 5 

disease caused, from 1990sô to now, serious damages on cacao plantations with drastic 6 

economic, social and environmental consequences (Purdy and Schmidt 1996). 7 

Moniliophthora perniciosa spread via basidiospores that germinate and infect cacao 8 

trees through stomata, open wounds or by direct penetration (Kilaru and Hasenstein 2005). It 9 

has been showed that M. perniciosa hyphae presented club-shaped tips and adhesive 10 

structures induced by cuticle extracts; then the initial cuticular disintegration at the site of 11 

penetration was followed by blister formation and complete digestion of leaves by the primary 12 

mycelium (Kilaru and Hasenstein 2005; Sreenivasan and Dabydeen 1989). During the plant 13 

infection, M. perniciosa presents two distinct phases: i) a biotrophic phase corresponding to a 14 

monokaryotic and intercellular mycelium; and ii) the necrotrophic phase in which the 15 

mycelium becomes dikaryotic and intracellular, invading the plant cells (Ceita et al. 2007; 16 

Meinhardt et al. 2008). The biotrophic phase is associated to hypertrophy, loss of apical 17 

dominance, abnormal stem ramification (green broom) or fruit deformation as the local of 18 

infection, while the necrotrophic phase is characterized by necrosis of infected tissues distal 19 

from the original infection site (dry broom or necrotic pod). Basidiocarp production and spore 20 

formation occur on infected necrotic tissue (Ceita et al. 2007; Meinhardt et al. 2008; Silva et 21 

al. 2002b). 22 

Due to the economic importance of cacao for producing and chocolate consuming 23 

countries, recent molecular studies have been developed from T. cacao, M. perniciosa and 24 

from their interaction (Argout et al. 2008; Argout et al. 2011; Caribe dos Santos et al. 2009; 25 

da Hora Junior et al. 2012; Formighieri et al. 2008; Garcia et al. 2007; Gesteira et al. 2007; 26 

Leal et al. 2007; Leal et al. 2010; Lopes et al. 2010; Micheli et al. 2010; Mondego et al. 2008; 27 

Pires et al. 2009a; Rincones et al. 2006; Zaparoli et al. 2009). Among these studies, the M. 28 

perniciosa genome sequencing, published in 2008 (Mondego et al. 2008), constituted a key 29 

step for a better understanding of the infection cycle of the fungus and for providing clues 30 

about pathogenicity mechanisms in the cacao-M. perniciosa pathosystem. In the M. 31 

perniciosa genome, several cell wall enzymes were encountered such i) as ɓ-1,4 cellulases, 32 

exocellobiohydrolases, endo-beta-1,4-xylanases and endoglucanases involved in cellulose and 33 
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hemicelluloses degradation; ii) laccases involved in lignin degradation, and iii) pectate lyases 1 

(PLs), polygalacturonases (PGs) and pectin methylesterases (PMEs) involved in pectin 2 

degradation or modification (Mondego et al. 2008). These enzyme families are well known to 3 

be involved in mechanism of colonization in necrotrophic fungi, that is directly related to the 4 

microorganism lifestyle (Aro et al. 2005). 5 

Pectins are the major constituent of the middle lamella, a thin layer of adhesive 6 

extracellular material located between the primary cell walls of adjacent cells in higher plants. 7 

Pectins are complex heteropolysaccharides composed of (1-4)-linked-Ŭ-D-galacturonic acids 8 

that form homogalacturonan chains. This backbone structure (smooth regions) alternates with 9 

branched regions (hairy regions) which contain rhamnose, arabinanes and arabinogalactane as 10 

side chains (Lang and Dörnenburg 2000). The (1-4)-linked-Ŭ-D-galacturonic acids in the 11 

smooth regions can be modified by methyl esterification at the C-6 carboxyl position (Harholt 12 

et al. 2010). Polygalacturonases (PG; EC 3.2.1) catalyzes the random hydrolysis of non-13 

methylated pectin or polygalacturonic acid; endo-PG catalyzes the hydrolysis of (1,4)-Ŭ-D-14 

galacturosiduronic linkages between two non-methylated galacturonic acid residues while 15 

exo-PG removes terminal residues (Jayani et al. 2005; Lang and Dörnenburg 2000). In plant-16 

pathogen interaction, the PGs are known to be involved in pathogenesis or virulence (Di 17 

Pietro and Roncero 1998; Have et al. 1998; Shieh et al. 1997), degrading the cell wall pectins 18 

and increasing the accessibility to other enzymes, causing subsequent cell lysis and plant 19 

tissues degradation (Lang and Dörnenburg 2000).  20 

In order to evaluate the role of M. perniciosa PGs during the fungus development and 21 

to possibly explore this knowledge in favor of witches' broom disease control, we made an in 22 

silico analysis of three M. perniciosa PG genes (MpPG1, MpPG2 and MpPG3), we also 23 

analyzed their regulation at transcriptional and translation levels in dikaryotic M. perniciosa 24 

mycelium cultivated in bran-based solid medium or in liquid medium supplemented with 25 

different carbon sources, and finally, we developed a systems biology analysis and we 26 

identified physical protein-protein interaction networks involving the MpPG1 and MpPG2 27 

Neurospora crassa ortologous proteins. The integrated analysis of gene expression, PG 28 

activity and systems biology allowed designing a general scheme of possible role of PGs in 29 

cacao-M. perniciosa interaction. 30 

 31 

Material and Methods 32 
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Identification and analysis of genomic and cDNA sequences of polygalacturonases from 1 

M. perniciosa  2 

Data mining of the M. perniciosa genome 3 

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/portugues/principal.html) was made to identify 4 

sequences corresponding to PG genes. Contigs were assembled to reconstitute the PG genes 5 

and, then, these ones were analyzed to identify introns and exons and conserved regions using 6 

NetAspGene 1.0 Server (Wang et al. 2009) and BLAST (Altschul et al. 1997), respectively. 7 

The Open reading frame (ORF) of the nucleotide sequence was determined using the 8 

ORFinder program (Lasergene, Madison, WI, USA). For function homology analysis, the 9 

sequence was compared with the public sequence database using BLAST (Altschul et al. 10 

1997). Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) was used for multiple 11 

nucleotide or amino acid sequence alignment. NetPhos 2.0 Server (Blom et al. 1999), 12 

NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) and InterProScan 13 

(Quevillon et al. 2005) were used for identification of putative phosphorylation sites, putative 14 

N-glycolsylation sites (Asn-X-Ser/Thr type) and conserved domains, respectively. The ASEB 15 

server was used to predict putative KAT-specific acetylation sites (Wang et al. 2012). 16 

 17 

Culture of Moniliophthora perniciosa dikaryotic mycelium on bran-based solid medium 18 

Moniliophthora perniciosa (isolate 565 n°WFCC#604 from culture collection of 19 

CEPLAC/CEPEC, Bahia, Brazil; kindly provided by Dr. Karina P. Gramacho) was grown on 20 

bran-based solid medium as previously described (Niella et al. 1999). Briefly, mycelium discs 21 

of M. perniciosa grown on MM at 25°C for 15 days were used to inoculate autoclaved 22 

compacted bran-based solid medium obtained as described by (Griffith and Hedger 1993) 23 

with the modifications introduced by (Niella et al. 1999). Briefly, the bran-based solid 24 

medium contained 170 g of autoclaved triturated cacao dry broom, 7 g of CaSO4.2H2O, 45.5 g 25 

of oat flakes and 100 ml of distillated water (moisture content about 70%, pH 7.0-7.5). The 26 

cultures were kept at 25°C under approximately 99% humidity and a 12:12 h light:dark 27 

photoperiod until the medium surface was completely colonized by the mycelium (about 15 28 

days). After this period, the cultures were hung in sterilized glass pots ï adaptation of the 29 

broom chambers described by (Purdy and Dickstein 1990) ï and kept in a low temperature 30 

incubator (Alpax) under the same temperature, humidity and light conditions as described 31 

above. Samples were collected at four stages of fungal mycelial mat development (according 32 

to the mycelial mat color): i) white phase right after the culture had been hung (17 days of 33 
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culture); ii) yellow phase (32 days); iii) pink phase (48 days); and iv) dark pink phase (98 1 

days) (Figure 2A). 2 

 3 

Culture of Moniliophthora perniciosa dikaryotic mycelium on solid or liquid media 4 

The dikaryotic mycelium of Moniliophthora perniciosa (isolate 565 n°WFCC#604 from 5 

culture collection of CEPLAC/CEPEC, Bahia, Brazil; kindly provided by Dr. Karina P. 6 

Gramacho) was cultivated on mineral medium (MM) containing 0.1% NH4H2PO4 (w/v), 7 

0.02% KCl (w/v), 0.02% MgSO4.7H2O (w/v), 0.001% CuSO4.5H2O (w/v), 0.001% 8 

ZnSO4.7H2O (w/v) and 0.5% yeast extract (w/v) as previously described (Lopes et al. 2008). 9 

For the solid medium, 1.5% agar (w/v) was added to the liquid culture medium. A 1 cm disc 10 

plugs from a 15-week-old mycelium culture grown on MM was used as inoculum and 11 

transferred to the liquid media containing (or not ï control) the following additional carbon 12 

sources: 1% D-glucose, 1% D-glycerol, 1% D-galactose, 1% D-mannose, 1% D-mannitol, 1% 13 

D-fructose or 1% D-sucrose (w/v) and incubated in a low temperature incubator (Alpax) at 14 

25°C without agitation for 10-15 days. 15 

 16 

Moniliophthora perniciosa RNA extraction 17 

Total RNA extraction was performed from the M. perniciosa dikaryotic mycelium using the 18 

RNeasy Mini -Handbook kit according to the manufacturerôs instructions (Qiagen). Total 19 

RNA was treated with DNaseI-RNase free according to the manufacturer's recommendations 20 

(Fermentas) and the RNA purity and concentration were determined spectrophotometrically at 21 

260 nm (Evolution 60S UV-Visible Spectrophotometer, Thermo Scientific). RNA was 22 

separated on 1% DEPC-treated agarose gel and stained with ethidium bromide to confirm 23 

RNA integrity.  24 

 25 

Reverse transcription quantitative PCR analysis  26 

The cDNA was obtained by reverse transcription from 1 µg total RNA using 2.5 pmol/µl of 27 

oligo(dT)18 primer and the 200 U of RevertAid
TM

 Reverse Transcriptase as described by the 28 

manufacturersô instructions (Fermentas). Finally the cDNA was treated with 5U of RNaseH 29 

according to the manufacturersô recommendations (Invitrogen) and then stored at -20°C until 30 

use. RT-qPCR analyses were used to follow the expression pattern of MpPG1, MpPG2 and 31 

MpPG3 during the fungus development on liquid and bran-based solid medium supplement or 32 

not with carbon sources. Specific primers were designed for the M. perniciosa actin gene 33 
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(constitutive endogen) and MpPG1, MpPG2 and MpPG3 using the Primer Express software 1 

3D v. 3.0 (Table 1). The qPCR analysis was made using the Power Syber® Green PCR 2 

Master Mix kit  according to the manufacturer's recommendations (Applied Biosystems). 3 

Assays were performed on an ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (SDS) coupled 4 

to an ABI PRISM 7500 SDS software (Applied Biosystems) using standard settings. The 5 

thermal cycling conditions were 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, followed by 55 cycles of 6 

95°C for 15 s and 55°C for 1 min. A dissociation analysis was conducted after each 7 

amplification to investigate primer dimer and hairpin formation. Melting temperature of the 8 

fragments was determined according to the manufacturer protocol (Applied Biosystems). No-9 

template reactions were used as negative controls. The results obtained with the Sequence 10 

Detection Software (Applied Biosystems) were transferred to Microsoft Excel for further 11 

analysis. Raw expression levels were calculated from the average of the triplicate ddCT (RQ) 12 

values. White fungal phase and liquid medium supplemented with glucose were used as 13 

calibrators for experiments made on M. perniciosa grown on bran-based solid medium and 14 

liquid medium, respectively. The experiments were conducted with three biological replicates 15 

and three experimental replicates. The ABI PRISM 7500 SDS software was used for 16 

statistical analyses. 17 

 18 

Protein extraction 19 

The mycelium of M. perniciosa grown on bran-based solid medium or on different liquid 20 

medium was collected and ground in liquid nitrogen until obtaining a fine powder and then 21 

ground with 1 mM sodium phosphate buffer pH 6.0 containing 0.1% Triton X-100, as 22 

previously described (Micheli et al. 2000) with modifications. The proportion of macerate 23 

weight (gram)/buffer volume (ml) was 1:5 and 1:3 for mycelium mat from bran-based solid 24 

medium and mycelium cultivated in liquid medium, respectively. The samples were vortexed 25 

and centrifuged for 5 min at 3,000 rpm and the supernatant was recovered (soluble protein 26 

extract). In parallel, the culture medium was filtered on filter paper. Protein content from 27 

culture medium and protein extract was quantified by the Bradford method (Bradford 1976). 28 

Culture medium and protein extract were then immediately used for the determination of the 29 

PG activity. 30 

 31 

 32 

 33 
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Polygalacturonase activity 1 

The determination of the PG activity was carried out by reaction of the culture medium or 2 

protein extract with 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) as described by Miller (1959) and 3 

modified by Jia et al. (2009) and Silva et al. (2002a). Two hundred and fifty milliliters of 4 

sample were incubated with 500 µl of 1% citrus pectin solution (30% esterified) (Sigma) 5 

dissolved in 0.2 M sodium acetate buffer pH 5.0. The mixture was incubated at 50°C for 1 h. 6 

An equal volume of 1% DNS was added to the tube, and the mixture was incubated for 15 7 

min in a boiling water bath and immediately cooled in an ice bath. The O.D.540 nm was read on 8 

a spectrophotometer (Biospectro Sp-220) by comparison with a blank (control) containing 9 

only the substrate and DNS. One unit of activity of PG was defined as the amount of enzyme 10 

required to produce one mole of reducing sugar per minute under the assay test conditions, 11 

using a standard curve obtained from the galacturonic acid (Sigma). Three technical replicates 12 

were made for all the PG tests. Statistical analysis was made using the SASM-Agri software 13 

which tested the experiments as a completely randomized design. t-test and F-test (ANOVA) 14 

were applied with a critical value of 0.01. The Duncan (PÒ0.01) test was employed for mean 15 

separation when F-values were significant. 16 

 17 

Systems biology analysis  18 

In order to have information regarding physical proteinïprotein interactions (PPPI) from the 19 

MpPGs, orthologous sequences of Neurospora crassa were used. For this purpose, N. crassa 20 

proteins were obtained from the in silico translation of N. crassa nucleotide sequences using 21 

the BLASTX tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). To obtain data regarding genetic 22 

and biochemical processes of fungus, we performed literature data mining using the following 23 

biological literature databases: (i) PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/); and (ii) 24 

iHop (http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/). All literature data mining engines were used 25 

with their default parameters. The data mining screening and PPPI network design 26 

(interactome network) associated with fungal development was performed using the 27 

Cytoscape software, version 2.5.0. These data were downloaded from the STRING 8.3 28 

(http://string.embl.de/) database. The interactome networks obtained from this first screening 29 

were analyzed with the Molecular Complex Detection (MCODE) software, a Cytoscape 30 

plugin available at http://www.cytoscape.org/ plugins2.php in order to evaluate potential 31 

subgraphs that were used further for network expansion. Gene ontology (GO) clustering 32 

analysis was performed using the Biological Network Gene Ontology (BiNGO) software, a 33 
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Cytoscape plugin available at http://chianti.ucsd.edu/cyto_web/plugins/index.php. The degree 1 

of functional enrichment for a given cluster and category was quantitatively assessed (p value) 2 

by hypergeometric distribution and a multiple test correction was applied using the false 3 

discovery rate (FDR) algorithm, fully implemented in the BiNGO software. Overrepresented 4 

biological process categories were generated after FDR correction, with a significance level of 5 

0.05. 6 

 7 

Results 8 

M. perniciosa PG sequence analysis  9 

Sequences corresponding to PG genes were detected in the Moniliophthora perniciosa 10 

genome and organized on clusters to finally identify three partial PG genes named MpPG1, 11 

MpPG2 and MpPG3. The sequence MpPG1 presented a partial open reading frame (ORF) of 12 

822 nucleotides encoding a truncated protein of 273 amino acid residues. The predicted 13 

truncated protein has a calculated isoelectric point of 8.04 and a calculated molecular mass of 14 

28.99 kDa. Fifteen putative phosphorylation sites were detected: 6 on threonine (T5, T21, T73, 15 

T122, T224 and T273), 7 on serine (S50, S94, S104, S140, S180, S205 and S251) and 2 on tyrosine (Y142 16 

and Y165). One probable glycosylation site (N227) and two putative acetylation sites (K124, 17 

K258) were detected (Figure 1A). The sequence MpPG2 presented a partial ORF of 762 18 

nucleotides encoding a truncated protein of 253 amino acid residues. The predicted truncated 19 

protein has a calculated isoelectric point of 4.84 and a calculated molecular mass of 26.67 20 

kDa. Nine phosphorylation sites were detected: 1 on threonine (T216), 7 on serine (S66, S90, 21 

S113, S137, S180, S222 and S226) and with one on tyrosine (Y43) (Figure 1B). One probable 22 

glycosylation site (N162) and one putative acetylation site (K61) were detected. The sequence 23 

MpPG3 presented a partial ORF of 480 nucleotides encoding a truncated protein of 159 24 

amino acid residues. A signal peptide with a probable cleavage site between the residues A19 25 

and A20 was observed in MpPG3 (Figure 1 C). The predicted truncated MpPG3 protein (with 26 

signal peptide) has a calculated isoelectric point of 7.82 and a calculated molecular mass of 27 

17.49 kDa. Five phosphorylation sites ï  1 on threonine (T133), 2 on serine (S40 and S39) and 2 28 

on tyrosine (Y16 and Y95) ï and a probable glycosylation site (N141) were encountered (Figure 29 

1C). Three putative acetylation sites (K125, K129 and K131) were detected. In all sequences, a 30 

conserved domain of glycosyl hydrolase family 28/polygalacturonase has been detected 31 

(Figure 1A, B and C). MpPG1, MpPG2 and MpPG3 presented identity with PG from other 32 
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fungus, ascomycetes and basidiomycetes; MpPG1 and MpPG3 corresponded to exo-PGs 1 

while MpPG2 correspond to endo-PG (Supplementary material 1). 2 

 3 

Relative expression of MpPGs from M. perniciosa cultivated on bran-based solid 4 

medium 5 

During the M. perniciosa growth on bran-based solid medium, four stages of development 6 

characterized by the color of the mycelium (white, yellow, pink and dark pink) were 7 

harvested. The white phase was used as calibrator in this analysis. The MpPG1 and MpPG2 8 

presented similar relative expression pattern with a high relative expression in the yellow 9 

phase (2.55 and 1.62 for MpPG1 and MpPG2, respectively; Figure 2B and C). The relative 10 

expression in the dark pink and pink phase was low or almost null for both genes: 0.42 and 11 

0.04 for MpPG1 and MpPG2, respectively, in the dark pink phase; 0.09 and 0.01, 12 

respectively, in the pink phase (Figure 2B and C). In the case of MpPG3, the relative 13 

expression in the yellow, dark pink and pink phase was low (0.53, 0.12, 0.03, respectively) 14 

even if the relative expression in the yellow phase remained higher than the one observed in 15 

the pink and dark pink phases (Figure 2D). 16 

 17 

Relative expression of MpPGs from M. perniciosa cultivated on liquid medium 18 

MpPG relative expression was analyzed on M. perniciosa mycelium grown in liquid medium, 19 

supplemented with different carbon sources. The fungus grown on glucose was used as 20 

calibrator in this analysis. MpPG1 showed a high relative expression when M. perniciosa was 21 

grown on mannose and galactose (11.42 and 10.24, respectively; Figure 3A). MpPG1 showed 22 

a low relative expression ï similar to the one observed for the calibrator ï when the fungus 23 

was grown on sucrose (1.35 of relative expression; Figure 3A). The relative expression of 24 

MpPG1, when the fungus was grown in the other carbon sources was almost null (0.46, 0.28 25 

and 0.15 for glycerol, fructose and mannitol, respectively; Figure 3A). The MpPG2 relative 26 

expression was high when the M. perniciosa was grown on mannose and mannitol (23.18 and 27 

7.62, respectively; Figure 4B). In presence of the other carbon sources, the MpPG2 relative 28 

expression was low (1.45, 1.34, 0.71 and 0.71 on galactose, sucrose, glycerol and fructose, 29 

respectively; Figure 3B). The MpPG3 relative expression was high when the fungus was 30 

grown on medium supplemented with galactose (12.84 of relative expression; Figure 3C). The 31 

medium supplemented with the other carbon sources didnôt induce the MpPG3 expression (1, 32 
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0.91, 0.54, 0.42, 0.14 of relative expression on sucrose, mannose, glycerol, fructose and 1 

mannitol, respectively; Figure 3C). 2 

 3 

PG activity from M. perniciosa cultivated on bran-based solid medium and on liquid 4 

medium 5 

The PG activity from M. perniciosa cultivated on bran-based solid medium was detected in all 6 

the fungal phase (Figure 4A). Significant differences between the four stages were observed; 7 

the highest activities were observed in the yellow and white phases (54.3 and 46.9 U of 8 

PG.µg
-1
 of proteins, respectively), then in the pink and dark pink phases (40.4 and 33.3 U of 9 

PG.µg
-1
 of proteins, respectively). The secreted PG activity from M. perniciosa cultivated on 10 

liquid medium was higher than the non secreted PG activity (Figure 4B). The highest secreted 11 

PG activities were observed when the fungus was grown on medium supplemented with 12 

galactose, glucose, fructose and mannose (90.18, 52.71, 50.16, 44.37 U of PG.µg
-1
 of 13 

proteins, respectively). The highest non secreted PG activities were observed on medium 14 

supplemented with mannose, galactose, glucose and glycerol (29.76, 29.25, 22.24 and 21.92 15 

U of PG.µg
-1

 of proteins, respectively; Figure 4B). 16 

 17 

MpPG physical protein-protein interaction network 18 

MpPG1, MpPG2 and MpPG3 orthologous from N. crassa were researched by BLAST; 19 

MpPG1 and MpPG2 presented orthologous in N. crassa (named NCU06961 and NCU02369, 20 

respectively) while MpPG3 didnôt present any orthologous in this species. The PPPI network 21 

obtained for MpPG1-NCU06961 showed 283 nodes and 24,280 connectors and contains 3 22 

clusters (Figure 5) while the PPPI network obtained for MpPG2-NCU02369 presented 682 23 

node proteins and 20,597 connectors and was organized in 6 clusters (Figure 6). Using GO 24 

analyses, the most representative biological processes observed in N. crassa network related 25 

to MpPG1-NCU06961 were ribosome synthesis, cellular respiration metabolism and protein 26 

synthesis (Figure 5).  The most representative biological processes observed in N. crassa 27 

network related to MpPG2-NCU02369 were RNAt and ribosome synthesis, cellular 28 

respiration, gluconeogenesis and energy production, protein metabolism, cetone and alcohol 29 

biosynthesis, and homeostasis and responses to abiotic stresses (Figure 6). NCU06961 and 30 

NCU02369 didnôt present any connections between them but their respective networks 31 

presented 73 proteins in common mainly presented in the NCU02369 network (data not 32 

shown). NCU02369 directly interacted with several bottleneck and hub-bottleneck proteins 33 
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like NCU07982 (acetolactate synthase), NCU09813 (ubiquitin-like protein) ï which is the 1 

most important protein of the network in terms of connectivity (363 connections) ï gnb-1 2 

(guanine nucleotide binding protein beta-1), and NCU10045 (pectinesterase) (Figure 6). 3 

NCU02369 also interacted directly with the proteins ste-20 (serine/threonine-protein kinase), 4 

NCU00340 (protoperithecium-1), hog-1 (mitogen-activated protein kinase sty1), nrc-1 5 

(nonrepressor of conidiation-1), mak-2 (mitogen-activated kinase-2), NCU05063 (cell wall 6 

glycosyl hydrolase YteR), and NCU09842.1 (mitogen-activated protein kinase MKC1). 7 

NCU10045 (pectinesterase) was connected mainly to other cell wall proteins like to 8 

NCU02343 (alpha-L-arabinofuranosidase 2), NCU02369 ( polygalacturonase), NCU05063 9 

(cell wall glycosyl hydrolase YteR), NCU09652 (beta-xylosidase), NCU09702 (endo-beta-10 

1,6-galactanase), NCU09976 (rhamnogalacturonan acetylesterase) and NCU06326.1 (pectate 11 

lyase 1) (Figure 6). The MpPG1-NCU06961 and MpPG2-NCU02369 PPPI network analysis 12 

allowed to design a general scheme of biological processes interaction in which the 13 

pectinesterase NCU10045 and the ubiquitin-like protein NCU09813 play a central role 14 

(Figure 7A). It is interesting to note that MpPG1-NCU06961 and MpPG2-NCU02369 15 

interacted, through NCU10045, with several other cell wall enzymes but also presented high 16 

interactions with proteins involved in direct or indirect production of energy, including 17 

gluconeogenesis.  18 

 19 

Discussion 20 

Polygalacturonases secreted by phytopatogenic fungus play an important role during 21 

plant invasion and colonization of the host tissues, and the enzymatic degradation products 22 

may act as signal for plant defense induction (Ridley et al. 2001). Here, we described the 23 

expression analysis of three M. perniciosa PG genes (MpPG1, MpPG2 and MpPG3) 24 

identified from six contigs of the fungus genome (Mondego et al. 2008). Only little 25 

information is available about pectinases of M. perniciosa and to our knowledge it is the first 26 

molecular report of PGs in this species. It may be inferred that the MpPG family is a small 27 

multigene family probably containing only these three genes. In other fungal species it has 28 

been related that pectinases are encoded by multigene families (GarcēӢa-Maceira et al. 2001; 29 

Williams et al. 2002), and in M. perniciosa three genes of PLs have been identified (Santos 30 

and collaborators, Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, Brazil, unpublished data). 31 

The mechanism of pectinolytic enzyme regulation is complex mainly because it 32 

generally depends of more than one factor, like the life cycle stage in hemibiotrophic fungus, 33 
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the mode of infection or colonization, the type of infected organ, the disease stage, the 1 

presence of some transcriptional activator, post-translational modifications (PTMs), pH, 2 

nitrogen and carbon sources, among others (Akimitsu et al. 2004; Cary et al. 1995). The 3 

expression analysis of MpPG genes as well as the PG activity detection were made on 4 

dikaryotic M. perniciosa mycelium grown on solid-bran based medium or on liquid medium 5 

supplemented with different carbon sources (fermentable or not) (Figure 2, 3 and 4). On solid-6 

bran based medium, the main expression of MpPG1 and MpPG2 was observed in the yellow 7 

mycelium phase (Figure 2B-C) while the expression of MpPG3 was low in all the phases 8 

when compared with the calibrator (white phase; Figure 2D). In the other hand, non secreted 9 

PG activity was observed in all fungal stages when cultivated on solid-bran based medium; 10 

PG activity was higher in the yellow and white phases than in the pink and dark pink ones 11 

(Figure 4A). In this system, the white, yellow and pink phases correspond to the initial 12 

colonization phases while the dark pink one corresponds to reorganization and fusion of the 13 

hyphae as pre-requisite for primordium and basidiocarp formation (Pires et al. 2009b). In 14 

these conditions, the MpPG expression and global PG activity may be related to hyphal 15 

growth during the step of bran-based solid medium colonization. In the case of M. perniciosa 16 

grown on liquid medium supplemented with fermentable or non fermentable carbon sources, 17 

the MpPG1, MpPG2 and MpPG3 expression was regulated mainly by fermentable carbon 18 

sources (galactose for MpPG1 and MpPG3; mannose for MpPG1 and MpPG2; Figure 3A and 19 

B). Moreover, the global PG activity was higher in presence of fermentable carbon sources 20 

(galactose, glucose, fructose for secreted PGs, and mannose, galactose and glucose for non 21 

secreted ones) corroborating the MpPG expression results (Figure 4B). Regulation of PG 22 

expression by carbon sources has been described in fungus model such as A. nidulans and A. 23 

niger (Bussink et al. 1991; Dean and Timberlake 1989; Fawole and Odunfa 2003; Flipphi et 24 

al. 2003; Kusters-van Someren et al. 1991; Panda et al. 2004). Generally the PG genes are 25 

induced by pectin and repressed by carbon sources readily metabolized such as glucose. 26 

However, in some cases, the carbon sources induced PG expression. Galactose added to 27 

culture medium promoted PG induction in N. crassa and in Aspergillus strains (Bueno et al. 28 

2005; Polizeli et al. 1991) while pectin and glucose induced the expression of pecA gene from 29 

A. parasiticus during its growth (Cary et al. 1995), and galacturonic acid and glucose 30 

promoted expression of several member of the endo-PG family in Botritis cinerea (Wubben et 31 

al. 1999). It is interesting to note that the expression of the three MpPG genes, when the 32 

fungus was cultivated on liquid medium supplemented with carbon sources, presented distinct 33 
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patterns, suggesting that each gene is independently regulated (Figure 3). This is reinforced by 1 

the facts that: i) MpPG1, MpPG2 and MpG3 presented only few sequence similarities 2 

(Supplementary material 1); and ii) MpPG1 and MpPG2 didnôt belong to the same PPPI 3 

networks and was not directly connected (Figures 5 and 6) even if several proteins (73) are 4 

common between both networks (data not shown). 5 

Whatever the M. perniciosa culture system used (solid-bran based medium vs liquid 6 

medium supplemented with carbon sources) and even if a general similar tendency between 7 

PG expression and activity was observed, we noted that the differences between extreme 8 

values were more important in the PG expression than in PG activity (e.g. PG expression 23 9 

times higher vs PG activity 2 times higher than the control; Figures 2, 3 and 4). This specific 10 

difference may be related to the regulation of the metabolic enzyme activity as transcriptional, 11 

translational and/or post-translational levels, probably by the reduction of the protein level. 12 

These mechanisms may involved i) alternative splicing (Gorguet et al. 2009); ii) PTMs such 13 

as glycosylation (one potential site detects in each MpPG sequences; Figure 1; Shimizu et al. 14 

2000), phosphorylation (15, 9 and 5 putative sites in MpPG1, MpPG2 and MpPG3, 15 

respectively; Figure 1) and acetylation (2, 1 and 3 putative sites for MpG1, MpPG2 and 16 

MpPG3, respectively); and/or iii) difference in protein turn over between the different fungal 17 

stages. These mechanisms may regulate one or several of the main principle levels of 18 

metabolic enzyme activity which are the amount of enzyme, the enzyme stability, the catalytic 19 

activity, and the accessibility of the substrate (Xiong and Guan 2012). Reversible PTMs 20 

correspond to a versatile way to regulate protein activity, and the crosstalk existing between 21 

different PTMs coordinates the responses to different physiological conditions (Hunter 2007; 22 

Xiong and Guan 2012). In particular, phosphorylation and acetylation are closely associated 23 

to ubiquitination; for example, phosphorylation-targeted protein degradation by the ubiquitin-24 

proteome system regulates the amount of proteins (Hunter 2007). In our study, the systems 25 

biology analysis revealed that the MpPG1-NCU06961 and MpPG2-NCU02369 are directly 26 

related to an ubiquitin-like protein (NCU09813) associated to protein metabolism, which had 27 

a central position in the network (Figure 7A). This protein was also directly or indirectly 28 

associated to proteins involved in cellular respiration and gluconeogenesis known to be highly 29 

acetylated (Zhao et al. 2010). In Salmonella enterica, the central metabolism enzymes were 30 

acetylated extensively and differentially in response to different carbon sources, 31 

concomitantly with changes in cell growth and metabolic flux (Wang et al. 2010). The authors 32 

also showed that the relative activities of key enzymes controlling the direction of glycolysis 33 
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vs gluconeogenesis and the branching between citrate cycle and glyoxylate bypass were all 1 

regulated by acetylation (Wang et al. 2010). 2 

The systems biology analysis also indicated a pectinesterase (NCU10045) as hub-3 

bottleneck, only intermediate between MpPG1-NCU06961 or MpPG2-NCU02369 and the 4 

other cell wall proteins encountered in the networks (Figure 7A). The degradation of plant cell 5 

wall pectins is a strategy developed by several phytopathogenic fungi to invade host tissues 6 

and to establish the infection process (D'Ovidio 2004; GarcēӢa-Maceira et al. 2001; Kikot et al. 7 

2009). During this process, several cell wall degrading enzymes ï most of them considered as 8 

strong candidate of virulence factors (Have et al. 1998; Herron et al. 2000) ï may act 9 

sequentially or concomitantly, as observed for PMEs and PGs. During pectin synthesis, 10 

homogalacturonans are methylesterifed at the C-6 carboxyl in the medial Golgi by pectin 11 

methyltransferases, and deposited in the cell wall in a highly (70ï80%) methylesterified form 12 

(Pelloux et al. 2007; Willats 2001). In muro, the PMEs catalyse the specific 13 

demethylesterification of homogalacturonans releasing methanol and protons (and creating 14 

negatively charged carboxyl groups). The demethylesterified homogalacturonans can either 15 

form Ca
2+

 bonds, which promote the formation of óegg-boxô gel forming structure, or become 16 

a target for pectin-degrading enzymes, such as PGs (Hoondal et al. 2002; Micheli 2001). In 17 

M. perniciosa, a PME was identified (Mondego et al. 2008) and recently characterized in 18 

relation to methanol releasing and its subsequent use as substrate by a metanol oxidase 19 

(MOX) during the necrophic fungal phase (de Oliveira et al. 2012). The authors suggested 20 

that Mp-mox may be related to pectin degradation and also to release of reactive oxygen 21 

species (hydrogen peroxide and hydroxyl radicals) which may penetrate in the plant cell 22 

causing extensive damages. In many fungi, the transition between biotrophic and necrotrophic 23 

phase is characterized by the gene expression, production and liberation of hydrolytic 24 

enzymes, probably in response to nutrient availability (Kahmann and Basse 2001; 25 

Wijesundera et al. 1989). Moreover, in M. perniciosa this transition of phase seems to 26 

involved also different electron transfer pathway for cell respiration; the necrotic phase 27 

mainly depends on the cytochrome-dependent respiratory chain pathway with an inducible 28 

alternative respiration while the biotrophic stage primarily relies on the activity of an 29 

alternative respiratory pathway (Thomazella et al. 2012). Taken together, these elements 30 

indicate that the increase of MOX and PME expression, associated with the decrease of pectin 31 

methylesterification (de Oliveira et al. 2012), at the beginning of the necrosis may be the first 32 

step for invasion of cell plant cell by the mycelium, allowing the subsequent action of other 33 
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enzymes such as MpPGs. These enzymes may be regulated by different factors, such as 1 

carbon sources, but also by PTMs, which may control their action on pectins with the aim to 2 

degrade the plant cell wall during the necrotrophic fungal phase. These regulations may also 3 

affect other metabolic pathway, such as cellular respiration and gluconeogenesis, which, in 4 

another way, are processes also involved in the biotrophic to necrotrophic transition phase 5 

(Figure 7B). In conclusion, here we described the first molecular and in silico analysis of M. 6 

perniciosa PGs. We showed that the theses enzymes are regulated by carbon sources and 7 

possibly by PTMs during the necrotrophic fungal phase, and that their role may be tightly 8 

associated to the one of other pectinases (mainly a pectinesterase) and to cellular metabolism 9 

related to energy production. 10 
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Table 1. Primers used in the RT-qPCR analysis.  

 

Gene Forward primer (F) Reverse primer (R) 
Tm ºC 

(primer) 

Size of the 

amplified 

product 

(pb) 

MpACTIN 5ô-CCATCTACACCACAATGGAGGA-3ô 5ô-CCCGACATAGGAGTCCTTCTG-3ô 
58.4 (F) 

57.3 (R) 
150 

MpPG1 5ô-CCACGGTCCGAAATGTTACTTT-3ô 5ô-CCGGTAGCAGGTCTGGATGT-3ô 
60.9 (F) 

60.8 (R) 
80 

MpPG2 5ô-CGAGCCGAACGATCAAAGTAA-3ô 5ô-TGCGTGCTGCAATCGAA-3ô 
61.0 (F) 

60.7 (R) 
69 

MpPG3 5ô-TGGAGACGATGCTGCACAA-3ô 5ô-CAGGGTCGTATCTTGAGGAATTG-3ô 
61.0 (F) 

60.6 (R) 
76 
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Figure Legends 

Figure 1. Nucleotide and amino acid sequences of M. perniciosa PGs. A. MpPG1 partial 

sequences. B. MpPG2 partial sequences. C. MpPG3 partial sequences. The asterisk represents 

the ORF termination codon. Putative phosphorylation sites are squared on the amino acid 

sequence. The conserved domain of glycosyl hydrolases family 28/polygalacturonase is 

underlined. Signal peptide is indicated in bold italic (only for MpPG3). Putative glycosylation 

and acetylation sites are shaded in black and grey, respectively. 

Figure 2. Relative expression of three different PG genes from M. perniciosa cultivated on 

bran-based solid medium. A. Development phases of M. perniciosa grown on bran-based 

solid medium. B. Relative expression of MpPG1. C. Relative expression of MpPG2. D. 

Relative expression of MpPG3. The results are the arithmetical mean of three technical 

replicates ± standard error. 

Figure 3. Relative expression of three different PG genes from M. perniciosa cultivated on 

liquid MM supplemented with seven different carbon sources. A. Relative expression of 

MpPG1. B. Relative expression of MpPG2. C. Relative expression of MpPG3. The results are 

the arithmetical mean of three technical replicates ± standard error. 

Figure 4. PG activity of M. perniciosa. A. Non-secreted PG activity from M. perniciosa 

cultivated on bran-based solid medium. B. Secreted and non-secreted PG activity from M. 

perniciosa cultivated on MM. The results are the arithmetical mean of three technical 

replicates ± standard error. Different letters indicate significant statistical difference between 

samples: lower case letters correspond to statistics by the t-test (PÒ0.01) between secreted and 

non secreted for each carbon source (part B), while upper case letters correspond to statistics 

by Duncan test (PÒ0.01) between fungal phases (part A).  

Figure 5. Physical protein-protein interaction of the MpPG1 orthologous from N. crassa 

(NCU06961). A. Main PPPI network containing 3 clusters and some independent proteins. 

Each cluster is represented by a geometric shape (cluster 1: ; cluster 2: Ǐ; cluster 3: æ) and 

the independent proteins are indicates by . B. Details of the cluster 1 which corresponds to 

organization and ribosome synthesis. C. Details of cluster 2 which corresponds to metabolism 

of small molecules mainly involved in cellular respiration. D. Details of cluster 3 which 

corresponds to protein synthesis. Color gradient corresponds to the node centrality gradient: 

light color correspond to low centrality (common node) while dark color correspond to hub-
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bottleneck nodes. The centrality scale from low to high is: common node, bottleneck, hub and 

hub-bottleneck. NCU06961 was indicated in yellow. 

Figure 6. Physical protein-protein interaction of the MpPG2 orthologous from N. crassa 

(NCU02369). A. Main PPPI network containing 6 clusters and some independent proteins. 

Each cluster is represented by a geometric shape (cluster 1: ö; cluster 2: Ǐ; cluster 3: ; 

cluster 4: ; cluster 5: ; cluster 6: æ) and the independent proteins are indicates by . B. 

Details of the cluster 1 which corresponds to RNAt and ribosome synthesis and processing. C. 

Details of the cluster 2 which corresponds to cellular respiration and ribosome organization. 

D. Details of the cluster 3 which corresponds to metabolism of glucose (gluconeogenesis) and 

glycolysis intermediate production and more generally to direct or indirect production of 

energy. E. Details of the cluster 4 which corresponds to amino acid biosynthesis. F. Details of 

the cluster 5 which corresponds to amino acid, alcohol and cetone metabolism. G. Details of 

the cluster 6 which corresponds to amino acids biosynthesis, homeostasis and responses to 

abiotic stresses. Color gradient corresponds to the node centrality gradient: light color 

correspond to low centrality (common node) while dark color correspond to hub-bottleneck 

nodes. The centrality scale from low to high is: common node, bottleneck, hub and hub-

bottleneck. NCU02369 was indicated in yellow. 

Figure 7. General scheme of biological processes involving M. perniciosa PGs. A. Scheme 

related to MpPG1 and MpPG2 orthologous from N. crassa from systems biology approach. B. 

Model of possible interactions between the different elements of this study and those of 

related literature (de Oliveira et al. 2012). 
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Figures 

1 ATGATTCGCTCGACATTGGATTGCACCGGGTGTTCAGGATGTGAAGTTCAGATTGAAGGC  60 

  M  I  R  S  T  L  D  C  T  G  C  S  G  C  E  V  Q  I  E  G  20 

61 ACCCTGAAACTATCGGATGACACGAATTTCTGGAATGGCGTCAGGGCAGCCATACTTCTG  120  

  T  L  K  L  S  D  D  T  N  F  W  N  G  V  R  A  A  I  L  L  40 

121  ACGAATCTGAACGGTGCAACCGTCCATTCCAAGACTGGCTCTGGCGTTGTTGACGGAAAT  180  

  T  N  L  N  G  A  T  V  H  S  K  T  G  S  G  V  V  D  G  N  60 

181  GGGGTACCCTTCTGGCAAAAGTTTGCTTCGGATAACACCTTCAAACGCCCTACGTTGATG  240  

  G  V  P  F  W  Q  K  F  A  S  D  N  T  F  K  R  P  T  L  M  80 

241  TATATTTCCGGCGGTTCTAACATTGTTGTGGAGAATCTCTCTTTCAAGAACGCGCCAAAT  300  

  Y  I  S  G  G  S  N  I  V  V  E  N  L  S  F  K  N  A  P  N  100  

301  GTCTTCCATTCTGTCACCGATGGTGCTACGAACGTAATTTATCGCGGACTCAAGCTGAAC  360  

  V  F  H  S  V  T  D  G  A  T  N  V  I  Y  R  G  L  K  L  N  120  

361  GCGACGCCGAAAGATGGGGCCGTCCCGAAAAATACAGATGGTTTCGATGTCGGAAAATCC  420  

  A  T  P  K  D  G  A  V  P  K  N  T  D  G  F  D  V  G  K  S  140  

421  ACCTATGTGACTATCAGCAACACCAACGTTGTCAATCAGGATGACTGTGTTGCTTTCAAA  480  

  T  Y  V  T  I  S  N  T  N  V  V  N  Q  D  D  C  V  A  F  K  160  

481  CCTGGTTGTAACTATGTCACTGTCACCGATATCACTTGCACCGGATCCCATGGGCTTTCC  540  

  P  G  C  N  Y  V  T  V  T  D  I  T  C  T  G  S  H  G  L  S  180  

541  GTCGGTAGCCTTGCAAAAGGCAGCAACGACGTTGTCACCAACGTCATTGTCAAGGGTGCT  600  

  V  G  S  L  A  K  G  S  N  D  V  V  T  N  V  I  V  K  G  A  200  

601  ACGATGATTGATTCCACGAAAGCCACTGGGATCAAACTCTACGACGGTGCTTCGGGCCAT  660  

  T  M  I  D  S  T  K  A  T  G  I  K  L  Y  D  G  A  S  G  H  220  

661  GGCGTAGCCACGGTCCGAAATGTTACTTTCCAAGATGTCACTCTACAGAATTGCGAGTAC  720  

  G  V  A  T  V  R  N  V  T  F  Q  D  V  T  L  Q  N  C  E  Y  240  

721  GCCGCGCACATCCAGACCTGCTACCGGTCATCAGGAACTTGTGTCCCCAGCAAGCACAAC  780  

  A  A  H  I  Q  T  C  Y  R  S  S  G  T  C  V  P  S  K  H  N  260  

781  GTTGACCAAGTTTACTGGAAGAATATTCGCGGAACGACGTAG  822  

  V  D  Q  V  Y  W  K  N  I  R  G  T  T  *  273  

 

1 ATGAATGGAGATATTACATTTGGTGTCGCAAACTGGGAAGGACCGTTATTCACCTTGAAG  60 

  M  N  G  D  I  T  F  G  V  A  N  W  E  G  P  L  F  T  L  K  20 

61 ATACCAAGACTTACTGCGATCACAGTCAATGGCAATGGCCGTAAATTTGACGGTAATGGT  120  

      I  P  R  L  T  A  I  T  V  N  G  N  G  R  K  F  D  G  N  G  40 

121  CCTGAATACTGGGATGGATTGGGAGGAAATGGCGGCGTCACTAAGCCCGCACCGATGATG  180  

      P  E  Y  W  D  G  L  G  G  N  G  G  V  T  K  P  A  P  M  M  60 

181  AAGTATGTCGTCGAGTCCTCAGAGTTGTCCCAAAACATTGACAGAATCAAGATCTCTGGG  240  

      K  Y  V  V  E  S  S  E  L  S  Q  N  I  D  R  I  K  I  S  G  80 

241  GTTTACCAAGACGTCGTTGTCGTCAATTCTCCAGCTCGAACTTACTCAGTGTCCAATCCT  300  

      V  Y  Q  D  V  V  V  V  N  S  P  A  R  T  Y  S  V  S  N  P  100  

301  GGACCACTTTTGATAACTTCTCTTACCATTGACAACTCTCTGGGTGACGAGCCGAACGAT  360  

      G  P  L  L  I  T  S  L  T  I  D  N  S  L  G  D  E  P  N  D  120  

361  CAAAGTAATGGAGAGCCAGCCGGCCATAACACCGATGGCTTCGATTGCAGCACGCACGAT  420  

      Q  S  N  G  E  P  A  G  H  N  T  D  G  F  D  C  S  T  H  D  140  

421  CTTGTCATCTCTAACAGCGTGATTCATAACCAGGATGACTGCTTGGCTATCAACAAAGGC  480  

      L  V  I  S  N  S  V  I  H  N  Q  D  D  C  L  A  I  N  K  G   160  

481  TCCAACATTACATTCTCCGGGAACACTTGCACCGGTGGGCACGGAATCTCAGTTGGCTCC  540  

      S  N  I  T  F  S  G  N  T  C  T  G  G  H  G  I  S  V  G  S   180  

541  ATCTCCTCCGACGCCGTCGTGACCGACATCCACATCACTAACAATATGATCATTGACAAG  600  

      I  S  S  D  A  V  V  T  D  I  H  I  T  N  N  M  I  I  D  K  200  

601  TTGGTCCAACTCGCAAAACCCTATGATCAAGCTCTACGAATCAAGACCAAGGCCGACGCC  660  

      L  V  Q  L  A  K  P  Y  D  Q  A  L  R  I  K  T  K  A  D  A  220 

661  ACGTCAGCTTCGGTCTCTGGTGTCACCTACTCTGGCAACACTGCAACTGGATGTAAAAGG  720  

      T  S  A  S  V  S  G  V  T  Y  S  G  N  T  A  T  G  C  K  R  240  

721  TTTGGTGTCATCATTGACCAGGTGAACCCGGAAGCGGAGTAA  762  

      F  G  V  I  I  D  Q  V  N  P  E  A  E  *  253  

 

1 ATGGCGCGACTCCAATCGTTACTTCTCCTTCTCTTCTCTGTGTACTATGCTTCGGCGGCA    60 

      M  A  R  L  Q  S  L  L  L  L  L  F  S  V  Y  Y  A  S  A   A 20 

61   GTCCCTCATCGGAAAAAGGATGGTAAAGGTAAATCCTGCACCTTGACGGCCGACTCCAGT  120  

      V  P  H  R  K  K  D  G  K  G  K  S  C  T  L  T  A   D  S  S   40 

121  GGAGACGATGCTGCACAATTCCGCGAGGCAGGCCACAGCTGTTCGGTCGTAACAATTCCT    180  

      G  D  D  A  A  Q  F  R  E  A  G  H  S  C  S  V  V  T  I  P    60 

181  CAAGATACGACCCTGAACATTGCTACAATGCTGGACATGACGGCAATGTCAGATGTGCAT    240  

      Q  D  T  T  L  N  I  A  T  M  L  D  M  T  A  M  S  D  V  H    80 

241  ATCAGCCTACAAGGGACCATTCGCTTCAAGCCAGACATTGATTATTGGCTTGTTAACGCC    300  

      I  S  L  Q  G  T  I  R  F  K  P  D  I  D  Y  W  L  V  N  A    100  

301  CGACAGTTCCATTTCCAGAATCAGTCAACGTTTTGGCTACTTGGAGGAAAGAATATTGTG    360  

      R  Q  F  H  F  Q  N  Q  S  T  F  W  L  L  G  G  K  N  I  V    120  

361  CTAGATGGCGGAGGAATCATTGACGGTGCTGGTCAAACGTGGTATGATCGATTTGCCTCC    420  

      L  D  G  G  G  I  I  D  G  A  G  Q  T  W  Y  D  R  F  A  S    140  

421  AATCGAACACTCCAACGTCCTATCTTGTTGACGGTATTCCAGGGTACAATGTCGGGTTAA    480  

      N  R  T  L  Q  R  P  I  L  L  T  V  F  Q  G  T  M  S  G  *    159  
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Figure 2. Carvalho et al.  
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Figure 3. Carvalho et al.  
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Figure 4. Carvalho et al. 
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Figure 5. Carvalho et al. 
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Figure 6. Carvalho et al.  
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Figure 7. Carvalho et al.  
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Supplementary material 1. Comparison of predicted amino acid sequence of MpPGs with 

PGs from other fungal species. A. Comparison of predicted amino acid sequence of MpPG1 

with those of Stereum hirsutum extracellular exo-polygalacturonase (EIM81520), Aspergillus 

nidulans probable polygalacturonase (XP_660993), Botryotinia fuckeliana probable 

polygalacturonase (XP_001549360) and Sclerotinia sclerotiorum probable polygalacturonase 

(XP_001594744). B. Comparison of predicted amino acid sequence of MpPG2 with those of 

Thanatephorus cucumeris endo-polygalacturonase (ACL80125), Rhizoctonia solani partial 

endo-polygalacturonase (AEB91317), Trametes versicolor endo-polygalacturonase  

(EIW53289) and Leucoagaricus gongylophorus polygalacturonase (ADV30326). C. 

Comparison of predicted amino acid sequence of MpPG3 with those of Stereum hirsutum 

probable polygalacturonase (EIM80548), Schizophyllum commune probable 

polygalacturonase (XP_003030687), Agaricus bisporus probable polygalacturonase 

(EKV47658) and Stereum hirsutum probable polygalacturonase (EIM85113). Gaps 

introduced to get the best alignment are indicated by dashes, (*) represents identical amino 

acids between all sequences, (.) and (:) represent conserved substitutions and semi-conserved 

substitutions, respectively. Identity percent between the MpPG and the other sequences is 

indicated at the right of each sequence end. 
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