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RESUMO 
 

WALTER, Juline Marta. M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2009. 
Ectomicorriza in vitro entre Hydnangium sp. e Eucalyptus grandis e análises 
de seqüências de genes de Hydnangium sp. Orientadora: Elza Fernandes de 
Araújo. Co-Orientadores: Marisa Vieira de Queiroz, Maria Catarina Megumi 
Kasuya e Maurício Dutra Costa. 

 

Hydnangium sp. é um fungo basidiomiceto capaz de formar ectomicorriza com 

espécies de Eucalyptus. Os sistemas de micorrização in vitro vêm sendo largamente 

utilizados para estudar interações micorrízicas, tornando-se um sistema simples e 

reproduzível para as análises de expressão de genes envolvidos na interação. Neste 

trabalho, a técnica de micorrização in vitro para a interação do fungo Hydnangium sp. 

com E. grandis foi realizada para as fases de colonização, diferenciação e 

funcionamento da ectomicorriza. A fase de colonização foi verificada após cinco dias de 

inoculação com Hydnangium sp., a fase de diferenciação após 10 dias e a fase de 

funcionamento após 20 dias de inoculação. A morfologia externa foi analisada por lupa 

e foram avaliados cortes microscópicos para a detecção do manto e da rede de Hartig. A 

extração de RNA total foi realizada para cada uma das fases, com o objetivo de analisar 

a expressão gênica. Entretanto, a quantidade de material proveniente de raízes de 130 

plântulas para cada fase, foi insuficiente para a detecção de transcritos por meio de RT-

PCR. A análise dos íntrons das seqüências parciais dos genes que codificam ATP 

sintase (atp) e acetil-CoA acetiltransferase (aat) de Hydnangium sp. permitiu a 

identificação de dois íntrons na seqüência parcial do gene atp (53 e 65 pb), enquanto 

que na seqüência parcial do gene aat foram identificados três íntrons (52, 52 e 46 pb). 

Todos os íntrons analisados possuem a seqüência padrão 5’ GT – 3’ AG no sítio de 

processamento, variando os nucleotídeos adjacentes. A análise filogenética, utilizando 

as seqüências parciais de aminoácidos deduzidas dos genes atp e aat, permitiu a 

separação correta dos grupos, corroborando a classificação do fungo Hydnangium sp. 

como pertencente à mesma família de Laccaria bicolor.  
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ABSTRACT 
 

WALTER, Juline Marta. M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 2009. 
Ectomycorrhiza in vitro between Hydnangium sp. and Eucalyptus grandis and 
sequences analysis of Hydnangium sp. Adviser: Elza Fernandes de Araújo. Co-
Advisers: Marisa Vieira de Queiroz, Maria Catarina Megumi Kasuya and Maurício 
Dutra Costa. 

 
Hydnangium sp. is a basidiomycetous fungus that is capable of forming 

ectomycorrhiza with Eucalyptus species. The in vitro mycorrhization system is widely 

used for mycorrhizal interactions studies, becoming a simple and reproducible system 

for the symbiosis-regulated genes expression analysis. In this work, the in vitro 

mycorrhization system for the Hydnangium sp. and Eucalyptus grandis interaction was 

performed for the colonization, differentiation and functioning phases for the 

ectomicorriza formation. The colonization phase were verified after five days of 

inoculation with the Hydnangium sp., the differentiation phase after ten days and the 

functioning phase after 20 days of inoculation. The extern morphology was analyzed by 

stereomicroscopy and the section microscopy was performed for the mantle and Hartig 

net detection. The total RNA extraction was performed for each phase, with the 

objective of to analyze genes expression. However, the material quantity from roots of 

130 seedlings for each phase was insufficient for the transcripts detection through RT-

PCR. The intron analysis of the partial sequences of the genes that encode ATP sintase 

(atp) and acetyl-CoA acetyltransferase (aat) of Hydnangium sp. enabled two introns 

identification in partial sequence of atp gene (53 and 65 bp), while in partial sequence 

of aat gene were identified three introns (52, 52 e 46 bp). All introns analyzed have the 

canonical sequence 5’ GT – 3’ AG on splicing sites, ranging the adjacent nucleotides. 

The phylogenetic analysis, using the partial sequences of amino acids of atp and aat 

genes, enabled the correct group separation, corroborating the Hydnangium sp. 

classification as belonging the same family of Laccaria bicolor. 
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INTRODUÇÃO 
 
  

A associação micorrízica é conseqüência de uma interação mutualista entre 

certos fungos do solo e raízes de plantas, formando uma estrutura diferenciada, 

responsável pelas trocas nutricionais e outros benefícios agregados. Nesta associação 

universal nos ecossistemas terrestres, o fungo recebe os fotossintetizados (carbono na 

forma de carboidratos) para sua sobrevivência e multiplicação; e a planta tem seu status 

nutricional melhorado, pois é suplementada com nutrientes minerais (fósforo, nitrogênio 

e outros) e água, apresentando melhor crescimento em solos pobres em nutrientes. Além 

disso, a planta micorrizada apresenta maior tolerância às condições ambientais adversas, 

como extremos de temperatura, acidez e umidade, a elementos tóxicos presentes no 

solo, além de terem as raízes protegidas contra ataques de patógenos. 

Dentre os vários grupos de micorrizas, as micorrizas arbusculares e as 

ectomicorrizas são as mais importantes sob os pontos de vistas ecológico e econômico. 

As ectomicorrizas apresentam uma importância ainda maior no que diz respeito à 

silvicultura intensiva, pois são predominantes nas essências florestais mais utilizadas 

para a produção de madeira, carvão e celulose, como o Eucalyptus spp. e o Pinus spp. 

Embora ocorram em apenas cerca de 3% dos vegetais superiores, as ectomicorrizas 

envolvem uma grande variedade de espécies fúngicas. No Brasil existem vários fungos 

que mantêm associação com diferentes espécies de Eucalyptus, como o fungo 

basidiomiceto Hydnangium sp., que foi relatado pela primeira vez em Minas Gerais, em 

associação específica com Eucalyptus grandis (Campos, 2004). 

Estudos da formação ectomicorrízica a campo e em laboratório têm auxiliado no 

entendimento do processo. A passagem por cada fase é altamente regulada, envolvendo 

interações moleculares que resultam em modificações morfológicas e fisiológicas em 

ambos os organismos. Identificar os fatores que regulam a atividade metabólica e o 

desenvolvimento simbiótico é de especial interesse para ampliar o entendimento da 
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importância das ectomicorrizas na fisiologia e no desenvolvimento da planta, assim 

como o seu significado ecológico. A fisiologia de associações ectomicorrízicas 

formadas com espécies de Eucalyptus é bem documentada na literatura, porém, muito 

pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares envolvidos nessas interações 

mutualistas. A montagem in vitro entre diferentes espécies capazes de estabelecer a 

associação ectomicorrízica é fundamental para as análises de expressão de genes nessas 

fases durante a formação da ectomicorriza. Recentemente, genes das fases de pré-

associação e de estabelecimento micorrízico têm sido caracterizados, gerando 

importantes dados para o entendimento da regulação de genes nesses fungos e 

contribuindo para a utilização desses em programas de melhoramento.  

O presente trabalho teve como objetivos montar um sistema in vitro da 

associação entre Hydnangium sp. e E. grandis para as fases de estabelecimento da 

ectomicorriza, analisar as seqüências parciais dos genes que codificam ATP sintase 

(atp) e acetil-CoA acetiltransferase (aat) quanto ao número e a posição de íntrons para 

contribuir no entendimento da organização de genes em fungos ectomicorrízicos e 

analisar filogeneticamente as seqüências de aminoácidos dos genes atp e aat com as 

seqüências correspondentes de outros organismos, a fim de auxiliar na classificação 

taxonômica do fungo ectomicorrízicos Hydnangium sp. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. Associações micorrízicas 

 

O termo ‘micorriza’ (do grego mykes = fungo e rhiza = raiz) foi proposto pela 

primeira vez pelo botânico alemão Albert Bernard Frank, em 1885, para designar a 

íntima associação entre fungos micorrízicos biotróficos do solo e raízes de plantas, onde 

tais associações não constituíam casos de parasitismo entre o fungo e a planta, mas que 

resultavam em benefícios para ambos os organismos envolvidos. Posteriormente, muitas 

associações micorrízicas foram identificadas na natureza e a importância dessa 

associação para a sobrevivência das plantas nos diversos ecossistemas foi confirmado 

ser crucial. 

As micorrizas são associações simbióticas entre alguns fungos filamentosos do 

solo e raízes de plantas, que atuam como uma unidade adaptada resultando em novas 

vias bioquímicas funcionais na estrutura micorrízica formada. Essas associações são 

abundantes e amplamente distribuídas, com função essencial na manutenção dos 

diversos ecossistemas (Smith & Read, 1997; Read & Perez-Moreno, 2003; Johnson & 

Gehring, 2007). Nos ecossistemas terrestres, essa simbiose é universal, onde se estima 

que aproximadamente 90 % das plantas terrestres formam associações com fungos 

micorrízicos (Smith & Read, 1997; Selosse & Tacon, 1998; Selosse et al., 2004; Martin 

et al., 2007). Brundrett (2002) relata que a proporção de espécies de angiospermas 

conhecidas que formam micorrizas fica em torno de 82 %.  Em uma perspectiva 

evolutiva, os fungos simbióticos micorrízicos surgiram como uma mudança de 

estratégia de vida a partir de um ancestral saprofítico, e provavelmente foram 
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fundamentais para a efetiva colonização das plantas no ambiente terrestre (Pirozynski, 

1981; Hibbett et al., 1997; Hibbett et al., 2000). 

As micorrizas constituem importante fator de desenvolvimento das plantas, 

como ficou demonstrado nas primeiras tentativas de implantação de espécies vegetais 

fora de seus habitats naturais, e na dificuldade do estabelecimento de povoamentos 

florestais em regiões de solos degradados, onde fungos compatíveis para estabelecer 

interação com as espécies introduzidas no local estavam ausentes (Vozzo & 

Hackskaylo, 1971). 

A formação de micorrizas pode ser justificada especialmente pela vantagem 

nutricional que a planta e o fungo obtêm. Contudo, apesar da questão nutricional ser um 

fator chave na simbiose, um fluxo bilateral de nutrientes não é exclusivamente 

requerido e alguns efeitos de proteção entre os simbiontes melhora a sobrevivência e 

reprodução, e é suficiente para o estabelecimento de uma relação simbiótica (Smith & 

Read, 1997; Martin et al., 2001; Martin et al., 2008). Dessa forma, a simbiose pode ser 

definida como um recíproco melhoramento de desenvolvimento, não necessariamente 

apenas de obtenção e troca de nutrientes. 

As micorrizas promovem benefícios para ambos os organismos envolvidos. A 

planta recebe água e nutrientes minerais absorvidos pelas hifas fúngicas que se 

estendem no solo. Essa distribuição difusa do micélio proporciona um aumento da 

superfície de contato das raízes com o solo, possibilitando uma maior absorção de 

nutrientes, principalmente de nitrogênio, fósforo e potássio. Este fenômeno é 

particularmente importante em relação ao fósforo, visto que a maior parte desse mineral 

encontra-se sob formas indisponíveis aos vegetais. Além disso, o fósforo é pouco móvel 

no solo, tornando-se um dos principais fatores limitantes ao crescimento das plantas 

(Raij et al., 1982; Smith & Read, 1997). Muitas vezes, a não disponibilidade desses 

minerais a planta se deve a ligação com outros minerais no solo. Os fungos associados 

possibilitam a absorção destes, pois são capazes de secretar ácidos orgânicos (ânions 

orgânicos de baixa massa molecular como oxalato) e enzimas (como fosfatases) que 

atuam solubilizando os minerais (Lapeyrie et al., 1991). Raízes de plantas e a microflora 

associada também produzem ácidos orgânicos e fosfatases, entretanto em menor 

quantidade que os fungos micorrízicos. Dessa forma, a capacidade de alguns fungos 

ectomicorrízicos produzirem grandes quantidades de ácido oxálico e fosfatases, garante 
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uma maior captura de fósforo inorgânico do solo. Significante atividade de fosfatase, 

que mineraliza a matéria orgânica por hidrólise, tem sido documentada em fungos 

micorrízicos crescendo em culturas puras e em ectomicorrizas. 

Estudos demonstram que a associação com fungos micorrízicos garante também 

maior resistência a patógenos radiculares (Cordier et al., 1998), maior resistência a 

condições extremas de temperatura, acidez, umidade e seca (Marx, 1972; Allen, 1991; 

Nilsen et al., 1998; Augé, 2001; Shi et al., 2002), além de maior tolerância a estresse 

por metais pesados presentes no solo (Kothari et al., 1991; Colpaert & van Assche, 

1993; Van Tichelen et al., 1999; Gonçalves et al., 2008). De acordo com Lanfranco et 

al. (2002), a proteção contra metais pesados, garantida pela interação de certas plantas 

com fungos ectomicorrízicos, sugere esses fungos como potenciais para a aplicação nos 

processos de biorremediação.  

Isso vem sendo demonstrado em vários trabalhos em que a associação com 

fungos ectomicorrízicos garante às plantas maior resistência e sobrevivência em áreas 

contaminadas com poluentes típicos do solo, como os metais Cd, Pb, Cu e Mn e outros 

compostos tóxicos (Lanfranco et al., 2002; Gonçalves et al., 2008). Uma variedade de 

fungos ectomicorrízicos tem demonstrado a capacidade de degradar cinco das principais 

classes dos chamados poluentes orgânicos persistentes, promovendo proteção de 

diversas maneiras. Essa maior tolerância pode ser devido ao fato de que o metal liga-se 

aos componentes da parede celular fúngica, como quitina, celulose, derivados de 

celulose e melaninas, levando a eliminação do metal (Jentschke & Godbold, 2000)., ou 

por estimulação da tolerância inerente da planta em resposta ao maior suprimento de 

nutrientes ou, ainda, por ativação de vias de defesa incluindo poliaminas e glutationa 

(Galli et al., 1994; Zarb & Walters, 1995; Schützendübel & Polle, 2002). Outros autores 

sugerem que os ácidos orgânicos exsudados pelas ectomicorrizas também agem como 

agentes quelantes de metais e destoxificadores, além de apresentarem função na 

aquisição de nutrientes (Jones, 1998; Ray & Adholeya; 2008). O aumento da tolerância 

a metais pesados foi verificado em solos contaminados por ação antrópica e também em 

solos naturalmente metalíferos (Colpaert & van Assche, 1993; Gonçalves et al., 2008; 

Ray & Adholeya; 2008). 

Os fungos associados às raízes, por sua vez, recebem compostos sintetizados 

pela planta, como aminoácidos, vitaminas e carboidratos do processo de fotossíntese da 
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planta, em um fluxo que beneficia o crescimento das hifas e de estruturas reprodutivas, 

possibilitando o fungo completar o seu ciclo de vida (Smith & Read, 1997; Selosse et 

al., 2004). Estima-se que o fungo ectomicorrízico associado receba entre 20 a 25 % dos 

produtos fotossintéticos da planta (Finlay & Söderström, 1992; Högberg & Högberg, 

2002; Hobbie, 2006). Outros autores sugerem que esse valor é acima de 30 % 

(Wiemken, 2007).  

Recentemente, trabalhos envolvendo o balanço nutricional na micorriza 

apresentaram novas descobertas e ratificaram as já existentes, demonstrando que no 

tecido ectomicorrízico há um forte fluxo de hexoses que é influenciado pelo fungo 

(Nehls et al., 2001a; Nehls et al., 2001b). No entanto, a planta precisa controlar esse 

fluxo de hexoses para o fungo a fim de evitar o parasitismo (Nehls et al., 2000; Nehls et 

al., 2001a; Nehls et al., 2001b; Nehls, 2008; López et al., 2008). Estudos anteriores, 

marcando os assimilados fotossintéticos com 14C, já haviam mostrado uma rápida 

translocação das hexoses das raízes para o fungo (Melin & Nilsson, 1952; Haklev & 

Lewis, 1969; Smith et al., 1969). Uma das causas desse direcionamento seria a 

preferência do fungo em assimilar carboidratos simples das raízes da planta (López et 

al., 2007).  

Sete tipos de associações micorrízicas são conhecidos; porém, algumas 

apresentam estágios de desenvolvimento muito similares (Brundrett, 2002; Smith et al., 

2003). Dentre os vários tipos de micorrizas, os mais comumente encontrados são as 

micorrizas arbusculares e as ectomicorrizas, as quais apresentam uma enorme 

importância ecológica e econômica. As demais são restritas a famílias específicas de 

plantas.  

As micorrizas arbusculares (AMs) são as mais comumente encontradas em 

florestas tropicais e as mais diversificadas (associando-se com raízes de 80 % das 

plantas vasculares). Esse tipo de associação não é muito específica, visto que são cerca 

de 200 espécies de fungos envolvidos na formação desse tipo de micorriza (Smith & 

Read, 1997; Amaranthus, 1998). Todos os fungos capazes de formar AMs são 

classificados como pertencentes à ordem Glomerales (Morton, 1988). As micorrizas 

arbusculares não promovem a modificação da aparência externa da raiz. Porém, as hifas 

do fungo penetram nas células corticais da raiz da planta e, intracelularmente, os 

terminais das hifas sofrem diferenciação em estruturas efêmeras, semelhantes a 
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haustórios, chamadas de arbúsculos e alguns podem apresentar estruturas (vesículas) 

que contêm lipídeos e proteínas (Smith & Read, 1997; Amaranthus, 1998).  

Os fungos capazes de estabelecer associações ectomicorrízicas (ECMs) 

pertencem principalmente ao Filo Basidiomycota, havendo também representantes do 

Filo Ascomycota e algumas poucas espécies do Filo Zigomycota (Smith & Read, 1997). 

As ectomicorrizas são mais freqüentemente encontradas nas florestas temperadas, mais 

homogêneas (Pyrozynsky, 1980). Os fungos ECMs colonizam as raízes modificando 

sua coloração e sua forma. São caracterizados por apresentarem um extensivo 

desenvolvimento de hifas, as quais se diferenciam em estruturas que possuem funções 

próprias no tecido ectomicorrízico.  

A rede de Hartig é formada pelo crescimento das hifas nos espaços intercelulares 

da epiderme e do córtex da raiz, e atua como uma interface entre a planta e o fungo, 

realizando a troca de carboidratos derivados da planta pelos nutrientes derivados do 

fungo. As hifas que crescem recobrindo as células da epiderme radicular e envolvendo 

todo o diâmetro das raízes formam uma camada chamada de manto. O manto pode 

variar amplamente em espessura, cor e textura dependendo de quais espécies formam a 

associação em questão. O manto aumenta a área de superfície de absorção da raiz, em 

uma proporção de 1000 vezes, em comparação com as raízes não micorrizadas e, 

freqüentemente, afeta a morfologia da raiz, resultando em bifurcação e agrupamento 

(Harley & Smith, 1983). Além disso, o manto é responsável por intermediar o 

armazenamento de nutrientes entre o micélio crescendo no solo  e as hifas da rede de 

Hartig.  

Contínuo com o manto estão as hifas que se estendem para o solo e que 

interligam as ectomicorrizas aos basidiocarpos (Smith & Read, 1997; Amaranthus, 

1998; López et al., 2007). Essas hifas do fungo ECM que se estendem além da rizosfera 

usual da raiz podem crescer vários metros, explorando assim, substancial distância de 

solo a partir das raízes, enquanto que as hifas do fungo AM podem se espalhar por 

apenas cerca de 250 mm. Além disso, as hifas podem ligar as raízes de mais de uma 

planta e formar uma extensiva rede, possibilitando a transferência de carbono e 

nutrientes de uma planta para a outra, ou entre as hifas de fungos colonizando diferentes 

plantas (Smith et al., 2003). Simard et al. (1997) usaram carbono marcado (C13 e C14) 



 

 8 

para demonstrar a transferência do carbono de 3 a 10 % entre plantas de Betula 

papyrifera, capazes de estabelecer ECM. 

Estimativas quanto ao número de espécies de fungos capazes de estabelecer 

associações ectomicorrízicas são bastante variáveis e ainda subestimadas, porém, 

recentes explorações em florestas tropicais e de eucaliptos revelaram novas espécies de 

fungos ectomicorrízicos. Molina et al. (1992) sugerem que há cerca de 5.500 espécies 

de fungos ectomicorrízicos. Contudo, outros pesquisadores acreditam que o tamanho da 

comunidade de fungos ectomicorrízicos seja em torno de 7.000 a 10.000 espécies 

(Taylor & Alexander, 2005). Entretanto, se formos considerar que apenas 5% da 

diversidade fúngica do planeta é conhecida, ou seja, cerca de 80.000 espécies descritas 

(Kirk et al., 2001), de um total estimado de 1,5 milhão de espécies (Hawksworth, 1997), 

pode-se supor que o número de espécies de fungos ectomicorrízicos seja ainda maior. 

Em comparação com a grande diversidade de plantas que formam micorriza 

arbuscular, o número de espécies vegetais que estabelecem associação ectomicorrízica é 

relativamente pequeno: cerca de 8.000 espécies, e aproximadamente 3 % das plantas 

fanerógamas (Meyer, 1973; Hibbett et al., 2000; Le Quéré et al., 2005). Embora as 

associações ectomicorrízicas ocorram em uma minoria de espécies vegetais (3 % dos 

vegetais superiores), elas envolvem uma grande variedade de espécies fúngicas e, além 

disso, são predominantes nas essências florestais mais utilizadas em silvicultura no 

mundo. No que tange à silvicultura intensiva mundial, espécies das famílias Pinaceae, 

Myrtaceae e Fagaceae lideram o número de área plantada. Dois exemplos de grande 

importância econômica nacional são Pinus spp. e Eucalyptus spp., que ocupam extensas 

áreas de reflorestamento e servem de matéria-prima para a indústria de celulose, carvão 

e madeira (Wilcox, 1990; Alexopoulos et al., 1996; Smith & Read, 1997; Costa et al., 

2003; Taylor & Alexander, 2005).  A associação ectomicorrízica estudada nesse 

trabalho compreende Eucalyptus grandis e Hydnangium sp., descritos nos tópicos 

seguintes. 
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2. O fungo ectomicorrízico Hydnangium sp. 

 

O fungo Hydnangium sp. é um basidiomiceto pertencente à família 

Hydnangiaceae, que apresenta especificidade a diversas espécies vegetais do gênero 

Eucalyptus, formando ectomicorrizas típicas (Beaton et al., 1984; Moore et al., 1989). 

Apresenta basidiocarpo avermelhado que pode ser hipógeo ou sub-epígeo. As hifas são 

septadas de coloração hialina e as ectomicorrizas formadas possuem coloração creme, 

porém as mais velhas apresentam coloração marrom no ápice, com ramificação simples 

ou raramente bifurcada nas laterais (Campos, 2004).  

Existem mais de 70 espécies e subespécies do gênero Hydnangium, localizadas 

em regiões da Nova Zelândia, Austrália, Portugal, Espanha e nos Estados Unidos 

(Malajczuk et al., 1982; Claridge et al., 1999; Zipcodezoo, 2009; Index Fungorum, 

2009). No Brasil, esse gênero foi primeiramente identificado no estado de Minas Gerais, 

formando associação ectomicorrízica com Eucalyptus grandis (Campos, 2004). 

Entretanto, na literatura consta o relato de associações de Hydnangium com diversas 

outras espécies de eucaliptos, tais como Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus 

marginata, Eucalyptus maculata (Malajczuk et al., 1982), Eucalyptus pilularis (Moore 

et al., 1989), Eucalyptus globulus e Eucalyptus diversicolor (Bougher et al., 1993). 

Dentre as principais espécies de eucaliptos plantadas para fins comerciais, 

principalmente para celulose e madeira, E. globulus, E. camaudulensis e E. grandis são 

capazes de estabelecer associações ectomicorrízicas com Hydnangium (Eldridge et al., 

1993). 

O gênero Hydnangium forma um clado monofilético com o gênero Laccaria, 

representantes da família Hydnangiaceae (Mueller & Ammirati, 1993; Mueller & 

Hosaka, 2006). Essa grande proximidade filogenética é de especial interesse, visto que o 

genoma de Laccaria bicolor foi recentemente seqüenciado (Martin et al., 2008), 

representando um modelo entre os fungos ectomicorrízicos. O banco de dados do 

genoma de L. bicolor será um suporte conveniente para os estudos de genômica 

funcional para a compreensão da interação simbiótica com plantas. Entre os fungos 

ectomicorrízicos beneficiados está Hydnangium sp. Além disso, outra vantagem de se 

trabalhar com Hydnangium sp. é seu rápido crescimento in vitro, diferentemente de 

Laccaria spp., que apresentam crescimento vegetativo lento in vitro. 
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3. O gênero Eucalyptus 

  

Assim como algumas outras espécies vegetais, as do gênero Eucalyptus 

conseguem estabelecer os dois tipos principais de micorrizas, a ectomicorriza e a 

arbuscular. Pertencentes à família Myrtaceae, Eucalyptus engloba mais de 800 espécies 

arbóreas, incluindo variedades e híbridos naturais da Austrália e ilhas próximas 

(Coppen, 2002). Contudo, encontram-se amplamente distribuídas pelo mundo, devido a 

sua própria rusticidade, além de serem consideradas elementos florestais chave para a 

produção de madeira, bem como para a produção de polpa e papel no mundo inteiro e, 

em menor escala, na extração de óleos essenciais (Doughty, 2000; Brooker, 2000; Potts, 

2004). 

No Brasil, o eucalipto foi introduzido no início do século XX para suprir a 

demanda de madeira do país (Lima, 1993; Lupatini et al., 2008). Atualmente, o Brasil é 

o quinto maior produtor mundial de pasta de celulose e papel, com um total de área 

mundial plantada com eucalipto atingindo aproximadamente 40 %, o que corresponde a 

cerca de 6 milhões de hectares plantados (Neilson, 2000; FAO, 2004). Além disso, é a 

planta mais extensivamente empregada em programas nacionais de reflorestamento 

homotípico (Lupatini et al., 2008).  

Inúmeras características fazem do eucalipto a planta ideal para a produção em 

larga escala de madeira e papel, como o rápido crescimento em associação com fungos 

ectomicorrízicos do solo, alta produção de celulose e considerável variação genética 

garantindo uma ampla adaptabilidade a variados climas e solos (Eldridge et al., 1993; 

Doughty, 2000). Além disso, altas temperaturas aliada a abundância de água, melhoram 

o estabelecimento e o crescimento dessas plantas, gerando curtos ciclos de rotações da 

cultura (Lima, 1993), e assim, favorecendo seu uso nas regiões tropicais.  

Dentre as centenas de espécies e híbridos existentes, as principais espécies 

plantadas para fins comerciais são E. grandis, E. urophylla, E. globulus, E. 

camaudulensis, E. saligna e E. terenticornis (Eldridge et al.,1993). Eucalyptus grandis é 

uma das espécies de maior importância comercial, utilizada como base em vários 

programas de melhoramento genético em muitos países, principalmente por suas 

características de rápido crescimento e alta densidade da madeira (Neilson, 2000; FAO, 

2004). 
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Entretanto, apesar de ser uma das mais produtivas atividades do país, o Brasil 

encontra fatores limitantes no que diz respeito à fertilidade do solo. A maioria dos solos 

utilizados para plantios florestais é de baixa fertilidade (Raij, 1991), o que torna ainda 

maior a importância dos fungos ectomicorrízicos e seus estudos à campo e em 

laboratório, abordando a ecologia e seus mecanismos fisiológicos e moleculares. 

 

 

4. Mecanismos moleculares da formação ectomicorrízica 

 

Numerosos trabalhos têm utilizado os métodos de micorrização in vitro para 

identificar genes expressos no fungo e na planta durante o desenvolvimento da 

ectomicorriza, por meio da análise de biblioteca subtrativa de cDNA e por 

microarranjos (Podila et al., 2002; Peter et al., 2003; Menotta et al., 2004; Krüger et al., 

2004; Zaretsky et al., 2006; Heller et al., 2008). Por conseguinte, esses modelos vêm 

permitindo a elucidação molecular e fisiológica do funcionamento de mecanismos 

envolvidos na micorrização, como por exemplo, a troca de nutrientes (Nehls et al., 

1998; Nehls et al., 2000; Deveau et al., 2008). 

O desenvolvimento de uma ectomicorriza funcional requer uma série complexa 

de interações entre o fungo e a planta, interações estas que começam antes mesmo da 

formação de uma interface simbiótica (Martin et al., 1995; Menotta et al., 2004; 

Frettinger et al., 2007). As mudanças morfológicas e fisiológicas que ocorrem são 

conseqüência de um processo altamente regulado envolvendo reorganização molecular 

e alteração da expressão de genes em resposta a sinais ambientais e de desenvolvimento 

(Martin et al., 2001; Duplessis et al., 2005; Le Quéré et al., 2005; Frettinger et al., 2007; 

Martin, 2008). 

Para o desenvolvimento e manutenção da micorriza funcional, mudanças na 

expressão dos genes que controlam a sinalização de diversas vias metabólicas devem 

ocorrer em cada etapa do desenvolvimento (Zaretsky et al., 2006). Didaticamente, 

foram estabelecidas quatro diferentes etapas: pré-simbiótica (pré-interação), iniciação 

(colonização), diferenciação e funcionamento (Martin & Botton, 1993; Martin et al.; 

1997; Martin & Tagu, 1999). 
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Diferentes sistemas modelo de simbiose têm sido utilizados para estudar as 

modificações durante as fases de formação de ectomicorriza. Entre eles encontram-se 

Tricholoma terreum e Pinus sylvestris (Mankel et al., 2000), Pisolithus tinctorius e 

Eucalyptus globulus (Voiblet et al., 2001), Tuber borchii e Tilia platyphyllus (Polidori 

et al., 2002), Laccaria bicolor e Pinus sp. (Podila et al., 2002), Paxillus involutus e 

Betula pendula (Johansson et al., 2004), Piloderma croceum e Quercus robur 

(Frettinger et al.; 2007), Pisolithus tinctorius e Castanea sp. (Acioli-Santos et al.; 2008) 

entre outros. 

Antes do contato físico, sinais moleculares trocados na rizosfera entre os 

simbiontes em potencial, direcionam-os para o estágio inicial pré-simbiótico, mediados 

por uma variedade de eventos moleculares que levam à determinação da 

compatibilidade para a simbiose, por meio da ativação e repressão de vários genes no 

fungo e na planta (Kim et al., 1998; Martin et al., 2001; Podila et al., 2002; Duplessis et 

al., 2005; Krüger et al., 2004; Menotta et al., 2004; Zaretsky et al., 2006). Alguns 

exemplos de genes do fungo expressos em diferentes sistemas na fase pré-simbiótica 

são: genes codificando para citocromo P450, envolvido no metabolismo mitocondrial e 

um fator de transporte nuclear, envolvido na sinalização celular, foram expressos no 

sistema entre Tuber borchii e Tilia americana (Menotta et al., 2004); proteínas heat 

shock como as chaperonas, relacionadas à resposta a estresses, tiveram sua expressão 

diminuída no micélio do sistema entre Pisolithus tinctorius e Castanea sativa (Acioli-

Santos et al., 2008) e entre P. microcarpus e E. globulus (Duplessis et al., 2005); genes 

envolvidos na beta oxidação peroxissomal de lipídeos e gliconeogênese, como acetil-

CoA oxidase, acetil-CoA acetiltransferase (β-ceto tiolase) e malato sintase foram 

expressos no sistema entre Laccaria bicolor e Pinus resinosa (Podila et al., 2002), 

assim como genes codificando proteínas do canal de cálcio dependente de voltagem, 

proteínas do canal de potássio e ATPase, com função na regulação de fluxo de íons para 

sinalização (Podila et al., 2002); as quitinases também têm participação no estágio pré-

simbiótico entre Piloderma croceum e Quercus robur, as quais são componentes 

estruturais primários da parede celular fúngica e podem atuar nas interações entre 

plantas e fungos (Frettinger et al., 2006). 

Além desses, o gene que codifica malato sintase é expresso no fungo Laccaria 

bicolor em sistema com Pinus resinosa, o qual atua na via do glioxilato e funciona 
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como um desvio na via do ácido tricarboxílico, permitindo o crescimento das hifas em 

substrato de dois carbonos, absorvidos do meio ou gerados pelos processos catabólicos 

na célula, a partir de substratos estocados, como lipídeos (Balasubramanian et al., 

2002). Genes codificando proteínas ligadas à parede celular fúngica, as hidrofobinas, 

foram relatadas em diversos trabalhos, porém, com dados contraditórios quanto ao 

aumento ou diminuição da expressão nessa fase pré-simbiótica. Os fungos Pisolithus 

tinctorius, associado com Castanea sativa (Acioli-Santos et al., 2008) e P. involutus, 

associado com Betula pendula (Le Quéré et al., 2005) apresentaram uma forte 

diminuição da expressão de genes que codificam hidrofobinas. Entretanto, na 

associação entre  P. microcarpus e E. globulus, genes para hidrofobina tiveram sua 

expressão aumentada (Duplessis et al., 2005). Na planta são expressos genes 

codificando para metalotioneína e formato desidrogenase, envolvidas na resposta a 

estresses; inibidores de apoptose e proteínas de interação envolvidas no 

reconhecimento; expansina e fosfoglicerato mutase que agem no metabolismo e 

crescimento; e proteína receptora de ferormônio  e quinases, envolvidas na percepção e 

transmissão de sinais (Krüger et al., 2004). 

Para a determinação da compatibilidade, fatores de sinalização agem como 

elicitores, que são sintetizados por ambos os organismos. As células radiculares 

produzem elicitores que regulam a expressão de genes do fungo, ativando genes que 

codificam para proteínas envolvidas no estabelecimento da simbiose, como a formação 

da rede de Hartig e do manto fúngico e, reprimindo genes que codificam proteínas 

elicitoras de reações de defesa da planta (Buee et al., 2000; Salzer et al., 2000; Martin et 

al., 2001; Voiblet et al., 2001; Duplessis et al., 2005). Portanto, os diversos eventos 

moleculares que ocorrem durante a fase pré-simbiótica, assumem um papel crítico para 

o correto direcionamento e sucesso no estabelecimento da associação ectomicorrízica 

funcional (Martin & Tagu, 1999; Martin et al., 2001; Martin & Tagu, 2001; Sundaram 

et al., 2001; Bucher, 2007). 

Após o reconhecimento mútuo, as raízes e o micélio iniciam o crescimento um 

em direção ao outro e estabelecem o contato físico e a adesão. À medida que a hifa vai 

gradualmente crescendo, mudanças na morfogênese fúngica e radicular ocorrem, 

formando o manto fúngico na extensão da raiz, que perde os pêlos radiculares e ocorre a 

diferenciação das hifas entre as células da epiderme e do córtex da raiz. E, finalmente, 
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há o estabelecimento da micorriza funcional (Martin et al., 1997; Martin et al., 2001; 

Sundaram et al., 2001; Le Quéré et al., 2005).  

Entre os trabalhos que relatam genes expressos no tecido ectomicorrízico, estão 

as proteínas envolvidas na biossíntese de trealose e os transportadores de hexoses, 

importantes para permitir a entrada de hexoses nas hifas e gerar ATP, sintetizar 

aminoácidos e compostos de estocagem de carboidratos no sistema entre L. bicolor e 

Populus tremula (Nehls et al., 2001; López et al., 2008; Nehls, 2008); as hidrofobinas, 

expressas na simbiose entre Tricholoma terreum e Pinus sylvestris (Mankel et al., 2002) 

e entre P. microcarpus e E. globulus (Peter et al., 2003); citocromo C oxidase, 

transportador ABC e proteína ras-2 foram expressas na ectomicorriza formada entre 

Terfezia boudieri e Cistus incanus (Zaretsky et al., 2006); proteína relacionada à 

metalotioneína (Peter et al., 2003); gene codificando nucleosídeo difosfato quinase na 

simbiose entre T. borchii e Tilia platyphyllos, com função na geração de nucleosídeos 

trifosfatados, como GTP, importante para sínteses celulares e mecanismos de 

sinalização; além de sorbitol desidrogenase, uma enzima que converte sorbitol em 

glicose; e enolase, enzima que catalisa um passo na glicólise (Polidori et al., 2002). 

Os genes mencionados são alguns exemplos das modificações na expressão para 

o estabelecimento das ectomicorrizas. Contudo, até agora, nenhum gene específico da 

micorriza foi encontrado, sugerindo que os programas metabólicos que levam à 

formação de uma simbiose funcional são dirigidos por mudanças na organização da rede 

de genes e na expressão de genes da planta e do fungo associado, isto é, que a interação 

de organismos simbióticos não ativa um programa genético específico, mas modifica o 

padrão de expressão gênica normal, que é observado em organismos não associados 

(Voiblet et al., 2001; Duplessis et al., 2005). A implicação coevolucionária é que a 

simbiose ectomicorriza não é somente uma justaposição das potencialidades genéticas 

dos simbiontes, mas modifica o padrão metabólico nas células das plantas e das hifas do 

fungo, sendo a mesma baseada, principalmente, na capacidade aumentada de captura do 

sistema radicular e nas trocas efetivas entre os simbiontes (Hibbett et al., 2000; 

Duplessis et al., 2005). 

As estratégias moleculares convencionais e os experimentos de análises de genes 

em larga escala têm identificado vários genes expressos nas etapas de simbiose, as quais 

incluem análises comparativas in silico, utilizando as informações disponíveis em 
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bancos de dados de genomas seqüenciados ou de etiquetas de seqüências expressas e 

análises de expressão diferencial. A avaliação da regulação da expressão de genes é um 

importante mecanismo para controlar o desenvolvimento de ectomicorrizas (Duplessis 

et al., 2005). A técnica de PCR em tempo real tem sido usada para estudar muitos 

sistemas microbianos (Mackay, 2000; Mackay, 2004), mas somente recentemente tem 

sido usada para estudar fungos ectomicorrízicos (Landeweert et al., 2003; Schubert et 

al., 2003; Raidl et al., 2005; Parladé et al., 2007). O método de quantificação relativa 

aplicado a PCR em tempo real, permite estudar a expressão de genes alvos, em relação à 

expressão de um gene endógeno constitutivo. 

Coelho (2008) construiu uma biblioteca subtrativa de cDNA para avaliar a 

expressão de genes do fungo ectomicorrízico Hydnangium sp. na fase pré-simbiótica 

com E. grandis. O autor identificou genes que codificam proteínas putativas 

relacionadas com o metabolismo de carboidrato (acetil-CoA acetiltransferase), de 

aminoácidos (metilmalonato semialdeído desidrogenase) e energético (ATP sintase, 

piruvato desidrogenase), transcrição e síntese de proteínas (RNA polimerase II, 

subunidade 40S, aspartil-tRNA sintetase), comunicação celular e transdução de sinal 

(canal seletivo de íon dependente de voltagem), resposta a estresse (proteínas citocromo 

P450, glutationa S-transferase e peroxirredoxina), transposons e proteínas relacionadas 

à biogênese de componentes celulares (hidrofobina e manoproteínas). Observou 

também a expressão por meio de RT-PCR quantitativo dos genes que codificam 

piruvato desidrogenase, ATP sintase, proteína do canal seletivo de íon dependente de 

voltagem, acetil-CoA acetiltransferase e hidrofobina. O aumento na expressão desses 

genes na fase de pré-interação confirmou a ativação de genes relacionados à β-oxidação 

e do metabolismo mitocondrial nessa fase da associação.  

Espécies de fungos ectomicorrízicos filogeneticamente mais próximas a 

Hydnangium sp. foram avaliadas quanto a expressão diferencial de genes do fungo 

durante a formação de ectomicorriza. Na fase pré-simbiótica entre L. bicolor e P. 

resinosa, foram identificados genes envolvidos no metabolismo (β-oxidação de lipídeos 

e gliconeogênese, como acetil-CoA oxidase, acetil-CoA acetiltransferase, malato 

sintase, PEP carboxiquinase, gliceraldeído-3- fosfato desidrogenase e glutationa 

peroxidase), na transdução de sinais (proteínas PF6.2, ras, quinases e receptores de 

quinases) e na síntese, regulação e transporte de proteínas (Podila et al., 2002).  
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Na associação entre Pisolithus microcarpus e E. globulus houve a expressão de 

genes que codificam proteínas de parede celular (hidrofobinas e manoproteínas) em 

quatro dias de inoculação; genes que codificam enzimas envolvidas na via glicolítica e 

no ciclo do ácido tricarboxílico (hexoquinase, NAD malato desidrogenase, aspartato 

aminotransferase, piruvato quinase, ATPase) em sete dias de inoculação; genes 

envolvidos na síntese e processamento de proteínas (proteínas ribossomais, fatores de 

elongação da tradução, proteassomo), atividade mitocondrial (isocitrato desidrogenase, 

α-cetoglutarato desidrogenase, malato desidrogenase, ubiquinona oxidoredutases, 

subunidades da ATP sintase), componentes da via de sinalização (ras, proteína quinase) 

e metabolismo de aminoácidos (NAD e NADP glutamato desidrogenase, transportador 

de metionina, histidina quinase) em 12 dias após a inoculação; e genes que codificam 

proteínas relacionadas ao transporte de amônia e proteína ribossomal 40S em 21 dias 

após a inoculação (Duplessis et al., 2005). 

Para Hebeloma cylindrosporum vários trabalhos tem caracterizado genes que 

codificam proteínas de membrana, com função no transporte de nutrientes, como 

fósforo, potássio e nitrogênio (Javelle et al., 2001; Wipf et al., 2002; Lambilliotte et al., 

2004; Mameisse et al., 2004) e identificado genes que codificam hidrofobinas, visto que 

esses genes são altamente expressos em Hebeloma (Lambilliotte et al., 2004). 

Nesses sistemas, o nível de expressão dos transcritos possui variações 

quantitativas significantes para funções relacionadas nos diferentes fungos 

ectomicorrízicos e essa variação pode dificultar a análise de expressão de genes. Além 

disso, sabe-se que genes importantes na regulação da expressão e na transdução de sinal 

são freqüentemente expressos em baixos níveis e podem ser sub-representados em 

bibliotecas de EST (Martin et al., 2001).  

 

 

5. Análises das seqüências e caracterização de organização gênica em fungos 

 

 Estratégias experimentais aliadas aos recursos computacionais têm oferecido 

métodos para a identificação de características padrões e suas divergências entre os mais 

diversos organismos. Isto só está sendo possível devido ao número exponencial de 

projetos genoma que, para os organismos do reino Fungi, já se encontram seqüenciados 
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e depositados 12 fungos do filo Basidiomycota e 81 fungos do filo Ascomycota 

(subfilos Pezizomycotina, Saccharomycotina e Schizosaccharomycotina), incluindo 

diferentes isolados da mesma espécie, além de inúmeros genomas com seu 

seqüenciamento não finalizado (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Essas seqüências 

encontram-se disponíveis no banco de dados do NCBI (The National Center for 

Biotechnology Information). Os principais institutos responsáveis por esses 

seqüenciamentos são o Broad Institute (Cambridge, Inglaterra), DOE Joint Genome 

Institute (Califórnia, EUA) e Genoscope (Centre national de séquençage) (Evry, 

França). Informações desses projetos estão trazendo e ainda irão proporcionar avanços 

nas áreas médica, biotecnológica e na agricultura. Entretanto, a maioria dos genes 

codificadores de proteínas desses genomas não estão sendo caracterizados 

experimentalmente, tornando essencial a utilização de métodos automatizados de 

predição de genes (Rep et al., 2006). 

 Para uma definição mais acurada da estrutura gênica, como a identificação de 

alvos potenciais de regulação do processamento de íntrons, um mecanismo comum de 

controle gênico em eucariotos, a anotação genômica de íntrons é necessária (Mitrovich 

et al., 2007). As regiões excisadas para a formação do mRNA maduro foram 

denominadas por Gilbert (1978) de íntrons. Os íntrons são regiões intragênicas 

alternadas com regiões expressas, os éxons. Segundo Yu e colaboradores (2002), o 

polimorfismo inserção-deleção na região intrônica revela a tentativa de manter o 

tamanho do íntron.  

Apesar dos éxons serem relativamente longos em fungos, o estudo sobre íntrons 

demonstrou que eles possuem tamanhos pequenos, diferente dos mamíferos e plantas 

(Kupfer et al., 2004). Mesmo apresentando tamanhos pequenos, a maioria dos genes 

que codificam proteínas em fungos filamentosos, cerca de 68 % contêm íntrons, e 

muitos deles contêm múltiplos íntrons em uma mesma região estrutural do gene (Gurr et 

al., 1987). Contudo, muitos genes também já foram descritos não possuindo íntrons, 

sendo uma evidência evolucionária que esses genes foram transferidos diretamente a 

partir de procariotos (Ramon et al., 1987).  

O número de íntrons varia grandemente em eucariotos e no reino Fungi essa 

variação se mantém alta. Nas leveduras Schizosaccharomyces pombe e Saccharomyces 

cerevisiae foi avaliada uma densidade de 0,9 e 0,05 íntrons por gene, respectivamente 
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(Wood et al., 2002; Hirschman et al., 2006). Entretanto, de dois a três íntrons por gene 

foram identificados nos genomas de Neurospora crassa e de Aspergillus nidulans 

(Galagan et al.,2003; Galagan et al., 2005). Interessantemente, basidiomicetos e 

zigomicetos apresentam uma das mais elevadas densidades de íntrons entre os 

eucariotos, de quatro a seis íntrons por gene (Martinez et al., 2004; Loftus et al., 2005). 

O genoma do fungo basidiomiceto L. bicolor, recentemente seqüenciado, é 

monofilético ao fungo Hydnangium sp., contém um tamanho médio de 93 pb por íntron, 

porém, apresenta 10 % dos íntrons com um comprimento superior a 150 pb (Martin et 

al., 2008). Comparando a média do comprimento de íntrons em outros fungos 

basidiomicetos seqüenciados, temos 117 pb em Phanerochaete chrysosporium 

(Martinez et al., 2004), 75 pb para Coprinopsis cinerea (Fitzpatrick et al., 2006), 66 pb 

para Cryptococcus neoformans (Heitman et al., 1999) e 127 pb para Ustilago maydis 

(Kämper et al., 2006). 

Para obter uma média do comprimento de íntrons entre fungos filamentosos, 

Kinghorn & Turner (1992), comparando íntrons de diferentes espécies, chegaram em 

um comprimento médio de 69 pb. O tamanho dos íntrons que eles analisaram variava de 

36 pb a 256 pb. Eles verificaram também que a posição dos íntrons dentro do gene 

correspondente é geralmente conservada em diferentes espécies, embora o comprimento 

possa variar.  

A expressão gênica em fungos, assim como em eucariotos superiores, depende 

de uma via de processamento dos íntrons coordenada pelo complexo de proteínas e 

RNA. Em sistemas metazoários, o complexo de proteínas e RNA é composto por cinco 

pequenos RNAs nucleares e mais de 60 proteínas que funcionam como fatores de 

processamento de íntrons (Kupfer et al., 2004). O complexo de proteínas e RNA 

interage com conservados cis elementos, identificando corretamente os sítios de excisão 

5’ e 3’ (Maniatis & Tasic, 2002). Esse complexo facilita a correta excisão das 

seqüências dos íntrons e a ligação das seqüências de éxons. Esses eventos são 

necessários para a obtenção de mRNA maduro, contendo a seqüência aberta de leitura 

(ORF) que pode ser traduzida em uma proteína funcional (Maniatis & Tasic, 2002; 

Kupfer et al., 2004).  

Íntrons geralmente começam com GT e terminam com o motivo dinucleotídeo 

AG, os quais se referem aos sítios de processamento doador (5’) e receptor (3’), 



 

 19 

respectivamente. Entretanto, íntrons com sítios de excisão não canônicos têm sido 

identificados e eles têm o potencial de dificultar acuradas predições de genes. 

Estabelecer se o organismo ou um grupo de organismos tem as isoformas alternativas 

em íntrons é importante para estimar a freqüência desses sítios de processamento não 

canônicos e assim, melhorar os programas de análises de seqüências genômicas. 

Baseado em comparações de seqüências de cDNA e DNA genômico de 

mamíferos, mais de 90 % dos íntrons não canônicos têm sítios de processamento GC-

AG (Burset et al., 2000). Além disso, também foram relatados alguns íntrons não 

canônicos em leveduras e fungos filamentosos, os quais igualmente são sítios de 

processamento GC-AG. Esses sítios 5’ GC são consistentes com observações 

experimentais que, de seis possíveis pontos de mutações dentro do dinucleotídeo 

canônico GT, mutação de T para C na posição 2 apresenta o menor efeito no processo 

de excisão in vitro (Aebi et al., 1986; Mount, 2000). Portanto, isso indica que identificar 

estes sítios não canônicos GC-AG é de grande importância para a predição acurada de 

genes (Burset et al., 2000; Davis et al., 2000).  

Entre os eucariotos, as características de íntrons e de éxons variam e essas 

diferenças influenciam os mecanismos de reconhecimento, processamento dos íntrons e 

junção dos éxons adjacentes. Dessa forma, o conteúdo 5’ e 3’ dos íntrons, sítios de 

ramificação, conteúdo da região dos éxons adjacentes aos íntrons e a localização de 

traços de polipirimidina tem o potencial de influenciar o mecanismo de processamento 

dos íntrons (Kupfer et al., 2004). A identificação desses elementos pode ajudar no 

entendimento dos mecanismos de regulação de genes. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados nos Laboratórios de Genética Molecular de 

Microrganismos e de Associações Micorrízicas, localizados no BIOAGRO, do 

Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Viçosa, MG.  

 

 

1. Crescimento e manutenção do fungo Hydnangium sp. 

 

 As culturas do fungo Hydnangium sp. (isolado D21), pertencentes à coleção do 

Laboratório de Associações Micorrízicas do Departamento de Microbiologia/ 

BIOAGRO da Universidade Federal de Viçosa/MG, foram mantidas em placas de Petri 

contendo meio Melin Norkrans sólido, modificado (meio MNM) (Marx, 1969). Sob 

condições assépticas, em capela de fluxo laminar, o isolado D21 foi transferido, a cada 

vinte dias, para meio de mesma composição e mesma quantidade (30 mL de meio 

MNM por placa). As placas foram mantidas incubadas a 28 ± 1 ºC em incubadora do 

tipo B.O.D. até o momento de utilização das culturas. O micélio utilizado para as 

inoculações no sistema in vitro foi proveniente de uma mesma placa mantida nas 

mesmas condições. 

 

 

2. Desinfestação das sementes e produção de plântulas de Eucalyptus 

grandis 

 

Sementes de Eucalyptus grandis (0,4 a 0,7 mm de diâmetro) foram desinfestadas 

superficialmente pela imersão em etanol a 70 % por um minuto, sob agitação, seguindo-

se de uma lavagem em água destilada autoclavada. Em seguida, as sementes foram 
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imersas em peróxido de hidrogênio a 20 % por seis minutos, seguida de três enxágües 

com água destilada autoclavada. As sementes foram transferidas para placas de Petri 

(∅= 90 mm) contendo meio de micorrização (Burgess et al., 1996) coberto com papel 

celofane e incubadas a 28 ºC por 3 dias. Após a germinação das sementes, as plântulas 

foram transferidas para uma nova placa de Petri com meio de micorrização (Burgess et 

al., 1996), cobrindo 2⁄3 da placa. Todo esse processo foi realizado sob condições 

assépticas em capela de fluxo laminar. As placas foram seladas, inclinadas com um 

ângulo de 70º e transferidas para câmara de crescimento com temperatura controlada de 

25 ºC ± 2 oC, com fotoperíodo de 16 horas, sob intensidade luminosa de 20 µmol m-2 s-1 

obtida por lâmpadas fluorescentes brancas. No período de desenvolvimento das 

plântulas, o monitoramento diário do aparecimento de contaminações foi realizado e, 

quando verificado, as placas eram descartadas. 

 

 

3. Estabelecimento da associação ectomicorrízica entre Hydnangium sp. e 

Eucalyptus grandis utilizando a micorrização in vitro 

 
As sínteses in vitro foram feitas segundo o protocolo descrito por Burgess et al. 

(1996), com modificações, quanto ao crescimento prévio das plântulas de E. grandis 

antes da inoculação com o fungo.  

Após 10 dias de crescimento das plântulas na câmara de crescimento com 

temperatura controlada de 25 ºC ± 2 oC, com fotoperíodo de 16 horas, as plântulas foram 

redistribuídas em novas placas de Petri contendo meio de micorrização cobrindo 2⁄3 da 

placa, cinco plântulas por placa, apresentando o mesmo tamanho de radícula. As placas 

foram seladas e novamente transferidas para a câmara de crescimento. Após três dias 

para a adaptação das plântulas no meio de cultura, foram inoculados discos de meio de 

cultura de 6 mm de diâmetro contendo micélio, retirados das bordas de colônias de 

Hydnangium sp. cultivados durante 7 dias em meio MNM. Foram inoculados cinco 

discos contendo micélio fúngico em cada placa, um para cada plântula. Os discos foram 

depositados ao lado de cada raiz, na altura mediana, a uma distância aproximada de 0,7 

cm e as placas foram incubadas novamente em câmara de crescimento. 
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Nas placas de Petri dos tratamentos controles, plântulas não inoculadas e micélio 

em cultura axênica, foram mantidas de forma idêntica, sob condições assépticas e 

igualmente, mantidas em câmara de crescimento com fotoperíodo de 16 horas, sob 

intensidade luminosa de 20 µmol m-2 s-1 obtida por lâmpadas fluorescentes brancas. 

Foram coletadas as raízes de 130 plântulas em cada fase, em cinco, 10 e 20 dias 

após a inoculação com o fungo. As amostras frescas foram congeladas, para a extração 

de RNA total, e outras foram mantidas em FAA 5:90:5 (formaldeído: etanol: ácido 

acético) para a caracterização microscópica. 

 

 

4. Avaliação e monitoramento das fases de formação da ectomicorriza 

 
 Amostras de raízes crescidas na presença do fungo e amostras de raízes controle, 

não inoculadas com o fungo, foram coletadas aos cinco, 10 e 20 dias após a inoculação. 

Foram realizadas análises morfológicas sob lupa e cortes em criomicrótomo e 

observação sob microscópio de luz.  

 Os  fragmentos de raízes foram avaliados morfologicamente por meio de 

observação sob lupa estereoscópica (Olympus Modelo SZH10) e fotografadas com 

câmera digital QColor3 (Olympus PM-C353X). 

As raízes amostradas foram preservadas em FAA 5:90:5 (formaldeído: etanol: 

ácido acético). Para avaliação microscópica das estruturas, as ectomicorrizas ou raízes, 

armazenadas em FAA, foram transferidas para solução de tampão fosfato 0,2 M, 

acrescido de sacarose, em uma concentração de 20 %, durante uma noite a 4 ºC. Para a 

realização dos cortes transversais, as ectomicorrizas foram emblocadas em resina (Jung 

Tissue Freezing Medium TD) e então seccionadas entre 15 a 25 µm de espessura em 

criomicrótomo (Leica Modelo CM 1850), a -25 °C. Os cortes foram coletados, 

depositados em lâminas de vidro e corados com azul de toluidina 0,05 % contendo 

glicerol (1:1) e observados sob microscópio (Olympus Modelo IX50) e fotografadas 

com câmera digital QColor3 (Olympus PM-C35DX).  
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5. Extração de RNA total  

 
Amostras de micélio do fungo, das raízes da planta e do tecido ectomicorrízico 

foram separadamente coletadas e armazenadas a -20 ºC para a posterior extração de 

RNA total. A Figura 1 mostra o esquema de planejamento experimental. 

O RNA total foi extraído utilizando o SV Total RNA Isolation System Kit 

(Promega®) e o Tri® Reagente (Sigma®, USA). Adicionalmente, as amostras foram 

tratadas com DNAse RQI RNAse-free (Promega). O RNA total extraído foi 

quantificado por espectrofotometria (Pharmacia Biotech. Ultrospec 3000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Hydnangium sp. Eucalyptus 

grandis 

5 dias 10 dias 20 dias 

Figura 1. Esquema demonstrando os passos experimentais. As amostras dos controles 

(culturas puras de Eucalyptus grandis e de Hydnangium sp.) e as fases de 

cinco, 10 e 20 dias após a inoculação com o fungo, para a formação de 

ectomicorriza, foram coletadas para a extração de RNA total. 
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6. Extração de DNA total 

  
 Para a extração de DNA total, fragmentos de micélio do fungo Hydnangium sp., 

cultivados em meio MNM sólido foram inoculados em meio MNM líquido e mantidos a 

28 ºC por 20 dias. Após, o micélio foi coletado, desidratado, congelado em nitrogênio 

líquido e armazenado a -20 ºC. A extração de DNA total foi realizada de acordo com o 

protocolo estabelecido por Specht et al. (1982), com modificações segundo Medina 

(2001). 

 A quantidade de DNA foi determinada em espectrofotômetro (Pharmacia 

Biotech, modelo Ultrospec 3000), a 260 nm, sendo verificada sua integridade por 

eletroforese em gel de agarose 0,8 %. O gel foi analisado sob luz ultravioleta e sua 

imagem digitalizada utilizando sistema de captura de imagem Eagle-eye (Stratagene®). 

 

 

7. Amplificação e caracterização dos íntrons das seqüências parciais dos 

genes atp e aat em Hydnangium sp. 

 
 A fim de identificar íntrons putativos nas seqüências de genes codificadores de 

ATP sintase (atp) e de acetil-CoA acetiltransferase (aat) de Hydnangium sp., foram 

feitas buscas em bancos de dados disponíveis na web. Ferramentas como BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) e Advanced Search and Gene Ontology do banco de 

dados do genoma de Laccaria bicolor (http://genome.jgi-

psf.org/Lacbi1/Lacbi1.home.html) além do banco de dados INRA (L’Institut National 

de la Recherche Agronomique) também de Laccaria bicolor 

(http://mycor.nancy.inra.fr/IMGC/LaccariaGenome/) foram utilizados.  

De posse das seqüências genômicas e de cDNA dos genes correspondentes de L. 

bicolor, o alinhamento dessas seqüências com as seqüências parciais de Hydnangium 

sp. foi realizada utilizando o software MEGA4 (Tamura et al., 2007), por meio da 

ferramenta ClustalW (Thompson et al., 1994). Dessa forma, puderam-se identificar os 

possíveis íntrons presentes no genoma de Hydnangium sp. Oligonucleotídeos foram 

construídos utilizando o programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) 

(http://frodo.wi.mit.edu/), visando à amplificação dos possíveis íntrons presentes no 

genoma de Hydnangium sp. 
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 Os oligonucleotídeos desenhados para a amplificação de íntrons dos genes 

codificando as proteínas ATP e AAT  estão apresentados na Tabela 1. 

Para as reações de amplificação foram utilizados: 2 µM de cada 

oligonucleotídeo, 200 µM de cada desoxinucleosídeo trifosfatado (dNTPs), Tampão IB 

1 X e 1 U Taq DNA polimerase (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil) e 50 ng DNA total 

de Hydnangium sp. (D21). As condições de amplificação foram as seguintes: 1 minuto a 

94 ºC de desnaturação inicial, seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 50 

°C e 1 minuto a 72 °C, e ainda um passo final de elongação consistindo de 5 minutos a 

72 °C. Os produtos amplificados foram verificados por eletroforese em gel de agarose 

1,5 %,  analisados sob luz ultravioleta e sua imagem digitalizada utilizando sistema de 

captura de imagem Eagle-eye (Stratagene®).  

Após a amplificação, os produtos de PCR foram purificados por ExoSAP-IT® 

(usb® - Affymetrix®), as amostras foram seqüenciadas e as seqüências analisadas e 

processadas em programas a fim de buscar regiões intrônicas. Foram utilizados os 

programas MEGA4 (Tamura et al., 2007), BioEdit (Hall, 1999), Augustus (Stanke & 

Waack, 2003).  

 

Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados para amplificação de seqüências genômicas de 

Hydnangium sp. 

Gene Oligonucleotídeos Seqüência 5’- 3’ 

D10SH3GENL3 GGCAGGTACATCACCGAAG atp 

D10SH3GENR3 ATTAACAAATCCTCCTCCTTCC 

H01SH3GENL2 GACAAGATCCCATCCCTCAA aat 

H01SH3GENR2 TGATCGTGTTTATTCCAATAAGTG 

 

 

8. Análise filogenética dos genes atp e aat 

  

As seqüências de cDNA dos genes atp e aat foram comparadas com as 

seqüências depositadas no banco de dados do NCBI (National Centre for Biotechnology 

Information), utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

(Altschul et al., 1997), processada pelo algoritmo BLASTN. As seqüências que 
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apresentaram menor valor E foram exportadas no formato FASTA. O alinhamento 

múltiplo das seqüências foi realizado pelo programa MEGA4 (Tamura et al., 2007), 

utilizando a ferramenta ClustalW (Thompson et al., 1994), e editado pelo programa 

BioEdit (Hall, 1999). 

Para verificar a relação filogenética entre as seqüências dos genes atp e aat com 

outros organismos, foram utilizadas seqüências de aminoácidos. As seqüências de 

aminoácidos foram deduzidas a partir das seqüências nucleotídicas. A análise 

filogenética foi realizada utilizando-se o método de agrupamento de vizinhos 

(Neighbour-Joining - NJ) no programa MEGA4 (Tamura et al., 2007). 

A lista dos organismos utilizados para as análises filogenéticas, o número de 

acesso no NCBI e a classificação estão representados nas Tabelas 2 e 3. 

 

Tabela 2. Organismos utilizados nas análises filogenéticas das seqüências de 

aminoácidos do gene que codifica ATP sintase. 

Organismo Nº de acesso Classificação (Filo⁄ Subfilo) 

Hydnangium sp. D21 D10SH3 (não 

depositado) 

Basidiomycota - Agaricomycotina 

Laccaria bicolor S238N-H82 170089110 Basidiomycota - Agaricomycotina 

Cryptococcus neoformans var. neoformans  58271359 Basidiomycota - Agaricomycotina 

Ustilago maydis 521 71006197 Basidiomycota - Ustilaginomycotina 

Lodderomyces elongisporus NRRL YB-4239 149238723 Ascomycota - Saccharomycotina 

Pichia stipitis CBS 6054 126138815 Ascomycota - Saccharomycotina 

Pichia guilliermondii ATCC 6260 61652209 Ascomycota - Saccharomycotina 

Neurospora crassa OR74A 164423467 Ascomycota - Pezizomycotina 

Chaetomium globosum CBS 148.51 116204570 Ascomycota - Pezizomycotina 

Sclerotinia sclerotiorum 1980 156043356 Ascomycota - Pezizomycotina 

Debaryomyces hansenii CBS767 50423336 Ascomycota - Saccharomycotina 

Vanderwaltozyma polyspora DSM 70294 156844097 Ascomycota - Saccharomycotina 

Coccidioides immitis RS 119190058 Ascomycota - Pezizomycotina 

Ajellomyces capsulatus NAm1 154274989 Ascomycota - Pezizomycotina 

Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140 50306984 Ascomycota - Saccharomycotina 

Gibberella zeae PH-1 46107507 Ascomycota - Pezizomycotina 

Candida glabrata CBS138 50285562 Ascomycota - Saccharomycotina 

Candida albicans SC5314 68487913 Ascomycota - Saccharomycotina 
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Tabela 3. Organismos utilizados nas análises filogenéticas das seqüências de 

aminoácidos do gene que codifica acetil-CoA acetiltransferase. 

Organismo Nº de acesso Classificação (Filo⁄ Subfilo) 

Hydnangium sp. D21 H01SH3   (não 

depositado) 

Basidiomycota - Agaricomycotina 

Laccaria bicolor S238N-H82 170089110 Basidiomycota - Agaricomycotina 

Coprinopsis cinerea okayama7#130 169860938 Basidiomycota - Agaricomycotina 

Ustilago maydis 521 71018974 Basidiomycota - Ustilaginomycotina 

Phaeosphaeria nodorum SN15 169606635 Ascomycota - Pezizomycotina 

Chaetomium globosum CBS 148.51 116195857 Ascomycota - Pezizomycotina 

Sclerotinia sclerotiorum 1980 156061554 Ascomycota - Pezizomycotina 

Magnaporthe grisea 70-15 39952224 Ascomycota - Pezizomycotina 

Aspergillus fumigatus Af293 70992890 Ascomycota - Pezizomycotina 

Gibberella zeae PH-1 46121416 Ascomycota - Pezizomycotina 

Salmo salar clone ssal-rgf-524-162 209155133 Chordata - Vertebrata 

Danio rerio 51230649 Chordata - Vertebrata 

Xenopus laevis 148227462 Chordata - Vertebrata 

Gallus gallus 118085056 Chordata - Vertebrata 

Monodelphis domestica 126327065 Chordata - Vertebrata 

Canis familiaris 73955188 Chordata - Vertebrata 

Equus caballus 194212649 Chordata - Vertebrata 

Bos taurus 114050958 Chordata - Vertebrata 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

 1. Formação de ectomicorriza por meio de síntese in vitro e avaliação 

morfológica das raízes nas diferentes fases de formação da ectomicorriza 

 

No sistema de micorrização in vitro montado, foi verificada a capacidade do 

fungo Hydnangium sp. formar ectomicorrizas com E. grandis. A formação de 

ectomicorrizas entre Hydnangium sp. e Eucalyptus grandis foi obtida com sucesso 

(Figura 2).  

 

Micélio em crescimento
Raiz de Eucalyptus grandis

Micélio em crescimento
Raiz de Eucalyptus grandis

 

 

 

Figura 2. Micorrização in vitro. Plântulas de Eucalyptus grandis após 20 dias de 

inoculação com o fungo Hydnangium sp. Em destaque observam-se as 

ectomicorrizas formadas ao longo da raiz de E. grandis após 20 dias de 

inoculação. 
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Foram verificadas mudanças morfológicas típicas nas raízes, quando em contato 

com o fungo. Os pêlos radiculares diminuíram até desaparecer, a raiz tornou-se mais 

espessa e ramificada, além da mudança de cor e de textura (Figura 3). 

 O contato do micélio com as raízes das plântulas in vitro foi observado após três 

dias da inoculação. Após cinco dias de inoculação foi observado que o micélio começou 

a colonizar a raiz, crescendo em torno da mesma e avançando por toda a extensão 

radicular, caracterizando a fase de colonização. A Figura 3 mostra o crescimento 

micelial em torno da raiz, no início da colonização (a) e em um estágio mais avançado 

(b), envolvendo toda a raiz. Verificou-se que o micélio cresceu por toda a raiz, porém, 

apenas em alguns pontos houve a formação de ectomicorriza típica, nas avaliações após 

20 dias de inoculação com Hydnangium sp. 

 

 

Figura 3. Raiz de Eucalyptus grandis colonizada parcialmente (a) e apresentando uma 

vasta colonização (b). A seta mostra uma ramificação da raiz, mais espessa e 

coberta por micélio, após 20 dias de inoculação com Hydnangium sp. 

 

 Com os cortes transversais das raízes não inoculadas e das raízes inoculadas nos 

períodos de cinco, 10 e 20 dias, foi observado o crescimento da planta e do fungo nas 

diferentes fases da interação ectomicorrízica, com o avanço do micélio fúngico sobre as 

raízes e a expansão por todo o meio de cultivo (Figura 4, a – d).  

a 

b 
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b f
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a b c
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5 dias
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d e f
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j k l



 

Figura 4.  Fases da micorrização in vitro entre Eucalyptus grandis e 

Hydnangium sp. Placas contendo as plântulas de Eucalyptus 

grandis após cinco (d), 10 (g) e 20 dias (j) de inoculação com o 

micélio de Hydnangium sp., e a placa controle (a); observação 

sob lupa de raízes de Eucalyptus grandis inoculadas após cinco 

(e), 10 (h) e 20 dias (k), e o controle (b); cortes transversais em 

microscopia óptica de raízes de Eucalyptus grandis inoculadas 

em cinco (f), 10 (i) e 20 dias (l), e o controle (c). As escalas 

estão apresentadas para cada uma das figuras. Para a 

visualização das estruturas fúngicas, as amostras foram coradas 

com o corante básico azul de toluidina 0,05 %. 
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Nas análises feitas sob lupa foi observada a crescente diminuição dos pêlos 

radiculares durante as diferentes fases (Figura 4 – e, f, g, h). As raízes não 

inoculadas, que correspondem ao controle, apresentaram inúmeros pêlos, 

enquanto que as raízes que foram inoculadas apresentaram uma diminuição dos 

pêlos e a presença das hifas em torno da raiz.  

 Nos cortes transversais foi observado o estabelecimento da estrutura da 

ectomicorriza. O manto foi observado após 10 dias de inoculação, tornando-se 

mais espesso após 20 dias (Figura 4 – k, l). O manto foi constituído de uma 

camada de hifas, variando de 7 a 10 µm de espessura. As hifas que penetraram na 

raiz e formaram a rede de Hartig ficaram limitadas a camada de células da 

epiderme. A formação da rede de Hartig apenas na primeira camada de células 

epidérmicas da raiz, ou apresentando uma pequena extensão na segunda camada, é 

típica de ectomicorrizas formadas em eucaliptos e em outras angiospermas 

(Brundrett et al., 1996; Peterson et al., 2004). A Figura 5 mostra um corte 

transversal da raiz colonizada após 20 dias de inoculação, mostrando em detalhe o 

manto e a rede de Hartig. 

Figura 5. Corte transversal de raiz de Eucalyptus grandis ectomicorrizada por 

Hydnangium sp. (a) e, em detalhe, mostrando o manto e a rede de Hartig 

(b). M = manto; RH = rede de Hartig. 

50 µm 

20 µm 

M 

RH 
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Sistemas de cultivo in vitro entre vários fungos ectomicorrízicos com 

diferentes espécies arbóreas foram estabelecidos, como para castanheira, álamo, 

pinus e eucaliptos (Kottke et al., 1987; Hilbert et al., 1991; Hampp et al., 1996; 

Hermann et al., 1998). A formação micorrízica in vitro para essas espécies 

possibilitou a avaliação do monitoramento das fases em outras espécies. Cada fase 

nos processos de formação ectomicorrízica é caracterizada por mudanças na 

morfologia e na fisiologia, com o desaparecimento e⁄ou a formação de estruturas. 

O tempo de formação e duração de cada fase depende dos organismos simbióticos 

envolvidos e é devido à variação no número de genes e a amplitude de expressão 

desses genes, sendo mais evidente nas primeiras fases do desenvolvimento da 

ectomicorriza, logo após o contato. 

Para Hydnangium sp. e E. grandis, a fase de colonização foi estabelecida 

após cinco dias de inoculação. Após 10 dias de inoculação, o micélio avançou por 

toda a extensão da raiz de E. grandis e o manto começou a ser formado, 

caracterizando a fase de diferenciação. Após 20 dias iniciou a fase de 

funcionamento, com a penetração intercelular das hifas na raiz, estabelecendo a 

rede de Hartig e as trocas nutricionais entre fungo e planta. Campos (2003) 

avaliou a formação de ectomicorriza entre Hydnangium sp. e E. grandis, 

utilizando o sistema in vitro descrito por Muchovej e Kasuya (1987), em tubos de 

vidro, e verificou a formação de ectomicorriza típica e de basidiocarpos após três 

meses de inoculação. Moore et al. (1989), verificaram o estabelecimento da 

colonização entre Hydnangium carneum e Eucalyptus pilulares mantidos em 

tubos de cultivo em 14 dias e a formação de ectomicorrizas após quatro meses de 

inoculação. 

 O isolado de Pisolithus tinctorius com especificidade para eucalipto inicia 

a colonização após dois dias de inoculação, após quatro dias avança para a fase de 

diferenciação e estabelece a ectomicorriza após 15 dias de inoculação em E. 

globulus (Martin & Hilbert, 1991; Tagu & Martin, 1995; Podila et al., 2002). Na 

interação entre Betula pendula e Paxillus involutus, o manto começa a se formar 

em dois dias, no oitavo dia é visível a rede de Hartig e a micorriza funcional é 

formada depois de 21 dias (Johansson et al., 2004). Entre Pinus sylvestris e L. 

bicolor, a colonização das raízes laterais é visível após 15 dias e a formação da 
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rede de Hartig em 30 dias. Já para a interação de P. resinosa e L. bicolor, a 

formação de ectomicorriza ocorre após 40 dias de inoculação (Podila et al., 2002). 

A avaliação do desenvolvimento ectomicorrízico, associada a suas 

mudanças bioquímicas e fisiológicas, requer o uso de sistemas de síntese de 

micorriza simples e reproduzíveis, em um ambiente axênico (Malajczuk et al., 

1990; Burgess et al., 1996; Kim et al., 1999). A micorrização in vitro é uma 

ferramenta de grande relevância para os estudos das fases de colonização, 

diferenciação e funcionamento da associação ectomicorrízica do fungo 

Hydnangium sp. e E. grandis, e para a avaliação da expressão de genes envolvidos 

na interação. 

A quantidade de RNA total extraído de cada uma das fases de formação da 

ectomicorriza na associação entre Hydnangium sp. e E. grandis não foi suficiente 

para detectar os transcritos dos genes, como também para os genes de expressão 

constitutiva. Obtivemos um valor aproximado de 3,8 µg⁄µL na extração de RNA 

total do material coletado proveniente de 30 placas de Petri para cada fase de 

formação da ectomicorriza no sistema de micorrização in vitro. A partir dessa 

quantidade, obtivemos um valor aproximado de 140 ng de cDNA em cada uma 

das fases para a análise de RT-PCR. Essas quantidades seriam suficientes para a 

detecção dos transcritos. Entretanto, a quantidade de RNA total necessária para a 

avaliação da expressão de genes varia entre as diferentes associações entre fungos 

ectomicorrízicos e plantas e entre os transcritos analisados. Além disso, deve ser 

considerado que o RNA total obtido do material colonizado inclui as células da 

planta do cilindro central e células do fungo que não estão diretamente envolvidas 

na simbiose ectomicorrízica. Isto pode dificultar a identificação do padrão de 

expressão das células que estão diretamente envolvidas na simbiose (Wiemken & 

Boller, 2002). 

Dessa forma, na associação entre Hydnangium sp. e E. grandis o insucesso 

na detecção dos transcritos evidenciou pouca quantidade de mRNA presente na 

preparação de RNA total. Para as análises posteriores de expressão de genes de 

Hydnangium sp. em interação com E. grandis faz-se necessário ajustar a técnica 

de micorrização empregada e a quantidade de material biológico coletado.  
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2. Caracterização de íntrons nas seqüências parciais dos genes atp e 

aat em Hydnangium sp. 

 

Os genes atp e aat codificam proteínas com funções importantes no 

metabolismo dos fungos. O complexo da ATP sintase faz parte do processo de 

fosforilação oxidativa na cadeia transportadora de elétrons, bombeando prótons 

para fora da membrana interna mitocondrial, formando um gradiente 

eletroquímico, sendo esta energia transformada em energia química da ligação 

ADP + fosfato inorgânico gerando ATP. Atividade mitocondrial foi fortemente 

evidenciada em ectomicorrizas formadas, apresentando alto número de 

mitocôndrias nas hifas da rede de Hartig (Massicotte et al., 1987; Smith & Read, 

1997). Além dos genes que codificam as subunidades do complexo da ATP 

sintase, outros genes que codificam proteínas relacionadas à cadeia respiratória 

foram expressos na formação do manto e da rede de Hartig da interação 

ectomicorrízica entre Betula pendula e P. involutus (Le Quéré et al., 2005). 

Acetil-CoA acetiltransferase (AAT) é uma enzima da via de  β-oxidação 

que degrada longas cadeias de ácido graxo em moléculas de acetil-CoA. A 

provável função da enzima AAT na simbiose ectomicorrízica é a geração de dois 

compostos de carbono a partir de lipídios estocados e a geração de acetoacetil-

CoA no início da interação entre fungo e planta, o que facilitaria a transferência e 

a utilização de carbono pelo fungo, permitindo o crescimento das hifas 

(Balasubramanian et al., 2002; Hiremath et al., 2006). Quinze por cento dos genes 

diferencialmente expressos no fungo Laccaria laccata na fase pré-simbiótica da 

associação com Pinus resinosa eram relacionados ao metabolismo, entre eles 

acetil-CoA oxidase, β-ceto tiolase e malato sintase (Podila et al., 2002). Foi 

observada na fase pré-simbiótica de Hydnangium sp. e Eucalyptus grandis, 

aumento da expressão de vários genes, dentre eles os que codificam para ATP 

sintase e acetil-CoA acetiltransferase (Coelho, 2008). 

O posicionamento dos íntrons nos genes que codificam as proteínas ATP 

sintase (atp) e acetil-CoA acetiltransferase (aat) foi obtida por meio do 

alinhamento das seqüências de cDNA de Hydnangium sp. com as seqüências de 

cDNA e do DNA genômico de Laccaria bicolor. A análise do gene completo de 
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L. bicolor demonstrou a presença de nove íntrons interrompendo o gene atp 

(Figura 7) e de cinco íntrons para o gene aat (Figura 8). A identificação correta de 

todos os íntrons é necessária para avaliar a organização dos genes que codificam 

proteínas em eucariotos.  

Os oligonucleotídeos estão representados na Tabela 1 e suas regiões de 

identidade nas seqüências estão mostradas nas Figuras 7 e 8. 

Fragmentos de DNA de 585 pb e de 661 pb foram amplificados com os 

oligonucleotídeos D10GENL3⁄D10GENR3 e H01GENL2⁄H01GENR2, 

respectivamente (Figura 6).  O fragmento de DNA de 585 pb corresponde à 

seqüência parcial do gene que codifica ATP sintase e o fragmento de 661 pb 

corresponde à seqüência parcial do gene aat de Hydnangium sp. 

 Os fragmentos de DNA amplificados foram seqüenciados e as seqüências 

de cDNA e DNA genômico de Hydnangium sp. e de L. bicolor para os genes que 

codificam ATP sintase e acetil-CoA acetiltransferase foram alinhados, 

confirmando a presença de dois íntrons no gene atp e de três íntrons no gene aat 

(Figuras 7 e 8).  

No caso do gene atp de Hydnangium sp., o tamanho dos íntrons foi de 53 

pb, na posição 1.691; e 65 pb, na posição 1.874, os quais apresentam tamanhos 

que tem sido observados para a maioria dos íntrons em fungos, variando de 49 a 

85 pb (Unkless et al., 1992). Também foi verificada a presença de sítios 

conservados de processamento de íntrons, 5’ GT – 3’ AG (Padgett et al., 1984) 

(Figura 7). 

Em Hydnangium sp., o íntron localizado na posição 1.691 apresenta sítio 

de processamento dinucleotídica 5’ GT, comumente observado em outros fungos, 

mas não apresenta a seqüência 5’ GTA e sim, a forma 5’ GTG, que tem sido 

relatada para íntrons de outras espécies fúngicas, como Lentinula edodes (Hori et 

al., 1991), A. niger (Boel et al., 1984), A. oryzae (Gomi et al., 1991), P. 

chrysogenum (Smith et al., 1990), Trichoderma reesei (Chen et al., 1987). A 

seqüência do íntron localizado nessa posição em L. bicolor apresenta o sítio 

canônico 5’ GTA e 3’ TGA.  

 

 

cDNA H 

cDNA H 

H 

cDNA 
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Em Hydnangium sp., o íntron localizado na posição 1.874 também 

apresenta o sítio típico de processamento 5’ GT, mas em vez da seqüência 5’ 

GTA, comumente observada, observou-se a forma 5’ GTC, como relatado para o 

fungo L. edodes (Hori et al., 1991). A extremidade 3’ seguiu o padrão, que 

corresponde a 3’ TAG. Em L. bicolor, o íntron localizado nessa posição apresenta 

o sítio 5’ GTC, como observado em Hydnangium sp., e 3’ CAG (Figura 7). Na 

região 3’ do cDNA de ATP sintase de Hydnangium sp. foi identificada uma 

seqüência AATAAA, característica de sítios de poliadenilação (Balance, 1986; 

Gilmartin, 2005) (Figura 7). 

Em comparação com a região correspondente do gene atp em L. bicolor, 

dois íntrons foram identificados nas mesmas posições que os íntrons em 

Hydnangium sp. O íntron de 53 pb em Hydnangium sp. localiza-se na mesma 

posição do que o íntron em L. bicolor e apresenta o mesmo tamanho. O outro 

íntron em L. bicolor apresenta 57 pb, enquanto que na mesma posição no gene em 

Hydnangium sp. há um íntron de 65 pb.  

A Tabela 4 mostra alguns exemplos de genes que foram caracterizados, 

quanto ao tamanho e número de íntrons e os respectivos sítios de processamento 

5’ e 3’. Além desses, estão mostrados os íntrons identificados nos genes atp e aat 

para Hydnangium sp. e para L. bicolor.  

1,353 pb 

1,078 pb 

872 pb 

603 pb 
 

a b 

Figura 6. Amplificação dos genes atp e aat de Hydnangium sp. O fragmento a foi 

obtido por meio da amplificação utilizando os oligonucleotídeos 

D10GENL3⁄D10GENR3 e o fragmento b foi obtido por meio da 

amplificação utilizando os oligonucleotídeos H01GENL2⁄H01GENR2. O 

peso molecular dos fragmentos do marcador PhiX174/HaeIII estão 

mostrados em pares de bases. 
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mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ----------------------------------------------------------------------------ATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT

DNA Laccaria bicolor ACCACCAACTGGGTGCCAACCTGACGCGATAAGACTAGCTAGGTTTGGGATAAACCAAGGCTAAATCTCCAACGACATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT
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mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCG------------------------------------

DNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCGGTACGTATCTTGAGAATCTCTTGAGGGCGCAATTAG
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mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------ACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGG---------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor TCTTTTAATTATCGCTTTGTTCTTCAGACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGGGTGAATGGCGATCTATCTAATCTTTCACATCCTCACTTAGATAAA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------TCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAG-----------------------------------------------------TTTCCGTCTTA

DNA Laccaria bicolor TTTGCTAGTCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAGGTTAGTAACCATTTCAGTACTCAACAATTTTCCTCTCATAAGTGCACCCGAAGTTTCCGTCTTA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

DNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

DNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGG---------------------------------------

DNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGGTAAGCACGCCTGTTTTGACGCCCTACTATGTTCTAACAC

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------CTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

DNA Laccaria bicolor CCTGCCAGGCTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAG----------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAGGTTTGATTCCAGTCATAAATCTTATCCGAAAATTTGTTTAACTTTAAATATC

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------ATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

DNA Laccaria bicolor CGCCCCAGATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

DNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

DNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTT---------------------------------------------------------TCCGC

DNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTTCGTCTTCATCCATCAATTGATCGTGCTTTTTGGCCAATCTGAGGGCTCATTTAGGTTTCCGC

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
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D10SH3GENL1

D10SH3GENL2 D10SH3GENR1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ----------------------------------------------------------------------------ATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT

DNA Laccaria bicolor ACCACCAACTGGGTGCCAACCTGACGCGATAAGACTAGCTAGGTTTGGGATAAACCAAGGCTAAATCTCCAACGACATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCG------------------------------------

DNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCGGTACGTATCTTGAGAATCTCTTGAGGGCGCAATTAG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------ACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGG---------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor TCTTTTAATTATCGCTTTGTTCTTCAGACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGGGTGAATGGCGATCTATCTAATCTTTCACATCCTCACTTAGATAAA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------TCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAG-----------------------------------------------------TTTCCGTCTTA

DNA Laccaria bicolor TTTGCTAGTCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAGGTTAGTAACCATTTCAGTACTCAACAATTTTCCTCTCATAAGTGCACCCGAAGTTTCCGTCTTA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

DNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

DNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGG---------------------------------------

DNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGGTAAGCACGCCTGTTTTGACGCCCTACTATGTTCTAACAC

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------CTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

DNA Laccaria bicolor CCTGCCAGGCTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAG----------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAGGTTTGATTCCAGTCATAAATCTTATCCGAAAATTTGTTTAACTTTAAATATC

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------ATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

DNA Laccaria bicolor CGCCCCAGATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

DNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

DNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTT---------------------------------------------------------TCCGC

DNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTTCGTCTTCATCCATCAATTGATCGTGCTTTTTGGCCAATCTGAGGGCTCATTTAGGTTTCCGC

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
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. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ----------------------------------------------------------------------------ATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT

DNA Laccaria bicolor ACCACCAACTGGGTGCCAACCTGACGCGATAAGACTAGCTAGGTTTGGGATAAACCAAGGCTAAATCTCCAACGACATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCG------------------------------------

DNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCGGTACGTATCTTGAGAATCTCTTGAGGGCGCAATTAG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------ACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGG---------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor TCTTTTAATTATCGCTTTGTTCTTCAGACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGGGTGAATGGCGATCTATCTAATCTTTCACATCCTCACTTAGATAAA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------TCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAG-----------------------------------------------------TTTCCGTCTTA

DNA Laccaria bicolor TTTGCTAGTCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAGGTTAGTAACCATTTCAGTACTCAACAATTTTCCTCTCATAAGTGCACCCGAAGTTTCCGTCTTA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

DNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

DNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGG---------------------------------------

DNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGGTAAGCACGCCTGTTTTGACGCCCTACTATGTTCTAACAC

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------CTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

DNA Laccaria bicolor CCTGCCAGGCTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAG----------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAGGTTTGATTCCAGTCATAAATCTTATCCGAAAATTTGTTTAACTTTAAATATC

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------ATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

DNA Laccaria bicolor CGCCCCAGATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

DNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

DNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTT---------------------------------------------------------TCCGC

DNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTTCGTCTTCATCCATCAATTGATCGTGCTTTTTGGCCAATCTGAGGGCTCATTTAGGTTTCCGC

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ----------------------------------------------------------------------------ATGGCGGACG

------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ----------------------------------------------------------------------------ATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT

DNA Laccaria bicolor ACCACCAACTGGGTGCCAACCTGACGCGATAAGACTAGCTAGGTTTGGGATAAACCAAGGCTAAATCTCCAACGACATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CTCGTTTGAGCGAT

DNA Laccaria bicolor ACCACCAACTGGGTGCCAACCTGACGCGATAAGACTAGCTAGGTTTGGGATAAACCAAGGCTAAATCTCCAACGACATGGCGGACGCTCGTTTGAGCGAT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. -------------------------------------------------------------------------

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCG------------------------------------

DNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCGGTACGTA

---------------------------

mRNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCG------------------------------------

DNA Laccaria bicolor AGGGAACTCGCAAATATCAATGCCGCAGCTGTAACGAAGGAATACCGCGTTCAACCGCACCTCGGTACGTATCTTGAGAATCTCTTGAGGGCGCAATTAG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ------------------------------------------------------------

TCTTGAGAATCTCTTGAGGGCGCAATTAG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------ACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGG---

----------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------ACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGG---------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor TCTTTTAATTATCGCTTTGTTCTTCAGACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGGGTGAATGGCGATCTATCTAATCTTTCACATCCTCACTTAGATAAA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .

------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor TCTTTTAATTATCGCTTTGTTCTTCAGACTACCGAACTGTATCTGCTATCAATGGGTGAATGGCGATCTATCTAATCTTTCACATCCTCACTTAGATAAA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ---------------------------------------------

. . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------TCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAG-----------------------------------------------------TTTCCGTCTTA

DNA Laccaria bicolor TTTGCTAGTCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAGGTTAGTA

-------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------TCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAG-----------------------------------------------------TTTCCGTCTTA

DNA Laccaria bicolor TTTGCTAGTCCTCTGGTGGTCTTGGATAATGTCAAGGTTAGTAACCATTTCAGTACTCAACAATTTTCCTCTCATAAGTGCACCCGAAGTTTCCGTCTTA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. --------------------------------

ACCATTTCAGTACTCAACAATTTTCCTCTCATAAGTGCACCCGAAGTTTCCGTCTTA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGA

--------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

DNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . .

TGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

DNA Laccaria bicolor CAATGAAATTGTCGAACTTACGCTACCTGATGGATCAAAACGCGGTGGCCAAGTTCTTGAAGTCCAAGGAAAGAAAGCAATTGTTCAAGTGTTTGAGGGA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. -----------------

| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

DNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGAT

-----------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

DNA Laccaria bicolor ACTTCGGGAGTTGATGTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----

GTTAAGGCTACCCATGTTGAATTTACTGGCAGTAGTATGAAACTGCCTGTCGCCGAAGATATGCTGGGCCGTATCTTCAACGGTT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CA

------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGG---------------------------------------

DNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGGTAAGCACGCCTGTTTTGACGCCCTACTATGTTCTAACAC

710

GGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGG---------------------------------------

DNA Laccaria bicolor CAGGTAATCCAATTGATCAAGGTCCCAAGGTGTTTGCGGAGGATTATTTGGACATCAATGGTAAGCACGCCTGTTTTGACGCCCTACTATGTTCTAACAC

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ------------------------------------------------------------------------------------------

720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------CTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAAT

----------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ---------CTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

DNA Laccaria bicolor CCTGCCAGGCTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .

TCGATTGCTCGG

DNA Laccaria bicolor CCTGCCAGGCTCTCCGATCAATCCGTACTCGCGCATTTACCCCGAAGAAATGATCCAAACTGGCATCTCAACGATTGATACTATGAATTCGATTGCTCGG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ---------------------------------------------------------------------------

. . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAG----------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAGGTTTGATTCCAGTCATAAATCTTAT

-------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAG----------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGGCAGAAGATCCCCATCTTCTCAGCTGCCGGTCTACCCCACAACGAGGTTTGATTCCAGTCATAAATCTTATCCGAAAATTTGTTTAACTTTAAATATC

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. --------------------------------------------------------------

CCGAAAATTTGTTTAACTTTAAATATC

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------ATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGG

--------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------ATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

DNA Laccaria bicolor CGCCCCAGATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . .

ACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

DNA Laccaria bicolor CGCCCCAGATTGCTGCTCAAATTGTGCGACAGGCAGGTCTTGTCAAGCGGCCCACGAAGGACGTGCACGACGGACATGAAGACAACTTTTCAGTTGTATT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. -----------------------------------------------

| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

DNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGA

-----------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

DNA Laccaria bicolor TGCTGCTATGGGTGTGAACATGGAGACAGCACGCTTTTTCAAAGAAGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------

AGATTTCGAATCTAACGGTAGTCTGGACCGTGTCACCTTGTTCCTAAACCTGGCC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACC

------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

DNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | .

ACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

DNA Laccaria bicolor AACGATCCTACTATTGAGCGCATTATCACACCACGACTTGCCCTGACAACTGCGGAATATTATGCTTACCAGCTGGAGAAACACGTACTTGTCATTCTGA

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. -------------------

. . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTT---------------------------------------------------------TCCGC

DNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTAT

---------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTT---------------------------------------------------------TCCGC

DNA Laccaria bicolor CTGACATGTCGTCGTATGCAGATGCGTTGCGTGAGGTTCGTCTTCATCCATCAATTGATCGTGCTTTTTGGCCAATCTGAGGGCTCATTTAGGTTTCCGC

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

cDNAcDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

cDNAcDNA

cDNA

D10SH3GENL1

D10SH3GENL2 D10SH3GENR1
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. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCGCGAGAAGAGGTCCCTGGTCGTCGCGGGTATCCCGGTTACATGTACACAGATTTATCAACCATCTATGAACGTGCAGGACGAGTGCAAGGCCGCAAT

DNA Laccaria bicolor TGCGCGAGAAGAGGTCCCTGGTCGTCGCGGGTATCCCGGTTACATGTACACAGATTTATCAACCATCTATGAACGTGCAGGACGAGTGCAAGGCCGCAAT

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGCTCGATAACCCAGATTCCCATCTTGACAATGCCTAACGATG---------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGCTCGATAACCCAGATTCCCATCTTGACAATGCCTAACGATGGTATGTCGGTGGAAGGAGACTCGAACAACTCACCTTTCTTACCTTTCATTTTTCTCA

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -----------TTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACATCACCGAAGGACAGATTTTTGTAGATCGACAGCTACACAACCGCCAGA-TATACCCGCCCATC

DNA Hydnangium sp. -----------------------------------------------ACGAATT---GTAGATCGAC-GCTACACACCGCCTAGAATATACCCGCCCATC

mRNA Laccaria bicolor -ATATCACCCATCCTATTCCCGATTTGACCGGATACATCACGGAGGGCCAAATATTCGTTGATAGACAGCTGCACAATCGACAAA-TATATCCACCGATC

DNA Laccaria bicolor GATATCACCCATCCTATTCCCGATTTGACCGGATACATCACGGAGGGCCAAATATTCGTTGATAGACAGCTGCACAATCGACAAA-TATATCCACCGATC

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. AATGTTCTACCGTCGCTTTCGCGTCTGATGAAGAGTGCTATTGGAGAGAAGCTGACTAGGAAGGACCACGGTGACGTTTCGAATCAATTG----------

DNA Hydnangium sp. AATGTTCTACCGTCGCTTTCGCGTCTGATGAAGAGTGCTATTGGAGAGAAGCTGACTAGGAAGGACCACGGTGACGTTTCGAATCAATTGGTGGGTGCCT

mRNA Laccaria bicolor AACGTCCTTCCTTCTCTATCGCGTCTCATGAAGAGCGCGATCGGAGAGAAGCTCACGAGGAAAGATCACGGAGACGTGTCGAACCAGCTA----------

DNA Laccaria bicolor AACGTCCTTCCTTCTCTATCGCGTCTCATGAAGAGCGCGATCGGAGAGAAGCTCACGAGGAAAGATCACGGAGACGTGTCGAACCAGCTAGTACGCAATG

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -------------------------------------------TATGCCAAGTATGCTATTGGACGTGATGCGGCGGCGATGAAGGCTGTAGTGGGAGAA

DNA Hydnangium sp. AGTGCATTTTTGTGTGTGTAGGGCTAAACTCGGAGCGGGGTAGTATGCCAAGTATGCTATTGGACGTGATGCGGCGGCAT--AAGGCTGTAGTGGGAGAA

mRNA Laccaria bicolor -------------------------------------------TACGCCAAGTATGCGATAGGTCGTGACGCAGCCGCCATGAAGGCTGTTGTCGGCGAG

DNA Laccaria bicolor TCATCAATCAGTTAGTCCAGCTACTAACTTAAGCGATGTCTAGTACGCCAAGTATGCGATAGGTCGTGACGCAGCCGCCATGAAGGCTGTTGTCGGCGAG

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GAGGCGCTGTCTGCGGAAGACAAGCTGGCCCTGGAGTTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTCGTTGGACAAGGT-------------------------

DNA Hydnangium sp. GAGGCGCTGTCTGCGGAAGACAAGCTGGCCCTGGAGTTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTCGTTGGACAAGGTCAGTCGCTGCCATATATTAACTGAA

mRNA Laccaria bicolor GAAGCCTTATCATCGGAAGACAAGTTGGCCCTAGAATTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTTGTAGGACAAGG--------------------------

DNA Laccaria bicolor GAAGCCTTATCATCGGAAGACAAGTTGGCCCTAGAATTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTTGTAGGACAAGGTCAGTGTTCTGATTCCATTTTAATAT

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------GCTTATGAATCACACACGATCTTTGAATCACTTGATCTTGCGTGGTCGCTGTTGCGAATA

DNA Hydnangium sp. TAGCTGCCGATGATCGCCCGGATTGCTTATTTGTATAGGTGCTTATGAATCACGCACGATCTTTGAATCACTTGATCTTGCGTGGTCGCTGTTGCGAATA

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------------------CGCTTATGAATCGCGAACTATCTTCGAGTCTTTAGACCTAGCATGGTCTTTACTACGCATT

DNA Laccaria bicolor CGATTCACTAAAAGATCTTGTGTGG--------TACAGGCGCTTATGAATCGCGAACTATCTTCGAGTCTTTAGACCTAGCATGGTCTTTACTACGCATT

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TTCCCTAAAGAGCAGCTGAACCGGATTAATCCCAAGATCATCAGTGAGTTCTATGCACGCCGACCA-GCGAGGAAGCCGACCGAGGAAGTGAAACGGAAG

DNA Hydnangium sp. TTCCCTAAAGAGCAGCTGAACCGGATTAATCCCAAGATCATCAGTGAGTTCTATGCACGCCGACCA-GCGAGGAAGCCGACCGAGGAAGTGAAACGGAAG

mRNA Laccaria bicolor TTCCCCAAGGAGCAATTGAATCGGATCAACCCCAAGATCATTGCAGAATTCTACCGCCGCAAACCAAGCAAGAAAGCCACTTCCGGAGCCGAAGTTGATG

DNA Laccaria bicolor TTCCCCAAGGAGCAATTGAATCGGATCAACCCCAAGATCATTGCAGAATTCTACCGCCGCAAACCAAGCAAGAAAGCCACTTCCGGAGCCGAAGTTGATG

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GAGGAGGATTTGTTAATAGATGCCTAAATAAAAAGAATATAATGAGCTGCTATGTTATTGGCGACGCAATCTAAAGAAAAAAAGACAAAAAAAAAGAAAA

DNA Hydnangium sp. GAGGAGGATG----AAAAGGGGGGGAAGGG----------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GCTTAGAGGAGGA-ACAAGAGGAGAAACTAATTGACATGTAA----------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GCTTAGAGGAGGA-ACAAGAGGAGAAACTAATTGACATGTAA----------------------------------------------------------

. .

mRNA Hydnangium sp. AA

DNA Hydnangium sp. --

mRNA Laccaria bicolor --

DNA Laccaria bicolor --

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCGCGAGAAGAGGTCCCTGGTCGTCGCGGGTATCCCGGTTACATGTACACAGATTTATCAACCATCTATGAACGTGCAGGACGAGTGCAAGGCCGCAAT

DNA Laccaria bicolor TGCGCGAGAAGAGGTCCCTGGTCGTCGCGGGTATCCCGGTTACATGTACACAGATTTATCAACCATCTATGAACGTGCAGGACGAGTGCAAGGCCGCAAT

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGCTCGATAACCCAGATTCCCATCTTGACAATGCCTAACGATG---------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGCTCGATAACCCAGATTCCCATCTTGACAATGCCTAACGATGGTATGTCGGTGGAAGGAGACTCGAACAACTCACCTTTCTTACCTTTCATTTTTCTCA

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -----------TTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACATCACCGAAGGACAGATTTTTGTAGATCGACAGCTACACAACCGCCAGA-TATACCCGCCCATC

DNA Hydnangium sp. -----------------------------------------------ACGAATT---GTAGATCGAC-GCTACACACCGCCTAGAATATACCCGCCCATC

mRNA Laccaria bicolor -ATATCACCCATCCTATTCCCGATTTGACCGGATACATCACGGAGGGCCAAATATTCGTTGATAGACAGCTGCACAATCGACAAA-TATATCCACCGATC

DNA Laccaria bicolor GATATCACCCATCCTATTCCCGATTTGACCGGATACATCACGGAGGGCCAAATATTCGTTGATAGACAGCTGCACAATCGACAAA-TATATCCACCGATC

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. AATGTTCTACCGTCGCTTTCGCGTCTGATGAAGAGTGCTATTGGAGAGAAGCTGACTAGGAAGGACCACGGTGACGTTTCGAATCAATTG----------

DNA Hydnangium sp. AATGTTCTACCGTCGCTTTCGCGTCTGATGAAGAGTGCTATTGGAGAGAAGCTGACTAGGAAGGACCACGGTGACGTTTCGAATCAATTGGTGGGTGCCT

mRNA Laccaria bicolor AACGTCCTTCCTTCTCTATCGCGTCTCATGAAGAGCGCGATCGGAGAGAAGCTCACGAGGAAAGATCACGGAGACGTGTCGAACCAGCTA----------

DNA Laccaria bicolor AACGTCCTTCCTTCTCTATCGCGTCTCATGAAGAGCGCGATCGGAGAGAAGCTCACGAGGAAAGATCACGGAGACGTGTCGAACCAGCTAGTACGCAATG

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -------------------------------------------TATGCCAAGTATGCTATTGGACGTGATGCGGCGGCGATGAAGGCTGTAGTGGGAGAA

DNA Hydnangium sp. AGTGCATTTTTGTGTGTGTAGGGCTAAACTCGGAGCGGGGTAGTATGCCAAGTATGCTATTGGACGTGATGCGGCGGCAT--AAGGCTGTAGTGGGAGAA

mRNA Laccaria bicolor -------------------------------------------TACGCCAAGTATGCGATAGGTCGTGACGCAGCCGCCATGAAGGCTGTTGTCGGCGAG

DNA Laccaria bicolor TCATCAATCAGTTAGTCCAGCTACTAACTTAAGCGATGTCTAGTACGCCAAGTATGCGATAGGTCGTGACGCAGCCGCCATGAAGGCTGTTGTCGGCGAG

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GAGGCGCTGTCTGCGGAAGACAAGCTGGCCCTGGAGTTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTCGTTGGACAAGGT-------------------------

DNA Hydnangium sp. GAGGCGCTGTCTGCGGAAGACAAGCTGGCCCTGGAGTTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTCGTTGGACAAGGTCAGTCGCTGCCATATATTAACTGAA

mRNA Laccaria bicolor GAAGCCTTATCATCGGAAGACAAGTTGGCCCTAGAATTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTTGTAGGACAAGG--------------------------

DNA Laccaria bicolor GAAGCCTTATCATCGGAAGACAAGTTGGCCCTAGAATTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTTGTAGGACAAGGTCAGTGTTCTGATTCCATTTTAATAT

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------GCTTATGAATCACACACGATCTTTGAATCACTTGATCTTGCGTGGTCGCTGTTGCGAATA

DNA Hydnangium sp. TAGCTGCCGATGATCGCCCGGATTGCTTATTTGTATAGGTGCTTATGAATCACGCACGATCTTTGAATCACTTGATCTTGCGTGGTCGCTGTTGCGAATA

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------------------CGCTTATGAATCGCGAACTATCTTCGAGTCTTTAGACCTAGCATGGTCTTTACTACGCATT

DNA Laccaria bicolor CGATTCACTAAAAGATCTTGTGTGG--------TACAGGCGCTTATGAATCGCGAACTATCTTCGAGTCTTTAGACCTAGCATGGTCTTTACTACGCATT

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TTCCCTAAAGAGCAGCTGAACCGGATTAATCCCAAGATCATCAGTGAGTTCTATGCACGCCGACCA-GCGAGGAAGCCGACCGAGGAAGTGAAACGGAAG

DNA Hydnangium sp. TTCCCTAAAGAGCAGCTGAACCGGATTAATCCCAAGATCATCAGTGAGTTCTATGCACGCCGACCA-GCGAGGAAGCCGACCGAGGAAGTGAAACGGAAG

mRNA Laccaria bicolor TTCCCCAAGGAGCAATTGAATCGGATCAACCCCAAGATCATTGCAGAATTCTACCGCCGCAAACCAAGCAAGAAAGCCACTTCCGGAGCCGAAGTTGATG

DNA Laccaria bicolor TTCCCCAAGGAGCAATTGAATCGGATCAACCCCAAGATCATTGCAGAATTCTACCGCCGCAAACCAAGCAAGAAAGCCACTTCCGGAGCCGAAGTTGATG

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GAGGAGGATTTGTTAATAGATGCCTAAATAAAAAGAATATAATGAGCTGCTATGTTATTGGCGACGCAATCTAAAGAAAAAAAGACAAAAAAAAAGAAAA

DNA Hydnangium sp. GAGGAGGATG----AAAAGGGGGGGAAGGG----------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GCTTAGAGGAGGA-ACAAGAGGAGAAACTAATTGACATGTAA----------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GCTTAGAGGAGGA-ACAAGAGGAGAAACTAATTGACATGTAA----------------------------------------------------------

. .

mRNA Hydnangium sp. AA

DNA Hydnangium sp. --

mRNA Laccaria bicolor --

DNA Laccaria bicolor --
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. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCGCGAGAAGAGGTCCCTGGTCGTCGCGGGTATCCCGGTTACATGTACACAGATTTATCAACCATCTATGAACGTGCAGGACGAGTGCAAGGCCGCAAT

DNA Laccaria bicolor TGCGCGAGAAGAGGTCCCTGGTCGTCGCGGGTATCCCGGTTACATGTACACAGATTTATCAACCATCTATGAACGTGCAGGACGAGTGCAAGGCCGCAAT

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGCTCGATAACCCAGATTCCCATCTTGACAATGCCTAACGATG---------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGCTCGATAACCCAGATTCCCATCTTGACAATGCCTAACGATGGTATGTCGGTGGAAGGAGACTCGAACAACTCACCTTTCTTACCTTTCATTTTTCTCA

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -----------TTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACATCACCGAAGGACAGATTTTTGTAGATCGACAGCTACACAACCGCCAGA-TATACCCGCCCATC

DNA Hydnangium sp. -----------------------------------------------ACGAATT---GTAGATCGAC-GCTACACACCGCCTAGAATATACCCGCCCATC

mRNA Laccaria bicolor -ATATCACCCATCCTATTCCCGATTTGACCGGATACATCACGGAGGGCCAAATATTCGTTGATAGACAGCTGCACAATCGACAAA-TATATCCACCGATC

DNA Laccaria bicolor GATATCACCCATCCTATTCCCGATTTGACCGGATACATCACGGAGGGCCAAATATTCGTTGATAGACAGCTGCACAATCGACAAA-TATATCCACCGATC

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. AATGTTCTACCGTCGCTTTCGCGTCTGATGAAGAGTGCTATTGGAGAGAAGCTGACTAGGAAGGACCACGGTGACGTTTCGAATCAATTG----------

DNA Hydnangium sp. AATGTTCTACCGTCGCTTTCGCGTCTGATGAAGAGTGCTATTGGAGAGAAGCTGACTAGGAAGGACCACGGTGACGTTTCGAATCAATTGGTGGGTGCCT

mRNA Laccaria bicolor AACGTCCTTCCTTCTCTATCGCGTCTCATGAAGAGCGCGATCGGAGAGAAGCTCACGAGGAAAGATCACGGAGACGTGTCGAACCAGCTA----------

DNA Laccaria bicolor AACGTCCTTCCTTCTCTATCGCGTCTCATGAAGAGCGCGATCGGAGAGAAGCTCACGAGGAAAGATCACGGAGACGTGTCGAACCAGCTAGTACGCAATG

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -------------------------------------------TATGCCAAGTATGCTATTGGACGTGATGCGGCGGCGATGAAGGCTGTAGTGGGAGAA

DNA Hydnangium sp. AGTGCATTTTTGTGTGTGTAGGGCTAAACTCGGAGCGGGGTAGTATGCCAAGTATGCTATTGGACGTGATGCGGCGGCAT--AAGGCTGTAGTGGGAGAA

mRNA Laccaria bicolor -------------------------------------------TACGCCAAGTATGCGATAGGTCGTGACGCAGCCGCCATGAAGGCTGTTGTCGGCGAG

DNA Laccaria bicolor TCATCAATCAGTTAGTCCAGCTACTAACTTAAGCGATGTCTAGTACGCCAAGTATGCGATAGGTCGTGACGCAGCCGCCATGAAGGCTGTTGTCGGCGAG

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GAGGCGCTGTCTGCGGAAGACAAGCTGGCCCTGGAGTTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTCGTTGGACAAGGT-------------------------

DNA Hydnangium sp. GAGGCGCTGTCTGCGGAAGACAAGCTGGCCCTGGAGTTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTCGTTGGACAAGGTCAGTCGCTGCCATATATTAACTGAA

mRNA Laccaria bicolor GAAGCCTTATCATCGGAAGACAAGTTGGCCCTAGAATTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTTGTAGGACAAGG--------------------------

DNA Laccaria bicolor GAAGCCTTATCATCGGAAGACAAGTTGGCCCTAGAATTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTTGTAGGACAAGGTCAGTGTTCTGATTCCATTTTAATAT

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------GCTTATGAATCACACACGATCTTTGAATCACTTGATCTTGCGTGGTCGCTGTTGCGAATA

DNA Hydnangium sp. TAGCTGCCGATGATCGCCCGGATTGCTTATTTGTATAGGTGCTTATGAATCACGCACGATCTTTGAATCACTTGATCTTGCGTGGTCGCTGTTGCGAATA

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------------------CGCTTATGAATCGCGAACTATCTTCGAGTCTTTAGACCTAGCATGGTCTTTACTACGCATT

DNA Laccaria bicolor CGATTCACTAAAAGATCTTGTGTGG--------TACAGGCGCTTATGAATCGCGAACTATCTTCGAGTCTTTAGACCTAGCATGGTCTTTACTACGCATT

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TTCCCTAAAGAGCAGCTGAACCGGATTAATCCCAAGATCATCAGTGAGTTCTATGCACGCCGACCA-GCGAGGAAGCCGACCGAGGAAGTGAAACGGAAG

DNA Hydnangium sp. TTCCCTAAAGAGCAGCTGAACCGGATTAATCCCAAGATCATCAGTGAGTTCTATGCACGCCGACCA-GCGAGGAAGCCGACCGAGGAAGTGAAACGGAAG

mRNA Laccaria bicolor TTCCCCAAGGAGCAATTGAATCGGATCAACCCCAAGATCATTGCAGAATTCTACCGCCGCAAACCAAGCAAGAAAGCCACTTCCGGAGCCGAAGTTGATG

DNA Laccaria bicolor TTCCCCAAGGAGCAATTGAATCGGATCAACCCCAAGATCATTGCAGAATTCTACCGCCGCAAACCAAGCAAGAAAGCCACTTCCGGAGCCGAAGTTGATG

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GAGGAGGATTTGTTAATAGATGCCTAAATAAAAAGAATATAATGAGCTGCTATGTTATTGGCGACGCAATCTAAAGAAAAAAAGACAAAAAAAAAGAAAA

DNA Hydnangium sp. GAGGAGGATG----AAAAGGGGGGGAAGGG----------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GCTTAGAGGAGGA-ACAAGAGGAGAAACTAATTGACATGTAA----------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GCTTAGAGGAGGA-ACAAGAGGAGAAACTAATTGACATGTAA----------------------------------------------------------

. .

mRNA Hydnangium sp. AA

DNA Hydnangium sp. --

mRNA Laccaria bicolor --

DNA Laccaria bicolor --

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TGCGCGAGAAGAGGTCCCTGGTCGTCGCGGGTATCCCGGTTACATGTACACAGATTTATCAACCATCTATGAACGTGCAGGACGAGTGCAAGGCCGCAAT

DNA Laccaria bicolor TGCGCGAGAAGAGGTCCCTGGTCGTCGCGGGTATCCCGGTTACATGTACACAGATTTATCAACCATCTATGAACGTGCAGGACGAGTGCAAGGCCGCAAT

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGCTCGATAACCCAGATTCCCATCTTGACAATGCCTAACGATG---------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GGCTCGATAACCCAGATTCCCATCTTGACAATGCCTAACGATGGTATGTCGGTGGAAGGAGACTCGAACAACTCACCTTTCTTACCTTTCATTTTTCTCA

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -----------TTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACATCACCGAAGGACAGATTTTTGTAGATCGACAGCTACACAACCGCCAGA-TATACCCGCCCATC

DNA Hydnangium sp. -----------------------------------------------ACGAATT---GTAGATCGAC-GCTACACACCGCCTAGAATATACCCGCCCATC

mRNA Laccaria bicolor -ATATCACCCATCCTATTCCCGATTTGACCGGATACATCACGGAGGGCCAAATATTCGTTGATAGACAGCTGCACAATCGACAAA-TATATCCACCGATC

DNA Laccaria bicolor GATATCACCCATCCTATTCCCGATTTGACCGGATACATCACGGAGGGCCAAATATTCGTTGATAGACAGCTGCACAATCGACAAA-TATATCCACCGATC

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. AATGTTCTACCGTCGCTTTCGCGTCTGATGAAGAGTGCTATTGGAGAGAAGCTGACTAGGAAGGACCACGGTGACGTTTCGAATCAATTG----------

DNA Hydnangium sp. AATGTTCTACCGTCGCTTTCGCGTCTGATGAAGAGTGCTATTGGAGAGAAGCTGACTAGGAAGGACCACGGTGACGTTTCGAATCAATTGGTGGGTGCCT

mRNA Laccaria bicolor AACGTCCTTCCTTCTCTATCGCGTCTCATGAAGAGCGCGATCGGAGAGAAGCTCACGAGGAAAGATCACGGAGACGTGTCGAACCAGCTA----------

DNA Laccaria bicolor AACGTCCTTCCTTCTCTATCGCGTCTCATGAAGAGCGCGATCGGAGAGAAGCTCACGAGGAAAGATCACGGAGACGTGTCGAACCAGCTAGTACGCAATG

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -------------------------------------------TATGCCAAGTATGCTATTGGACGTGATGCGGCGGCGATGAAGGCTGTAGTGGGAGAA

DNA Hydnangium sp. AGTGCATTTTTGTGTGTGTAGGGCTAAACTCGGAGCGGGGTAGTATGCCAAGTATGCTATTGGACGTGATGCGGCGGCAT--AAGGCTGTAGTGGGAGAA

mRNA Laccaria bicolor -------------------------------------------TACGCCAAGTATGCGATAGGTCGTGACGCAGCCGCCATGAAGGCTGTTGTCGGCGAG

DNA Laccaria bicolor TCATCAATCAGTTAGTCCAGCTACTAACTTAAGCGATGTCTAGTACGCCAAGTATGCGATAGGTCGTGACGCAGCCGCCATGAAGGCTGTTGTCGGCGAG

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GAGGCGCTGTCTGCGGAAGACAAGCTGGCCCTGGAGTTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTCGTTGGACAAGGT-------------------------

DNA Hydnangium sp. GAGGCGCTGTCTGCGGAAGACAAGCTGGCCCTGGAGTTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTCGTTGGACAAGGTCAGTCGCTGCCATATATTAACTGAA

mRNA Laccaria bicolor GAAGCCTTATCATCGGAAGACAAGTTGGCCCTAGAATTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTTGTAGGACAAGG--------------------------

DNA Laccaria bicolor GAAGCCTTATCATCGGAAGACAAGTTGGCCCTAGAATTCCTTGACAAGTTTGAGCATCAGTTTGTAGGACAAGGTCAGTGTTCTGATTCCATTTTAATAT

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------GCTTATGAATCACACACGATCTTTGAATCACTTGATCTTGCGTGGTCGCTGTTGCGAATA

DNA Hydnangium sp. TAGCTGCCGATGATCGCCCGGATTGCTTATTTGTATAGGTGCTTATGAATCACGCACGATCTTTGAATCACTTGATCTTGCGTGGTCGCTGTTGCGAATA

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------------------CGCTTATGAATCGCGAACTATCTTCGAGTCTTTAGACCTAGCATGGTCTTTACTACGCATT

DNA Laccaria bicolor CGATTCACTAAAAGATCTTGTGTGG--------TACAGGCGCTTATGAATCGCGAACTATCTTCGAGTCTTTAGACCTAGCATGGTCTTTACTACGCATT

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TTCCCTAAAGAGCAGCTGAACCGGATTAATCCCAAGATCATCAGTGAGTTCTATGCACGCCGACCA-GCGAGGAAGCCGACCGAGGAAGTGAAACGGAAG

DNA Hydnangium sp. TTCCCTAAAGAGCAGCTGAACCGGATTAATCCCAAGATCATCAGTGAGTTCTATGCACGCCGACCA-GCGAGGAAGCCGACCGAGGAAGTGAAACGGAAG

mRNA Laccaria bicolor TTCCCCAAGGAGCAATTGAATCGGATCAACCCCAAGATCATTGCAGAATTCTACCGCCGCAAACCAAGCAAGAAAGCCACTTCCGGAGCCGAAGTTGATG

DNA Laccaria bicolor TTCCCCAAGGAGCAATTGAATCGGATCAACCCCAAGATCATTGCAGAATTCTACCGCCGCAAACCAAGCAAGAAAGCCACTTCCGGAGCCGAAGTTGATG

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GAGGAGGATTTGTTAATAGATGCCTAAATAAAAAGAATATAATGAGCTGCTATGTTATTGGCGACGCAATCTAAAGAAAAAAAGACAAAAAAAAAGAAAA

DNA Hydnangium sp. GAGGAGGATG----AAAAGGGGGGGAAGGG----------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GCTTAGAGGAGGA-ACAAGAGGAGAAACTAATTGACATGTAA----------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor GCTTAGAGGAGGA-ACAAGAGGAGAAACTAATTGACATGTAA----------------------------------------------------------

. .

mRNA Hydnangium sp. AA

DNA Hydnangium sp. --

mRNA Laccaria bicolor --

DNA Laccaria bicolor --
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Figura 7. Alinhamento das seqüências de cDNA e DNA genômico de Hydnangium 

sp. e de Laccaria bicolor para o gene que codifica ATP sintase. As 

regiões de anelamento dos oligonucleotídeos desenhados estão 

sublinhadas. As direções das amplificações estão mostradas. As caixas 

em destaque correspondem às regiões de localização dos íntrons 

encontrados em Laccaria bicolor e preditos em Hydnangium sp. por 

meio do alinhamento das seqüências de cDNA de Hydnangium sp. e 

cDNA e DNA genômico de Laccaria bicolor. As regiões em realce 

representam as seqüências dos íntrons de Hydnangium sp. para a 

seqüência parcial do gene que codifica ATP sintase. 

Continuação da Figura 7. 
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No caso do gene aat de Hydnangium sp., os três íntrons identificados 

também apresentaram tamanhos esperados para fungos. O íntron localizado na 

posição 983 possuindo tamanho de 52 pb, um íntron na posição 1.226 possuindo 

também um tamanho de 52 pb e um íntron na posição 1.399 possuindo tamanho 

de 46 pb. Os três íntrons possuem o sítio de processamento canônico 5’ GTA, 

entretanto os  dois íntrons com tamanhos de 52 pb possuem o sítio de 

processamento 3’ TAG e o íntron com 46 pb possui 3’ CAG (Figura 8 e Tabela 

4).  

Na região 3’ do cDNA do gene aat de Hydnangium sp., também foi 

encontrada uma seqüência AATAAA, localizada na posição 1.503, característica 

de sítios de poliadenilação (Balance, 1986; Gilmartin, 2005) (Figura 8). 

Em comparação com a região correspondente do gene aat em L. bicolor, 

três íntrons foram identificados nas mesmas posições do que os íntrons em 

Hydnangium sp. Os íntrons de L. bicolor apresentando os tamanhos de 49, 56 e 50 

pb localizam-se nas mesmas posições do que os íntrons de Hydnangium sp. com 

os tamanhos de 52, 52 e 46 pb. 

As seqüências dos genes atp e aat para os fungos basidiomicetos 

Hydnangium sp. e L. bicolor foram analisadas quanto à presença de íntrons. Não 

foram encontradas seqüências divergentes do padrão canônico GT – AG dos sítios 

de processamento dos íntrons nas seqüências analisadas, corroborando com a 

evidência de que a maioria dos íntrons de fungos segue o padrão canônico GT – 

AG.  Entretanto, para Neurospora crassa a análise genômica identificou íntrons 

com sítios de processamento não canônico GC – AG (Rep et al., 2006). Os 27 

íntrons identificados com a configuração GC – AG em N. grassa representaram 

1,2 %, uma freqüência maior do que a apresentada em Caenorhabditis elegans 

(0,6 %) e em mamíferos (0,7 %) (Rep et al., 2006). 
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ATGCTGCTTTCACGTATCGCCTCAAACTCCGGCCCTTCCTTTGCTCGTTCCATG----------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor ATGCTGCTTTCACGTATCGCCTCAAACTCCGGCCCTTCCTTTGCTCGTTCCATGGTTGGACCTTTCTCCCATTTCTCTCATTCTCCTTCTAACATTTGTC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ------TCTAACCAAGTCGTCATCGTCGCTGCTTCTCGTACCCCTGTCGGTTCCTTAAATGGTTCCCTCAAATCGTTTACCGCGCCTCAGCTCGGAACAT

DNA Laccaria bicolor TTCTAGTCTAACCAAGTCGTCATCGTCGCTGCTTCTCGTACCCCTGTCGGTTCCTTAAATGGTTCCCTCAAATCGTTTACCGCGCCTCAGCTCGGAACAT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TCGCTCTCAAGCATGCTCTTAGTTCCAAGAACATCGATCCTGCCTTTGTCGAGGAGGTGTACTTTGGCAATGTCGTCCAAGCTGGTGTTGGCCAGTCACC

DNA Laccaria bicolor TCGCTCTCAAGCATGCTCTTAGTTCCAAGAACATCGATCCTGCCTTTGTCGAGGAGGTGTACTTTGGCAATGTCGTCCAAGCTGGTGTTGGCCAGTCACC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CGCACGCCAAGTCGCTCTCGCTTCAGGCTTGAAGTCTACTTCCGATGCTACCACCATCAACAAGGTATGCGCAAGCGGTATGAAGTCTATCATACTCGCT

DNA Laccaria bicolor CGCACGCCAAGTCGCTCTCGCTTCAGGCTTGAAGTCTACTTCCGATGCTACCACCATCAACAAGGTATGCGCAAGCGGTATGAAGTCTATCATACTCGCT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GCCCAGAGCATCAAACTCGGCGACAATTCCGTCGTCGCTGCCGGTGGAATGGAAAGCATGAGCAACGCTCC-----------------------------

DNA Laccaria bicolor GCCCAGAGCATCAAACTCGGCGACAATTCCGTCGTCGCTGCCGGTGGAATGGAAAGCATGAGCAACGCTCCGTATGGATTCATCTTTATTTCCTTTTTGG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------------------------CTTCCTCTTGCCCCGACAAAACCCTGCATTCGGCAAGTTCACTGCGCGCGATTCACTTGAAAATGACGGCCTCT

DNA Laccaria bicolor TCTTGACAATAACCCAATTGACTCAGCTTCCTCTTGCCCCGACAAAACCCTGCATTCGGCAAGTTCACTGCGCGCGATTCACTTGAAAATGACGGCCTCT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGGATGTCTACAACAATTTTGCGATGGGTAATTGCGGTGAAGTGGCTGCCGAGAAGCATGGTATTTCGCGTCAGTCTCTTGATGAACATGCCATCGAGTC

DNA Laccaria bicolor GGGATGTCTACAACAATTTTGCGATGGGTAATTGCGGTGAAGTGGCTGCCGAGAAGCATGGTATTTCGCGTCAGTCTCTTGATGAACATGCCATCGAGTC

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ---------------------------------------------------------------------------------------TTCGAGCGGCCGC

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GTACAAGCGTGCTGCCCGCGCTTGGAAAGAGGGCGCCTTTGATGCTGAAATCGTTCCAATCACCGTCAAGGGGAAGAAGGGTGACACCATCGTCAGGGAG

DNA Laccaria bicolor GTACAAGCGTGCTGCCCGCGCTTGGAAAGAGGGCGCCTTTGATGCTGAAATCGTTCCAATCACCGTCAAGGGGAAGAAGGGTGACACCATCGTCAGGGAG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. CCGGGCAGGTACAAAAAAGTCATATTGGACAAGATCCCATCCCTCAAATCCGCCTTCAAGCCTGGAGGAAAAATAACAGCCGCCAATTCATCGACGCTCA

DNA Hydnangium sp. --------------------------------------------------------------TGGAGGAAAA-TCACAGCCGCCAATTCATCGACGCTCA

mRNA Laccaria bicolor GATGAGGAATACAGCAGAGTCATCTTTGACAAAGTTCCTACTCTCAAATCTGCTTTCAAGCAAGGTGGTGTGATCACTGCCGCCAACTCGTCTCCTCTCA

DNA Laccaria bicolor GATGAGGAATACAGCAGAGTCATCTTTGACAAAGTTCCTACTCTCAAATCTGCTTTCAAGCAAGGTGGTGTGATCACTGCCGCCAACTCGTCTCCTCTCA

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ATGATGGTGCTTCTGCTCTCATCCTCATGTCAGCAGAAAAGGCAAAGGAACTTGGTGTGACGCCTCTTGCCAAAATTCTTT-------------------

DNA Hydnangium sp. ATGATGGTGCTTCTGCTCTCATCCTCATGTCAGCAGAAAAGGCAAAGGAACTTGGTGTGACGCCTCTTGCCAAAATTCTTTGTAAGTATACGTTGCACTT

mRNA Laccaria bicolor GCGATGGTGCATCGGCATTAGTGTTGATGTCGGCTGAAAAGGCAAAGGAGCTTGGCGTAACACCTCTGGCCAAGGTCATCT-------------------

DNA Laccaria bicolor GCGATGGTGCATCGGCATTAGTGTTGATGTCGGCTGAAAAGGCAAAGGAGCTTGGCGTAACACCTCTGGCCAAGGTCATCTGTACGTATTTGGTGCTTGT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ---------------------------------CCTACGCCGACGCCGGCGTCGAGCCCATTGATTTCCCCGAGGCGCCTACCGTCGCACTCCCTTCTGC

DNA Hydnangium sp. GTAGTTCAAGTCAGCTAATCCCCTTCATCATAGCCTACGCCGACGCCGGCGTCGAGCCCATTGATTTCCCCGAGGCGCCTACCGTCGCACTCCCTTCTGC

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------------CATGGGCGGACGCCGGTGTCGATCCGATCGACTTCCCTGAGGCTCCTACCGTTGCCCTCCCAAAAGC

DNA Laccaria bicolor GTTATGGATTTACTATTGACACGTTCAC---AGCATGGGCGGACGCCGGTGTCGATCCGATCGACTTCCCTGAGGCTCCTACCGTTGCCCTCCCAAAAGC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TGTCAAGAAGGCTGGCCTGACCCTTGATGACATTTCTCTGTTCGAAGTCAACGAAGCATTCTCTGTTGTAGTCCGAATCACTGAAAAAGTTCTCGGAGTT

DNA Hydnangium sp. TGTCAAGAAGGCTGGCCTGACCCTTGATGACATTTCTCTGTTCGAAGTCA-CGAAGCATTCTCTGTTGTAGTCCGAATCACTGAAAA-GTTCTCGGAGTT

mRNA Laccaria bicolor ATTAGAAAAAGCTAATCTGACACTCGACGACATATCACTGTTTGAGCTCAACGAAGCCTTTTCTGTGGTTGTCCGCATCGCAGAAAAGACCTTCAACCTT

DNA Laccaria bicolor ATTAGAAAAAGCTAATCTGACACTCGACGACATATCACTGTTTGAGCTCAACGAAGCCTTTTCTGTGGTTGTCCGCATCGCAGAAAAGACCTTCAACCTT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GATTCGTCTAAGATCAATGTTAA--------------------------------------------------------TGGGGGTGCTGTTGCACTTGG

DNA Hydnangium sp. -ATTCGTCTAAGATCAATGTTATGGGTAAGTATTAAGTAATGATACGA-----GTCAGCCGCCTGATTCTCTGCGTTATTAGGGGTGCTGTTGCACTTGG

mRNA Laccaria bicolor GACCCCGCAAAGATCAATGTTAACGG--------------------------------------------------------TGGAGCTGTTGCTCTTGG

DNA Laccaria bicolor GACCCCGCAAAGATCAATGTTAACGGGTATGATCCATTTGCTTTCTTGCTGTTGTTGGTCTTGATGTAATTCGCCGAATCAGTGGAGCTGTTGCTCTTGG

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ATGCTGCTTTCACGTATCGCCTCAAACTCCGGCCCTTCCTTTGCTCGTTCCATG----------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor ATGCTGCTTTCACGTATCGCCTCAAACTCCGGCCCTTCCTTTGCTCGTTCCATGGTTGGACCTTTCTCCCATTTCTCTCATTCTCCTTCTAACATTTGTC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ------TCTAACCAAGTCGTCATCGTCGCTGCTTCTCGTACCCCTGTCGGTTCCTTAAATGGTTCCCTCAAATCGTTTACCGCGCCTCAGCTCGGAACAT

DNA Laccaria bicolor TTCTAGTCTAACCAAGTCGTCATCGTCGCTGCTTCTCGTACCCCTGTCGGTTCCTTAAATGGTTCCCTCAAATCGTTTACCGCGCCTCAGCTCGGAACAT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TCGCTCTCAAGCATGCTCTTAGTTCCAAGAACATCGATCCTGCCTTTGTCGAGGAGGTGTACTTTGGCAATGTCGTCCAAGCTGGTGTTGGCCAGTCACC

DNA Laccaria bicolor TCGCTCTCAAGCATGCTCTTAGTTCCAAGAACATCGATCCTGCCTTTGTCGAGGAGGTGTACTTTGGCAATGTCGTCCAAGCTGGTGTTGGCCAGTCACC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CGCACGCCAAGTCGCTCTCGCTTCAGGCTTGAAGTCTACTTCCGATGCTACCACCATCAACAAGGTATGCGCAAGCGGTATGAAGTCTATCATACTCGCT

DNA Laccaria bicolor CGCACGCCAAGTCGCTCTCGCTTCAGGCTTGAAGTCTACTTCCGATGCTACCACCATCAACAAGGTATGCGCAAGCGGTATGAAGTCTATCATACTCGCT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GCCCAGAGCATCAAACTCGGCGACAATTCCGTCGTCGCTGCCGGTGGAATGGAAAGCATGAGCAACGCTCC-----------------------------

DNA Laccaria bicolor GCCCAGAGCATCAAACTCGGCGACAATTCCGTCGTCGCTGCCGGTGGAATGGAAAGCATGAGCAACGCTCCGTATGGATTCATCTTTATTTCCTTTTTGG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------------------------CTTCCTCTTGCCCCGACAAAACCCTGCATTCGGCAAGTTCACTGCGCGCGATTCACTTGAAAATGACGGCCTCT

DNA Laccaria bicolor TCTTGACAATAACCCAATTGACTCAGCTTCCTCTTGCCCCGACAAAACCCTGCATTCGGCAAGTTCACTGCGCGCGATTCACTTGAAAATGACGGCCTCT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGGATGTCTACAACAATTTTGCGATGGGTAATTGCGGTGAAGTGGCTGCCGAGAAGCATGGTATTTCGCGTCAGTCTCTTGATGAACATGCCATCGAGTC

DNA Laccaria bicolor GGGATGTCTACAACAATTTTGCGATGGGTAATTGCGGTGAAGTGGCTGCCGAGAAGCATGGTATTTCGCGTCAGTCTCTTGATGAACATGCCATCGAGTC

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ---------------------------------------------------------------------------------------TTCGAGCGGCCGC

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GTACAAGCGTGCTGCCCGCGCTTGGAAAGAGGGCGCCTTTGATGCTGAAATCGTTCCAATCACCGTCAAGGGGAAGAAGGGTGACACCATCGTCAGGGAG

DNA Laccaria bicolor GTACAAGCGTGCTGCCCGCGCTTGGAAAGAGGGCGCCTTTGATGCTGAAATCGTTCCAATCACCGTCAAGGGGAAGAAGGGTGACACCATCGTCAGGGAG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. CCGGGCAGGTACAAAAAAGTCATATTGGACAAGATCCCATCCCTCAAATCCGCCTTCAAGCCTGGAGGAAAAATAACAGCCGCCAATTCATCGACGCTCA

DNA Hydnangium sp. --------------------------------------------------------------TGGAGGAAAA-TCACAGCCGCCAATTCATCGACGCTCA

mRNA Laccaria bicolor GATGAGGAATACAGCAGAGTCATCTTTGACAAAGTTCCTACTCTCAAATCTGCTTTCAAGCAAGGTGGTGTGATCACTGCCGCCAACTCGTCTCCTCTCA

DNA Laccaria bicolor GATGAGGAATACAGCAGAGTCATCTTTGACAAAGTTCCTACTCTCAAATCTGCTTTCAAGCAAGGTGGTGTGATCACTGCCGCCAACTCGTCTCCTCTCA

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ATGATGGTGCTTCTGCTCTCATCCTCATGTCAGCAGAAAAGGCAAAGGAACTTGGTGTGACGCCTCTTGCCAAAATTCTTT-------------------

DNA Hydnangium sp. ATGATGGTGCTTCTGCTCTCATCCTCATGTCAGCAGAAAAGGCAAAGGAACTTGGTGTGACGCCTCTTGCCAAAATTCTTTGTAAGTATACGTTGCACTT

mRNA Laccaria bicolor GCGATGGTGCATCGGCATTAGTGTTGATGTCGGCTGAAAAGGCAAAGGAGCTTGGCGTAACACCTCTGGCCAAGGTCATCT-------------------

DNA Laccaria bicolor GCGATGGTGCATCGGCATTAGTGTTGATGTCGGCTGAAAAGGCAAAGGAGCTTGGCGTAACACCTCTGGCCAAGGTCATCTGTACGTATTTGGTGCTTGT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ---------------------------------CCTACGCCGACGCCGGCGTCGAGCCCATTGATTTCCCCGAGGCGCCTACCGTCGCACTCCCTTCTGC

DNA Hydnangium sp. GTAGTTCAAGTCAGCTAATCCCCTTCATCATAGCCTACGCCGACGCCGGCGTCGAGCCCATTGATTTCCCCGAGGCGCCTACCGTCGCACTCCCTTCTGC

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------------CATGGGCGGACGCCGGTGTCGATCCGATCGACTTCCCTGAGGCTCCTACCGTTGCCCTCCCAAAAGC

DNA Laccaria bicolor GTTATGGATTTACTATTGACACGTTCAC---AGCATGGGCGGACGCCGGTGTCGATCCGATCGACTTCCCTGAGGCTCCTACCGTTGCCCTCCCAAAAGC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TGTCAAGAAGGCTGGCCTGACCCTTGATGACATTTCTCTGTTCGAAGTCAACGAAGCATTCTCTGTTGTAGTCCGAATCACTGAAAAAGTTCTCGGAGTT

DNA Hydnangium sp. TGTCAAGAAGGCTGGCCTGACCCTTGATGACATTTCTCTGTTCGAAGTCA-CGAAGCATTCTCTGTTGTAGTCCGAATCACTGAAAA-GTTCTCGGAGTT

mRNA Laccaria bicolor ATTAGAAAAAGCTAATCTGACACTCGACGACATATCACTGTTTGAGCTCAACGAAGCCTTTTCTGTGGTTGTCCGCATCGCAGAAAAGACCTTCAACCTT

DNA Laccaria bicolor ATTAGAAAAAGCTAATCTGACACTCGACGACATATCACTGTTTGAGCTCAACGAAGCCTTTTCTGTGGTTGTCCGCATCGCAGAAAAGACCTTCAACCTT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GATTCGTCTAAGATCAATGTTAA--------------------------------------------------------TGGGGGTGCTGTTGCACTTGG

DNA Hydnangium sp. -ATTCGTCTAAGATCAATGTTATGGGTAAGTATTAAGTAATGATACGA-----GTCAGCCGCCTGATTCTCTGCGTTATTAGGGGTGCTGTTGCACTTGG

mRNA Laccaria bicolor GACCCCGCAAAGATCAATGTTAACGG--------------------------------------------------------TGGAGCTGTTGCTCTTGG

DNA Laccaria bicolor GACCCCGCAAAGATCAATGTTAACGGGTATGATCCATTTGCTTTCTTGCTGTTGTTGGTCTTGATGTAATTCGCCGAATCAGTGGAGCTGTTGCTCTTGG

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ATGCTGCTTTCACGTATCGCCTCAAACTCCGGCCCTTCCTTTGCTCGTTCCATG----------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor ATGCTGCTTTCACGTATCGCCTCAAACTCCGGCCCTTCCTTTGCTCGTTCCATGGTTGGACCTTTCTCCCATTTCTCTCATTCTCCTTCTAACATTTGTC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ------TCTAACCAAGTCGTCATCGTCGCTGCTTCTCGTACCCCTGTCGGTTCCTTAAATGGTTCCCTCAAATCGTTTACCGCGCCTCAGCTCGGAACAT

DNA Laccaria bicolor TTCTAGTCTAACCAAGTCGTCATCGTCGCTGCTTCTCGTACCCCTGTCGGTTCCTTAAATGGTTCCCTCAAATCGTTTACCGCGCCTCAGCTCGGAACAT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor TCGCTCTCAAGCATGCTCTTAGTTCCAAGAACATCGATCCTGCCTTTGTCGAGGAGGTGTACTTTGGCAATGTCGTCCAAGCTGGTGTTGGCCAGTCACC

DNA Laccaria bicolor TCGCTCTCAAGCATGCTCTTAGTTCCAAGAACATCGATCCTGCCTTTGTCGAGGAGGTGTACTTTGGCAATGTCGTCCAAGCTGGTGTTGGCCAGTCACC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor CGCACGCCAAGTCGCTCTCGCTTCAGGCTTGAAGTCTACTTCCGATGCTACCACCATCAACAAGGTATGCGCAAGCGGTATGAAGTCTATCATACTCGCT

DNA Laccaria bicolor CGCACGCCAAGTCGCTCTCGCTTCAGGCTTGAAGTCTACTTCCGATGCTACCACCATCAACAAGGTATGCGCAAGCGGTATGAAGTCTATCATACTCGCT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GCCCAGAGCATCAAACTCGGCGACAATTCCGTCGTCGCTGCCGGTGGAATGGAAAGCATGAGCAACGCTCC-----------------------------

DNA Laccaria bicolor GCCCAGAGCATCAAACTCGGCGACAATTCCGTCGTCGCTGCCGGTGGAATGGAAAGCATGAGCAACGCTCCGTATGGATTCATCTTTATTTCCTTTTTGG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor --------------------------CTTCCTCTTGCCCCGACAAAACCCTGCATTCGGCAAGTTCACTGCGCGCGATTCACTTGAAAATGACGGCCTCT

DNA Laccaria bicolor TCTTGACAATAACCCAATTGACTCAGCTTCCTCTTGCCCCGACAAAACCCTGCATTCGGCAAGTTCACTGCGCGCGATTCACTTGAAAATGACGGCCTCT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GGGATGTCTACAACAATTTTGCGATGGGTAATTGCGGTGAAGTGGCTGCCGAGAAGCATGGTATTTCGCGTCAGTCTCTTGATGAACATGCCATCGAGTC

DNA Laccaria bicolor GGGATGTCTACAACAATTTTGCGATGGGTAATTGCGGTGAAGTGGCTGCCGAGAAGCATGGTATTTCGCGTCAGTCTCTTGATGAACATGCCATCGAGTC

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ---------------------------------------------------------------------------------------TTCGAGCGGCCGC

DNA Hydnangium sp. ----------------------------------------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor GTACAAGCGTGCTGCCCGCGCTTGGAAAGAGGGCGCCTTTGATGCTGAAATCGTTCCAATCACCGTCAAGGGGAAGAAGGGTGACACCATCGTCAGGGAG

DNA Laccaria bicolor GTACAAGCGTGCTGCCCGCGCTTGGAAAGAGGGCGCCTTTGATGCTGAAATCGTTCCAATCACCGTCAAGGGGAAGAAGGGTGACACCATCGTCAGGGAG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. CCGGGCAGGTACAAAAAAGTCATATTGGACAAGATCCCATCCCTCAAATCCGCCTTCAAGCCTGGAGGAAAAATAACAGCCGCCAATTCATCGACGCTCA

DNA Hydnangium sp. --------------------------------------------------------------TGGAGGAAAA-TCACAGCCGCCAATTCATCGACGCTCA

mRNA Laccaria bicolor GATGAGGAATACAGCAGAGTCATCTTTGACAAAGTTCCTACTCTCAAATCTGCTTTCAAGCAAGGTGGTGTGATCACTGCCGCCAACTCGTCTCCTCTCA

DNA Laccaria bicolor GATGAGGAATACAGCAGAGTCATCTTTGACAAAGTTCCTACTCTCAAATCTGCTTTCAAGCAAGGTGGTGTGATCACTGCCGCCAACTCGTCTCCTCTCA

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ATGATGGTGCTTCTGCTCTCATCCTCATGTCAGCAGAAAAGGCAAAGGAACTTGGTGTGACGCCTCTTGCCAAAATTCTTT-------------------

DNA Hydnangium sp. ATGATGGTGCTTCTGCTCTCATCCTCATGTCAGCAGAAAAGGCAAAGGAACTTGGTGTGACGCCTCTTGCCAAAATTCTTTGTAAGTATACGTTGCACTT

mRNA Laccaria bicolor GCGATGGTGCATCGGCATTAGTGTTGATGTCGGCTGAAAAGGCAAAGGAGCTTGGCGTAACACCTCTGGCCAAGGTCATCT-------------------

DNA Laccaria bicolor GCGATGGTGCATCGGCATTAGTGTTGATGTCGGCTGAAAAGGCAAAGGAGCTTGGCGTAACACCTCTGGCCAAGGTCATCTGTACGTATTTGGTGCTTGT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. ---------------------------------CCTACGCCGACGCCGGCGTCGAGCCCATTGATTTCCCCGAGGCGCCTACCGTCGCACTCCCTTCTGC

DNA Hydnangium sp. GTAGTTCAAGTCAGCTAATCCCCTTCATCATAGCCTACGCCGACGCCGGCGTCGAGCCCATTGATTTCCCCGAGGCGCCTACCGTCGCACTCCCTTCTGC

mRNA Laccaria bicolor ---------------------------------CATGGGCGGACGCCGGTGTCGATCCGATCGACTTCCCTGAGGCTCCTACCGTTGCCCTCCCAAAAGC

DNA Laccaria bicolor GTTATGGATTTACTATTGACACGTTCAC---AGCATGGGCGGACGCCGGTGTCGATCCGATCGACTTCCCTGAGGCTCCTACCGTTGCCCTCCCAAAAGC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TGTCAAGAAGGCTGGCCTGACCCTTGATGACATTTCTCTGTTCGAAGTCAACGAAGCATTCTCTGTTGTAGTCCGAATCACTGAAAAAGTTCTCGGAGTT

DNA Hydnangium sp. TGTCAAGAAGGCTGGCCTGACCCTTGATGACATTTCTCTGTTCGAAGTCA-CGAAGCATTCTCTGTTGTAGTCCGAATCACTGAAAA-GTTCTCGGAGTT

mRNA Laccaria bicolor ATTAGAAAAAGCTAATCTGACACTCGACGACATATCACTGTTTGAGCTCAACGAAGCCTTTTCTGTGGTTGTCCGCATCGCAGAAAAGACCTTCAACCTT

DNA Laccaria bicolor ATTAGAAAAAGCTAATCTGACACTCGACGACATATCACTGTTTGAGCTCAACGAAGCCTTTTCTGTGGTTGTCCGCATCGCAGAAAAGACCTTCAACCTT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. GATTCGTCTAAGATCAATGTTAA--------------------------------------------------------TGGGGGTGCTGTTGCACTTGG

DNA Hydnangium sp. -ATTCGTCTAAGATCAATGTTATGGGTAAGTATTAAGTAATGATACGA-----GTCAGCCGCCTGATTCTCTGCGTTATTAGGGGTGCTGTTGCACTTGG

mRNA Laccaria bicolor GACCCCGCAAAGATCAATGTTAACGG--------------------------------------------------------TGGAGCTGTTGCTCTTGG

DNA Laccaria bicolor GACCCCGCAAAGATCAATGTTAACGGGTATGATCCATTTGCTTTCTTGCTGTTGTTGGTCTTGATGTAATTCGCCGAATCAGTGGAGCTGTTGCTCTTGG

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
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. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TCATGCTATCGGAAACTCCGGCGCACGGATTATCGTTTCCCTTGTTCATGCCCTTAAGTCAGGACAATATGGTGCTGCGGGCGTTTGCAATGGGGGTGGT

DNA Hydnangium sp. TCATGCTATCGGAAACTCCGGCGCACGGATTATCGTTTCCCTTGTTCATGCCCTTA-GTCAGGACAATATGGTGCTGCGGGCGTTTGCAATGGGGTGAGT

mRNA Laccaria bicolor TCATGCCATCGGAAACTCTGGTTCGCGTATCGTTATTTCGCTCGTTCACGCCCTCAAGTCTGGCCAATACGGTGCCGCGGGTATTTGCAATGGGG-----

DNA Laccaria bicolor TCATGCCATCGGAAACTCTGGTTCGCGTATCGTTATTTCGCTCGTTCACGCCCTCAAGTCTGGCCAATACGGTGCCGCGGGTATTTGCAATGGGGTGAGT

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. -----GCTGCTTCAGCTATCGTAATTCAG--AAACTATAGTCATATAGATTGCGCATTTCTATACCTGTACAACACTTATTGGAATAAACACGATCATAC

DNA Hydnangium sp. AACTCGATACTTTACACGTGCTTACTCT---AAACTGTGATT-CACAGGGTG-GTGCTGCTTCAGCTAT------CGTAATTCAGAAACTATAGTCATAT

mRNA Laccaria bicolor -------------------------------------------------GTG-GAGCCGCATCAGCAAT------CGTCGTACAAAAGTTGTAA------

DNA Laccaria bicolor TTACTATTTTCGTGTGCAAAAATTGTATATTCTGACAACATCTCAAAGGGTG-GAGCCGCATCAGCAAT------CGTCGTACAAAAGTTGTAA------

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TCAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAATCGAATTCCNAANGCCGCCGGGGCGGCCGGGAGCATGCGATGCAA

DNA Hydnangium sp. AGATTGCGCATTTCTATACCTGTACAACAC----------------------------------------------------------------------

mRNA Laccaria bicolor ----------------------------------------------------------------------------------------------------

DNA Laccaria bicolor ----------------------------------------------------------------------------------------------------

1610 1620 1630

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. NCGCCCAGGTCGCCCTATAGGAGTCGAANCAATCA

DNA Hydnangium sp. -----------------------------------

mRNA Laccaria bicolor -----------------------------------

DNA Laccaria bicolor -----------------------------------

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

cDNA

H01SH3GENR2

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

mRNA Hydnangium sp. TCATGCTATCGGAAACTCCGGCGCACGGATTATCGTTTCCCTTGTTCATGCCCTTAAGTCAGGACAATATGGTGCTGCGGGCGTTTGCAATGGGGGTGGT

DNA Hydnangium sp. TCATGCTATCGGAAACTCCGGCGCACGGATTATCGTTTCCCTTGTTCATGCCCTTA-GTCAGGACAATATGGTGCTGCGGGCGTTTGCAATGGGGTGAGT

mRNA Laccaria bicolor TCATGCCATCGGAAACTCTGGTTCGCGTATCGTTATTTCGCTCGTTCACGCCCTCAAGTCTGGCCAATACGGTGCCGCGGGTATTTGCAATGGGG-----

DNA Laccaria bicolor TCATGCCATCGGAAACTCTGGTTCGCGTATCGTTATTTCGCTCGTTCACGCCCTCAAGTCTGGCCAATACGGTGCCGCGGGTATTTGCAATGGGGTGAGT
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Figura 8. Alinhamento das seqüências de cDNA e DNA genômico de 

Hydnangium sp. e de Laccaria bicolor para o gene que codifica acetil-

CoA acetiltransferase. As regiões de anelamento dos 

oligonucleotídeos desenhados estão sublinhadas. As direções das 

amplificações estão mostradas. As caixas em destaque correspondem 

às regiões de localização dos íntrons encontrados em Laccaria bicolor 

e preditos em Hydnangium sp. por meio do alinhamento das 

seqüências de cDNA de Hydnangium sp. e cDNA e DNA genômico 

de Laccaria bicolor. As regiões em realce representam as seqüências 

dos íntrons de Hydnangium sp. para a seqüência parcial do gene que 

codifica acetil-CoA acetiltransferase. 

 

Continuação da Figura 8. 
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Tabela 4. Número e posição de íntrons em genes de diferentes espécies de fungos.  

Espécie Gene Nº de 
íntrons 

Compri- 
mento (bp) 

Sítio 5’ de 
processamento 

Sítio 3’ de 
processamento 

Referência 

glaA 4-5 169 GTACGT CAG Boel et al., 
1984 

 

Aspergillus 

niger niaD 6 54 GTACGT CAG Unkless et 
al., 1992 

Aspergillus  

oryzae 
glaA 4 56 GTACGT CAG Hata et al., 

1991 
Coprinus 

cinereus 

dst1 1 68 GTACGT CAG Terashima et 
al., 2005 

A. oryzae glaA 4 49 GTACGT TAG Hata et al., 
1991 

A. niger pmeA 6 50 GTACGT TAG Khanh et al., 
1991 

Pleurotus 

ostreatus 

lccK 19 49 GTACGT TAG Okamoto et 
al., 2003 

Penicillium 

chrysogenum 

acyA 3 69 GTACGT AAG Smith et al., 
1990 

Laccaria  

bicolor 
atp 9 63 GTACGT CAG 

L. bicolor aat 5 49  GTACGT CAG 

Martin et al., 
2008 

P. chrysogenum pgk 2 62 GTATGT CAG Van 
Solingen et 
al., 1988 

glaA 4-5 55 GTATGT CAG Boel et al., 
1984 

pmeA 6 54 GTATGT CAG Khanh et al., 
1991 

 

 

A. niger 

pacA 2 201 GTATGT CAG MacRae et 
al., 1988 

glaA 4-5 75 GTATGT TAG Boel et al., 
1984 

 

 

A. niger 

 

pelA 4 52 GTATGT TAG Kusters-van 
Someren et 
al., 1991 

L. bicolor atp 9 58 GTATGT CAG Martin et al., 
2008 

A. niger  glaA 8 65 GTATGG CAG Boel et al., 
1984 

A. oryzae amy1,2,3, 
amyA,B,C 

8 65 GTATGG CAG Wirsel et al., 
1989 

55 GTATGG CAG L. bicolor aat 5 
56 GTATGA CAG 

L. bicolor atp 9 48 GTAAGC CAG 

Martin et al., 
2008 

55 GTAAGT CAG Okamoto et 
al., 2003 

P.  ostreatus 

 

 

lccK 
 
19 

49 GTAAGT TAG Okamoto et 
al., 2003 

52 GTAAGT TAG 
52 GTAAGT TAG 

 

Hydnangium sp. 
 

aat 
 
Indeter- 
minado 46 GTAACT CAG 

Este 
trabalho 

P. ostreatus lccK 19 57 GTACGC TAG Okamoto et 
al., 2003 

L. bicolor atp 9 53 GTACGC TAG Martin et al., 
2008 
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Continuação da Tabela 4. 

 

A. niger 

 

adlA 3 57 GTGAGT TAG  O’Connell 
et al., 1989 

Tuber borchii ubi 2 116 GTGAGT TAG Zeppa et al., 
2001 

A. niger  niaD 6 51 GTGAGA CAG Unkless et 
al., 1992 

amdS 6 51 GTGGGT TAG Gomi et al., 
1991 

A. oryzae 

 

glaA 4 50 GTGAGC CAG Hata et al., 
1991 

P. chrysogenum acyA 3 68 GTGAGT CAG Smith et al., 
1990 

cbh1 2 63 GTGAGT CAG Shoemaker 
et al., 1983. 

Trichoderma 

reesei 

 egl1 2 70 GTGAGC CAG Pentillä et 
al., 1986 

6 63 GTGCGC CAG Hori et al., 
1991 

 

ras 

6 63 GTGTGG CAG Hori et al., 
1991 

 

Lentinula edodes 

pril 2 52 GTGGGT TAG Hori et al., 
1991 

Hydnangium sp. atp Indeter-
minado 

53 GTGGGT TAG Este 
trabalho 

L. bicolor atp 9 53 GTGAAT TAG Martin et al., 
2008 

L. edodes ras 6 52 GTCAGC CAG Hori et al., 
1991 

L. bicolor atp 9 57 GTCAGT CAG Martin et al., 
2008 

Hydnangium sp. atp Indeter-
minado 

65 GTCAGT TAG Este 
trabalho 

atp 9 53 GTCTTC TAG  

L. bicolor aat 

 

5 
 

52 GTTGGA TAG 
Martin et al., 
2008 

Armillaria 

mellea 

lac 13 53 GTTGGT TAG Misiek & 
Hoffmeister, 
2007 

aat 5 50 GTTTAC AAG L. bicolor 

atp 9 60 GTTTGA CAG 
Martin et al., 
2008 

A. mellea lac 13 52 GTTTGT TAG Misiek & 
Hoffmeister, 
2007 

L. edodes ras 6 58 GTTAGT TAG Hori et al., 
1991 

L. bicolor atp 9 53 GTTAGT AAG Martin et al., 
2008 

Os íntrons relativos aos genes para Hydnangium sp. estão em negrito. 

 

A Figura 9 esquematiza a posição dos íntrons de Hydnangium sp. e de L. 

bicolor nos genes atp e aat. Nesta figura podemos visualizar a distribuição dos 

íntrons nos dois genes analisados em L. bicolor e parcialmente em Hydnangium 
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sp. A região correspondente em ambas as seqüências em Hydnangium sp. e em L. 

bicolor foram analisadas e foi observado o mesmo padrão de íntrons, com 

tamanhos iguais ou aproximados, localizados nas mesmas posições e todos 

seguindo o padrão canônico 5’ GT – 3’ AG nos sítios de processamento.   

A seqüência de DNA do gene atp de L. bicolor possui um tamanho de 

2.132 pb e contém nove íntrons. Quatro desses íntrons seguem o padrão canônico 

mais comum GTA (com tamanhos de 63 pb, 48 pb, 58 pb e 53 pb), enquanto que 

dois íntrons possuem a seqüência trinucleotídica GTT (53 pb e 60 pb), dois 

possuem a seqüência GTC (53 pb e 57 pb) e um possui a seqüência GTG (53 pb), 

no sítio de processamento 5’. No sítio de processamento 3’, quatro possuem o 

padrão TAG, cinco possuem o padrão CAG e um a seqüência AAG (Figura 9). 

A seqüência de DNA do gene aat de L. bicolor possui um tamanho de 

1.484 pb e contém cinco íntrons. Três desses íntrons seguem o padrão canônico 

mais comum GTA (com tamanhos de 55 pb, 49 pb e 56 pb) e dois possuem a 

seqüência GTT (52 pb e 50 pb), no sítio de processamento 5’. No sítio de 

processamento 3’, três possuem o padrão CAG, um o padrão TAG e um AAG 

(Figura 7 e 13). 

Para as seqüências parciais dos genes correspondentes de Hydnangium sp., 

foram identificados dois íntrons no gene atp e três íntrons no gene aat (Figuras 7, 

8 e 9). Como L. bicolor e Hydnangium sp. são espécies muito próximas, 

pertencentes à família Hydnangiaceae, é possível que haja o mesmo número de 

íntrons para os genes em estudo e, possivelmente, localizados nas mesmas 

posições nos genomas. Porém, a avaliação das seqüências completas dos genes 

atp e aat é necessária para confirmar o número correto de íntrons nesses genes em 

Hydnangium sp., pois a identificação correta de todos os íntrons é importante no 

estudo da organização desses genes (Davis et al., 2000). 
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3. Análise filogenética dos genes que codificam ATP sintase e acetil-

CoA acetiltransferase 

 
Em Hydnangium sp., a seqüência de cDNA de parte do gene atp (594 pb) 

corresponde a uma ORF putativa com uma proteína deduzida de 126 aminoácidos, 

enquanto que a seqüência de cDNA de parte do gene aat (733 pb) processa uma 

ORF de 132 aminoácidos. Em Laccaria bicolor, a seqüência de cDNA do gene 

atp corresponde a uma ORF putativa de 1.554 pb, com uma proteína deduzida de 

517 aminoácidos, enquanto que a seqüência de cDNA do gene aat corresponde a 

uma ORF de 1.218 pb, com uma proteína deduzida de 405 aminoácidos. 

Laccaria bicolor

Hydnangium sp.

aat

Laccaria bicolor

Hydnangium sp.

atp

Posíção dos íntronsOrganismoGene

Laccaria bicolor

Hydnangium sp.

aat

Laccaria bicolor

Hydnangium sp.

atp

Posíção dos íntronsOrganismoGene

63 53 57

6553

535853604853

52

52 55 49 56

52

50

46

ATG TAA

ATG TAA
 

Figura 9. Posição dos íntrons identificados em Hydnangium sp. e em Laccaria 

bicolor para os genes atp e aat. As barras verticais correspondem 

aos íntrons, com o tamanho em pares de bases representado acima 

de cada íntron. A posição +1 correspondente ao códon de início da 

tradução ATG e o códon de terminação TAA estão representados 

nas seqüências completas dos genes atp e aat de Laccaria bicolor. 
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 Para as análises filogenéticas, foram utilizadas as seqüências de 

aminoácidos deduzidas das seqüências correspondentes aos genes atp e aat 

obtidas após o blast com as seqüências de cDNAs dos genes de Hydnangium sp. 

(Tabelas 2 e 3).  

A análise filogenética utilizando as seqüências deduzidas de polipeptídeos 

do gene atp permitiu observar também a separação dos grupos distintos, 

correlacionando diretamente com a categoria taxonômica a qual cada organismo 

pertence.  A Figura 10 mostra a separação em dois ramos pertencentes a filos 

diferentes de fungos, Basidiomycota e Ascomycota. Dentre os fungos 

ascomicetos, foi verificada a separação nos subfilos Sacaromycotina e 

Pezizomycotina. Os fungos basidiomicetes também foram separados em dois 

subfilos, Agaricomycotina e Ustilaginomycotina. Hydnangium sp. e L. bicolor 

foram agrupados no mesmo ramo. Os dois pertencem à ordem Agaricales.  
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Figura 10. Análise filogenética da seqüência deduzida da proteína ATP sintase. 

A árvore foi baseada na comparação de seqüências de polipeptídeos 

do gene atp de Hydnangium sp. com outras espécies. A construção foi  
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Figura 11. Análise filogenética da seqüência deduzida da proteína acetil-CoA 

acetiltransferase. A árvore consenso foi baseada na comparação de 

seqüências de polipeptídeos do gene aat de Hydnangium sp. com outras 

espécies. A construção foi baseada no método de Neighbor-joining 

utilizando o modelo de substituição distância p. Os valores de 

bootstrap de 1000 réplicas estão indicados na parte superior de cada 

ramo, em cada uma das árvores construídas. A distância dos ramos 

está indicada na parte inferior. 

 

Basidiomycota

Chordata

Ascomycota

Equus caballus

Bos taurus

Canis familiaris

Monodelphis domestica

Gallus gallus

Xenopus laevis

Salmo salar

Danio rerio

Hydnangium sp.

Laccaria bicolor

Coprinopsis cinerea

Phaeosphaeria nodorum

Aspergillus fumigatus

Sclerotinia sclerotiorum

Magnaporthe grisea

Gibberella zeae

Chaetomium globosum

94

92

99

96

99

98

100

98

100

39

69

98

100

0.05

Basidiomycota

Chordata

Ascomycota

Equus caballus

Bos taurus

Canis familiaris

Monodelphis domestica

Gallus gallus

Xenopus laevis

Salmo salar

Danio rerio

Hydnangium sp.

Laccaria bicolor

Coprinopsis cinerea

Phaeosphaeria nodorum

Aspergillus fumigatus

Sclerotinia sclerotiorum

Magnaporthe grisea

Gibberella zeae

Chaetomium globosum

94

92

99

96

99

98

100

98

100

39

69

98

100

0.05  

baseada no método de Neighbor-joining utilizando o modelo de 

substituição distância p. Os valores de bootstrap de 1000 réplicas 

estão indicados na parte superior de cada ramo, em cada uma das 

árvores construídas. A distância dos ramos está indicada na parte 

inferior. 
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A análise filogenética utilizando as seqüências deduzidas de polipeptídeos 

do gene aat permitiu observar também a separação dos grupos distintos, 

correlacionando diretamente com a categoria taxonômica a qual cada organismo 

pertence. A análise revelou a separação em grupos dos dois grandes reinos 

utilizados: Fungi e Animalia, por meio dos filos Basidiomycota, Ascomycota e 

Chordata (Figura 11). As seqüências utilizadas para essa análise contemplaram 

diversas espécies de fungos e de vertebrados, diferindo da análise para o gene atp, 

onde todos os organismos apresentados eram do reino Fungi.  

Dentre os fungos, formaram-se dois grupos separando as espécies 

pertencentes ao filo Basidiomycota e Ascomycota. Nessas análises, Hydnangium 

sp. apresentou-se em um ramo irmão ao ramo de L. bicolor (Figuras 11). A 

análise filogenética indicou que as seqüências polipeptídicas de acetil-CoA 

acetiltransferase de Hydnangium sp. são similares com as proteínas 

correspondentes a acetil-CoA acetiltransferase de outros fungos.  

Vários genes têm sido utilizados para a realização de análises 

filogenéticas. As seqüências dos genes correspondentes à subunidade seis do 

complexo da ATP sintase (atp6), tiveram sua relação filogenética construída para 

várias espécies de fungos da ordem Boletales (Kretzer & Bruns, 1999). As 

seqüências dos genes que codificam acetil-CoA acetiltransferase em fungos, 

bactérias, plantas e mamíferos também tiveram a análise filogenética realizada 

(Hiremath et al., 2006). 

A relação filogenética proposta para as seqüências deduzidas de 

aminoácidos, para ambos os genes, separou corretamente os grupos, corroborando 

a classificação do fungo Hydnangium sp. como pertencente à mesma família que 

L. bicolor. 
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CONCLUSÕES 

 

A síntese in vitro de ectomicorriza desenvolvida neste trabalho demonstrou 

a interação das hifas do fungo basidiomiceto Hydnangium sp. e as raízes de 

Eucalyptus grandis e o estabelecimento da ectomicorriza. As fases de formação 

da ectomicorriza entre Hydnangium sp. e E. grandis foram identificadas por meio 

de análises das estruturas características, como o manto e a rede de Hartig. A fase 

de colonização ocorreu após cinco dias de inoculação, a fase de diferenciação 

após 10 dias e a fase de funcionamento da ectomicorriza após 20 dias.  

Foi avaliado o número e a posição dos íntrons do gene que codifica ATP 

sintase (atp) e do gene que codifica acetil-CoA acetiltransferase (aat), em 

Hydnangium sp. A seqüência parcial do gene atp apresentou dois íntrons, 

enquanto que a seqüência parcial do gene aat apresentou três íntrons.  

Os íntrons identificados na seqüência parcial do gene atp de Hydnangium 

sp. possuem tamanhos de 53 pb e 65 pb, localizados na posição 1.692 e 1.874 

respectivamente, enquanto os íntrons identificados na seqüência parcial do gene 

aat de Hydnangium sp. possuem tamanhos de 52 pb, 52 pb e 46 pb, localizados na 

posição 982, 1.226 e 1.399 respectivamente. Todos os íntrons analisados 

apresentaram sítios de processamento canônico, 5’ GT – 3’ AG, variando os 

nucleotídeos adjacentes à região do íntron.  

A relação filogenética proposta para as seqüências deduzidas de 

aminoácidos, para ambos os genes, separou corretamente os grupos, corroborando 

a classificação do fungo Hydnangium sp. pertencente a mesma família que 

Laccaria bicolor. 
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