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RESUMO

O papel do horménio auxina na viruléncia do patégeno de cacau Moniliophthora
perniciosa

O cacaueiro (Theobroma cacao) € uma cultura de grande importancia
socioecondmica em muitos paises tropicais. Um dos principais fatores limitantes da
producdo de cacau na América Latina é a doenca da vassoura de bruxa, causada pelo
basidiomiceto Moniliophthora perniciosa. Plantas afetadas pela doenca apresentam
alteragbes morfoldgicas intensas e desenvolvimento anormal dos tecidos infectados, o
gue indica a ocorréncia de um desequilibrio hormonal durante a infeccdo. No entanto, a
contribuicdo de fitohorménios especificos para tais mudangas permanece pouco
explorada. Através de analises transcriptdmicas da progressao da doenca, verificamos
gque o aumento da expressdo de genes responsivos a auxina constitui uma das
alteracdes moleculares mais notaveis em plantas infectadas. Contudo, genes do
cacaueiro envolvidos na biossintese de auxina ndo foram induzidos, sugerindo que
esta resposta possa ser desencadeada diretamente pelo patdogeno. De fato, a
investigacdo do genoma de M. perniciosa revelou vias putativas para a producao de
acido indol-3-acético (IAA) a partir de L-triptofano (Trp), indicando o potencial deste
fungo em produzir auxinas. Em concordancia com essa predicdo, a suplementagéo de
culturas de M. perniciosa com Trp induziu o acumulo de compostos indodlicos, incluindo
IAA e o potencial intermediario indol-3-acetamida (IAM). Além disso, 0 sobrenadante
livre de células de culturas do patdégeno foi capaz de ativar a resposta a auxina em
folhas e raizes de Arabidopsis thaliana DR5::GFP, confirmando a presenca de IAA
biologicamente ativa nestas culturas. Com o objetivo de obter mutantes incapazes de
produzi IAA, trabalhamos no estabelecimento de um método de transformacdo de M.
perniciosa, até entdo indisponivel para esta espécie. O procedimento se mostrou
altamente eficiente e abre portas para manipulacdo genética inédita do patégeno
através de CRISPR/Cas9. Assim, nossos resultados estabelecem bases soélidas para a
investigacdo do papel da IAA na viruléncia do fungo M. perniciosa e no
desenvolvimento dos sintomas da vassoura de bruxa.

Palavras-chave: Auxina, Viruléncia, Cacau, Fitopatégeno



ABSTRACT

The role of auxin in the virulence of the cacao pathogen Moniliophthora
perniciosa

The cacao tree (Theobroma cacao) is a crop of great socioeconomic importance
in many tropical countries. One of the main limiting factors for cocoa production in Latin
America is witches’ broom disease (WBD), caused by the basidiomycete Moniliophthora
perniciosa. Tissues affected by WBD show intense morphological changes and
abnormal development, which indicate the occurrence of hormonal imbalances during
the infection. However, the contribution of specific plant hormones to such changes
remains poorly explored. Through transcriptomic analyses of the disease progression,
we found that the increased expression of auxin-responsive genes constitutes one of
the most notable molecular alterations in infected plants. Nevertheless, cacao genes
involved in the production of auxins were not induced, suggesting that this response
may be directly triggered by the pathogen. In fact, the investigation of the M. perniciosa
genome revealed putative pathways for indole-3-acetic acid (IAA) production from L-
tryptophan (Trp), indicating the potential of this fungus to produce auxins. In agreement
with this prediction, supplementation of M. perniciosa cultures with Trp induced the
accumulation of indole compounds, including IAA and indole-3-acetamide (IAM). In
addition, the cell-free supernatant of pathogen cultures was able to activate the auxin
response in both leaves and roots of Arabidopsis thaliana DR5::GFP, confirming the
presence of biologically active IAA in these cultures. With the goal of obtaining mutants
incapable of producing IAA, we worked on the establishment of a method to transform
M. perniciosa, which was previously unavailable for this species. The resulting
procedure is highly efficient and opens new avenues for unprecedented genetic
manipulation of this pathogen through CRISPR/Cas9. Thus, our results establish solid
foundations for the investigation of the role of IAA in the M. perniciosa virulence and in
the development of WBD symptoms.

Keywords: Auxin, Virulence, Cacao, Phytopathogen
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1. INTRODUCAO
1.1 O cacaueiro

Originario da Bacia Amazobnica, o cacaueiro (Theobroma cacao) é uma planta
perene pertencente a familia Malvaceae (BAUM et al., 2004). Domesticado ha pelo
menos 3600 anos na América do Sul e posteriormente na América Central (CORNEJO
et al.,, 2018), esta planta é adaptada a climas quentes e Umidos, sendo atualmente
cultivada em toda regido tropical do globo (ARGOUT et al.,, 2011; PLOETZ, 2007;
PURDY; SCHMIDT, 1996). Em condi¢des naturais, o cacaueiro assemelha-se a uma
grande touceira (Figura 1A), porém, em plantios comerciais as plantas sdo submetidas
a poda e adquirem um aspecto de arvore (Figura 1B). As flores surgem em almofadas
florais no tronco ou nos ramos (Figura 1C) e dao origem a frutos que possuem de 30 a

50 sementes (améndoas) em seu interior (Figura 1D).

Figura 1. Caracteristicas gerais do cacaueiro. (A) Cacaueiro selvagem apresentando aspecto de
touceira. (B) Arvore de cacau cultivada apresentando frutos junto ao seu tronco. (C) Flor do cacaueiro,
gue se desenvolve em almofadas no tronco da arvore. (D) Um fruto de cacau maduro e suas sementes.
(E) Améndoas de cacau, principal produto de valor econémico do cacaueiro. Imagens retiradas do Portal
Embrapa, unidade Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A exploracdo econdmica do cacau baseia-se principalmente no uso de suas
améndoas (Figura 1E) pela industria do chocolate, um produto apreciado em todo
mundo e que movimenta um mercado de bilhdes de ddlares todos os anos (PLOETZ,
2007; PURDY; SCHMIDT, 1996). Aléem disso, a polpa de seus frutos é utilizada na
producdo de bebidas finas, sucos, geleias e cosméticos (PURDY; SCHMIDT, 1996).
Atualmente, o continente Africano é o maior produtor de cacau, sendo responsavel por
aproximadamente 67.1% da producdo mundial (Figura 2A) (FAOSTAT, 2021). Dentre

0s principais paises produtores de améndoas de cacau estdo a Costa do Marfim, Gana,
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Indonésia, Nigéria, Equador, Camardes, Brasil, Peru, Coldbmbia e Republica Dominicana
(Figura 2B) (FAOSTAT, 2021).

O Brasil é pais destaque na producdo de cacau no continente americano (Figura
2B), ocupando atualmente a sétima posicdo no ranking de producdo mundial
(FAOSTAT, 2021). A maior parte da producao brasileira é oriunda do estado do Para,
gue produziu cerca de 144,2 mil toneladas de améndoas de cacau em 2020 (GUERRA;
FERREIRA, 2021). J& o estado da Bahia, que durante anos liderou a producdo no
Brasil, atualmente produz em torno de 110 mil toneladas de améndoas, ocupando o
posto de segundo maior produtor nacional (GUERRA; FERREIRA, 2021). Juntos, estes
estados devem corresponder por 94,2% de toda producéao brasileira no ano de 2021
(GUERRA; FERREIRA, 2021).

A Oceania
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Asia |
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Americas™ |
17.4 % o
Africa
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B @® Africa @ Americas Asia @ Oceania
4M

\’/:

: .

. 0 [ | I—

<2 g g W2 & S ; \'\\ & N N
S P & ¢ L S e Q¢ S 9
8 © RN O & & Q © X
O O g < 5 ~Q oL
o S (’L O
= : 3
~ O e
\S) .\(,‘
-
. >
@® Production ol

Figura 2. Producdo mundial de améndoas de cacau no ano de 2019. (A) Proporgcdo de améndoas de
cacau produzidas em cada continente. O continente Africano aparece como maior produtor (azul),
respondendo por 67,1% da produgcdo mundial. (B) Principais paises produtores de améndoas de cacau
no mundo no ano de 2019. Producdo em toneladas dos 10 maiores produtores apresentados em ordem
decrescente. Figura preparada com dados da FAOSTAT (2021).

Com o inicio do cultivo do cacaueiro em 1752 no municipio de llhéus, a regido
sul da Bahia tornou-se rapidamente a principal area de producéo nacional (RIBEIRO,

2020). No fim da década de 1980, o Brasil era 0 segundo maior exportador mundial de
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améndoas, chegando a produzir mais de 400 mil toneladas por ano (Figura 3). No
entanto, a introducdo da doenca vassoura de bruxa na regido em 1989 impactou
severamente o pais, que teve sua producédo reduzida para 150 mil toneladas anuais e,
em poucos anos, se tornou importador do produto (Figura 3) (MEINHARDT et al., 2008;
TEIXEIRA et al., 2015). Passados trinta anos, apesar de estratégias de manejo serem
atualmente empregadas para mitigar os prejuizos, o pais ainda nao foi capaz de
retomar os niveis de producdo de antes da introducdo da doenca (MEINHARDT et al.,
2008; TEIXEIRA; THOMAZELLA; PEREIRA, 2015).

Witches’ broom disease

40 .~ _ outbreak (1989)
. ~
¢ Production trend
; Production trend 4" "s.  between 1990 and 2003
until 1989’," Production trend

25 N after 2003, \ Lo+~

- . 2%

Tonnes x 1000

Importation

Exportation

Figura 3. Producao e comércio de améndoas de cacau no Brasil (1961-2017). A producéo de cacau
no Brasil apresentou tendéncia crescente (regressdo linear em azul) até o fim da década de 1980. No
entanto, com a introdug&o do fungo M. perniciosa na Bahia em 1989 (seta preta), a produgéo nacional
entrou em declinio (regressdo linear em rosa). A adogdo de praticas de manejo e, principalmente,
transferéncia da produgcédo de cacau para outras regides do Brasil, levou a uma retomada na producgéo
brasileira a partir de meados dos anos 2000 (regressado linear em verde). Porém, o pais mantém a
condicdo de importador de cacau desde o final dos anos 1990 (linha vermelha), deixando o seu posto de
exportador h& mais de 20 anos (linha verde). Figura preparada com dados da FAOSTAT (2021).

1.2 A doencavassourade bruxa e o fungo Moniliophthora perniciosa
Causada pelo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa (AIME; PHILLIPS-MORA,

2005), a vassoura de bruxa é um importante problema sanitario nas Américas e esta

entre as principais razbes pelo declinio da producdo de améndoas de cacau no
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continente (PLOETZ, 2007; PURDY; SCHMIDT, 1996). Essa doenca ndo afeta apenas
0 suprimento de cacau, mas também tem um grande impacto ambiental. Necessitando
de sombra para o seu desenvolvimento, o cacaueiro € cultivado principalmente no
sistema Cabruca (Figura 4), caracterizado pelo uso de florestas nativas para o
sombreamento da cultura. Esse tipo de sistema é considerado sustentavel, tendo um
papel importante na preservacéo de florestas nas areas de producdo (LOBAO et al.,
2007). Com as perdas na producdo associadas a doenca, muitos produtores de cacau
da Bahia passaram a utilizar seus terrenos para o plantio de outras culturas ou para a
criacdo de animais, levando a destruicdo de parte da area de Mata Atlantica da regiao
(MEINHARDT et al., 2008).

Figura 4. Cultivo do cacaueiro em Cabruca. Neste sistema de cultivo, o cacaueiro € plantado em meio
a floresta, que fornece a sombra necessaria para o seu desenvolvimento. Este sistema € ecologicamente
sustentavel e favorece a preservagdo de plantas nativas. Imagem retirada do Portal Embrapa, unidade
Embrapa Amazénia Oriental.

Assim como o cacaueiro, o fungo M. perniciosa é originario da regido Amazonica,
apresenta uma biologia complexa e grande variabilidade genética (MEINHARDT et al.,
2008; PURDY; SCHMIDT, 1996). Sendo considerada uma das principais doencas do
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cacaueiro, a vassoura de bruxa disseminou-se pela América Latina e constitui um
importante fator limitante para producdo de améndoas de cacau neste continente
(ANDEBRHAN et al., 1999; PURDY; SCHMIDT, 1996). Diante da severidade da
doenca, métodos de controle como a poda fitossanitaria, o uso de controle biolégico, o
uso de fungicidas quimicos e o desenvolvimento de variedades de cacau resistentes
vém sendo empregados, porém, sem grande efetividade (PURDY; SCHMIDT, 1996).

O fungo M. perniciosa possui um ciclo de vida hemibiotréfico, ou seja, apresenta
duas fases distintas de vida (biotréfica e necrotréfica), que se desenvolvem em paralelo
aos sintomas da doenca (PURDY; SCHMIDT, 1996). Este fungo € capaz de infectar
diversos hospedeiros, sendo atualmente subdividido em trés bidtipos (GRIFFITH;
HEDGER, 1994). Os isolados do bi6tipo-C causam doenca no cacaueiro e em outras
espécies relacionadas. O biétipo-L foi isolado de tecidos mortos de lianas e
aparentemente coloniza tecidos vivos do hospedeiro sem induzir sintomas. Os isolados
do bidtipo-S infectam espécies da familia Solanaceae, como tomateiro e pimentéo
(ANDEBRHAN et al.,, 1999; GRIFFITH; HEDGER, 1994; PIERRE et al.,, 2017,
TEIXEIRA; THOMAZELLA; PEREIRA, 2015). Os bi6tipos C e S parecem ser préximos
geneticamente, causando sintomas semelhantes nas plantas hospedeiras, o que indica
que podem empregar estratégias de patogenicidade conservadas (TEIXEIRA;
THOMAZELLA; PEREIRA, 2015).

A infecgéo pelo fungo M. perniciosa inicia-se com a producgéo de basidiosporos
oriundos de pequenos cogumelos (basidiomas) formados nos tecidos das plantas
infectadas (MEINHARDT et al., 2008; MONDEGO et al., 2008). Dispersados
principalmente pelo vento e pela dgua durante o periodo noturno, os basidiésporos, em
condi¢des de alta umidade, sdo capazes de infectar novos tecidos meristematicos do
cacaueiro, incluindo ramos, flores e frutos (MEINHARDT et al., 2008; MONDEGO et al.,
2008). M. perniciosa penetra na epiderme de maneira direta, ou através dos estdmatos
e ferimentos e ndo produz haustérios durante a infeccdo (SENA; ALEMANNO;
GRAMACHO, 2014). ApGs a penetracdo na planta, o micélio se aloja no apoplasto
vegetal e, apesar de estar presente em baixa densidade, causa drasticas alteracdes
morfolégicas no cacaueiro (EVANS, 1980; MEINHARDT et al., 2008; MONDEGO et al.,
2008). Em ramos, essas alteracdes incluem clorose, hiperplasia, hipertrofia e perda da
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dominancia apical, sugerindo a ocorréncia de um desequilibrio hormonal nessa fase,
denominada de “vassoura verde” (Figura 5A, Figura 5B) (AIME; PHILLIPS-MORA,
2005; PURDY; SCHMIDT, 1996; TEIXEIRA et al., 2014).

Estruturas como frutos jovens e flores também podem ser infectadas por M.
perniciosa (EVANS, 1980). Em frutos infectados, € comum o aparecimento de
deformacdes e necrose (Figura 5C), enquanto que a infecgédo de flores frequentemente
leva ao desenvolvimento de pequenos frutos partenocarpicos (Figura 5D) (MEINHARDT
et al., 2008). Nesse estdgio da doenca, os tecidos infectados apresentam também

alteracdes bioquimicas, como o aumento da degradacdo oxidativa de lipidios e a

producdo de espécies reativas de oxigénio, o que sugere a ocorréncia de estresse
oxidativo (SCARPARI et al., 2005).

Figura 5. Estagio biotrofico da doenca vassoura de bruxa em diferentes tecidos do cacaueiro. (A)
Brotamento foliar com proliferacdo na gema lateral e engrossamento dos tecidos infectados. Nota-se a
clorose das folhas e hipertrofia do caule. (B) Detalhe da perda de dominancia apical (setas) observada
em uma plantula infectada. (C) Fruto infectado em processo de necrose. Nota-se também o
amadurecimento ndo uniforme (D) Flor infectada. Nota-se o surgimento de fruto partenocarpico,
denominado “morangos” (seta). Imagens retiradas de Teixeira e colaboradores (2014), CEPLAC (2018) e
SENAR (2018).

Apbés um longo periodo de interacdo biotréfica (um a trés meses), o ramo
infectado (vassoura verde) morre e passa a ser denominado vassoura seca (Figura 6),
gue caracteriza a fase necrotrofica da doenca (MEINHARDT et al., 2008; MONDEGO et
al.,, 2008; SENA; ALEMANNO; GRAMACHO, 2014; TEIXEIRA et al., 2014). Ainda
pouco compreendida, a transicdo para a fase necrotréfica é caracterizada pela

formacdo de micélios dicaridticos que possuem grampos de conexdo entre células
adjacentes na hifa (Figura 6) (EVANS, 1980; MEINHARDT et al., 2008; TEIXEIRA;
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THOMAZELLA; PEREIRA, 2015). ApoOs periodos intermitentes de chuva, ocorre a
producdo de basidiomas no tecido morto e, posteriormente, a producao e liberacao de
basidiésporos no ambiente (Figura 6) (PURDY; SCHMIDT, 1996; SENA; ALEMANNO;
GRAMACHO, 2014; TEIXEIRA; THOMAZELLA; PEREIRA, 2015). Assim, o0s
basididésporos poderédo infectar novas plantas, reiniciando o ciclo de vida do patdgeno
(TEIXEIRA; THOMAZELLA; PEREIRA, 2015).
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Figura 6. Ciclo de vida do fungo Moniliophthora perniciosa durante a infec¢cdo do cacaueiro.

A infeccao se inicia com a germinacgéo dos basididsporos do patégeno sobre tecidos meristematicos em
atividade do hospedeiro. O micélio resultante € monocaridtico e coloniza exclusivamente o apoplasto da
planta, levando ao desenvolvimento de drasticas alteragbes morfolégicas nos tecidos infectados. A
infeccdo de ramos resulta em uma estrutura anormal conhecida como “vassoura verde”. Apés um a trés
meses de interacdo biotréfica, o tecido vegetal infectado morre e o fungo entra em sua fase necrotrofica,
a qual é caracterizada por intenso crescimento e presenc¢a de micélio dicariético. O ramo infectado morto
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passa a ser denominado “vassoura seca’. Ao final, basidiomas sdo formados a partir de hifas
necrotroéficas, completando o ciclo de vida do patégeno (TEIXEIRA; THOMAZELLA; PEREIRA, 2015).
1.3 Hormoénios vegetais em interacfes planta-patdégeno

Fitohormonios desempenham fungdes centrais no desenvolvimento, crescimento,
reproducao e respostas a estresses durante o ciclo de vida de qualquer planta (PIERRE
et al., 2017; ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2007). Em particular, o etileno, &cido
salicilico (AS) e acido jasménico (AJ) sdo considerados 0s principais horménios
reguladores de respostas de defesa contra patégenos (PATKAR; NAQVI, 2017). Em
geral, uma resposta efetiva contra patégenos biotroficos e hemibiotroficos € mediada
por &cido salicilico. Por outro lado, a resisténcia contra patdgenos necrotréficos
costuma ser mediada pelos hormonios etileno e acido jasmonico (ROBERT-
SEILANIANTZ et al., 2007; ROBERT-SEILANIANTZ; GRANT; JONES, 2011). Essas
duas vias de sinalizacdo (acido salicilico e acido jasmonico/etileno) costumam ser
mutualmente antagonistas, de forma que a ativacdo de uma leva a supressao da outra
(SPOEL; DONG, 2008). Ou seja, a ativacdo de uma resposta imune mediada por acido
salicilico pode levar a resisténcia contra patdogenos biotroficos, mas susceptibilidade a
patogenos necrotroficos (SPOEL; DONG, 2008). De maneira oposta, a ativacdo de uma
resposta mediada por acido jasmoénico/etiieno pode levar a resisténcia contra
patégenos necrotroficos, mas susceptibilidade contra biotréficos (SPOEL; DONG,
2008). Dessa forma, ndo é surpreendente que microrganismos tenham evoluido
estratégias para manipular a sinalizacdo hormonal de seus hospedeiros (KAZAN;
LYONS, 2014). Por exemplo, diversos patdgenos filamentosos (e.g., Ustilago maydis,
Verticillium dahliae e Phytophthora sojae) utilizam proteinas efetoras para suprimir a
biossintese de acido salicilico por seus hospedeiros (DJAMEI et al., 2011; LIU et al.,
2014; ZHU et al., 2017). De forma analoga, efetores que promovem a ativacdo da
resposta ao acido jasmoénico também ja foram reportados em diferentes patégenos ou
mesmo em microrrizas (GIMENEZ-IBANEZ et al., 2014; JIANG et al., 2013; PLETT et
al., 2014; SUGIO et al., 2011; YANG et al., 2017). Notavelmente, algumas estirpes da
bactéria Pseudomonas syringae produzem um mimico estrutural do acido jasmonico
complexado a isoleucina (a forma biologicamente ativa deste horménio). Denominada

coronatina, esta molécula leva a supressdo da via de defesa mediada por éacido
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salicilico e, portanto, promove suscetibilidade ao patdégeno (HANN et al., 2014; HE et
al., 2004).

Além do AS, AJ e etileno, horménios como citocinina, giberelina e auxina vém
sendo apontados como moduladores (positivos ou negativos) do sistema imune vegetal
(MA; MA, 2016). Entretanto, os efeitos sdo normalmente contexto-dependentes e as
bases moleculares nem sempre sao compreendidas (MA; MA, 2016). Por exemplo, a
aplicacdo exdgena de citocininas pode promover resisténcia ou suscetibilidade em
diferentes espécies de plantas a depender da dose do horménio utilizada (ALBRECHT;
ARGUESO, 2017). Trabalhos pioneiros demonstraram que o tratamento de Arabidopsis
thaliana com altas concentracbes (10 — 100 uM) de citocininas reduz a suscetibilidade
da planta ao oomiceto Hyaloperonospora arabidopsidis e a bactéria Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 (ARGUESO et al., 2012a; CHOI et al.,, 2010). O
crescimento reduzido destes patdgenos em plantas tratadas com citocininas é
acompanhado de um aumento da expressao de genes de defesa e da deposicdo de
calose nos tecidos infectados (CHOI et al., 2010). Ainda, este efeito (i.e., ativacao do
sistema imune vegetal) requer receptores de citocinina da familia AHK (Arabidopsis
Histidine Kinase) bem como componentes da via de sinalizacdo por acido salicilico,
consistente com uma acdo sinérgica destes hormdnios em resposta a patégenos
(hemi)biotroficos. Curiosamente, citocininas ndo induzem a ativacdo de defesas na
auséncia de patdgenos ou elicitores, demonstrando um efeito especifico desta classe
de hormdnios no contexto de uma infeccdo (ALBRECHT; ARGUESO, 2017). Em alguns
casos, porém, citocininas podem promover suscetibilidade. Em geral, a administracdo
de baixas concentragcbes (<1 uM) de uma citocinina exdgena favorece o
desenvolvimento de invasores (ARGUESO et al., 2012b; CHOI et al.,, 2010). Os
mecanismos responsaveis por este aumento de suscetibilidade ainda ndo sao
compreendidos, mas possivelmente envolvem o0 aumento da disponibilidade de
nutrientes (agucares e aminoacidos) no sitio da infeccdo ou mesmo a supresséao de vias
de defesa especificas (JAMESON, 2000).

Giberelinas também desempenham papéis ambiguos na rede de sinaliza¢do do
sistema imune vegetal (DE BRUYNE; HOFTE; DE VLEESSCHAUWER, 2014). Em

alguns casos, contribuem para o desenvolvimento de sintomas de doengas, enquanto
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gue em outros casos Sd0 necessarios para respostas de defesa e inducdo de
resisténcia das plantas (DE BRUYNE; HOFTE; DE VLEESSCHAUWER, 2014). Em
arroz, a administracdo de giberelina exdégena promove suscetibilidade a bactéria
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (QIN et al., 2013). Consistente com um papel negativo
deste horménio na imunidade contra este patdgeno, mutantes comprometidos na
inativacdo de giberelina sdo mais suscetiveis a X. oryzae pv. oryzae (YANG et al.,
2008). Por outro lado, sintomas da doenca podridédo radicular do arroz, causada pelo
oomiceto Pythium graminicola, sdo mais severos em mutantes deficientes ou
insensiveis a giberelina, sugerindo um papel positivo do hormdnio na imunidade contra
este patogeno (DE VLEESSCHAUWER et al., 2012).

A auxina também pode atuar como modulador da imunidade vegetal (FU;
WANG, 2011). Conhecido como regulador negativo de respostas mediadas por acido
salicilico (CHOI et al., 2010; MUTKA et al., 2013; WANG et al., 2007) e um regulador
positivo de respostas mediadas por acido jasménico (NAGPAL et al., 2005; REEVES et
al., 2012), esse hormdnio costuma promover suscetibilidade a patdogenos
(hemi)biotroficos e resisténcia a necrotréficos (ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2007;
ROBERT-SEILANIANTZ; GRANT; JONES, 2011). De fato, uma linhagem de
Arabidopsis hipersensivel a auxina devido a superexpressao do receptor AFB1 (Auxin
Signaling F-Box Proteins 1) apresenta niveis reduzidos de &cido salicilico e
suscetibilidade aumentada a bactéria hemibiotréfica P. syringae (FU; WANG, 2011,
NAVARRO et al., 2006). Ainda, mutantes que apresentam a sinalizacdo de auxina
comprometida sdo mais suscetiveis aos fungos necrotréficos Plectosphaerella
cucumerina e Botrytis cinerea (LLORENTE et al, 2008). Curiosamente, 0
estabelecimento de uma resposta de defesa efetiva induzida pelo reconhecimento de
MAMPs (Microbe-associated Molecular Patterns) envolve a supressdo do metabolismo
de auxina, demonstrando o antagonismo entre este horménio e componentes do
sistema imune vegetal (NAVARRO et al., 2006; WONG et al., 2014).

1.4 Auxina como fator de viruléncia de patégenos
Auxinas sao reconhecidos reguladores de processos relacionados ao

desenvolvimento vegetal. Estes hormonios sao bem conhecidos por estimularem a
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divisdo e elongacéao celular, promovendo o crescimento dos tecidos da planta. Outros
papéis relacionados ao desenvolvimento vegetal incluem a promocdo do
desenvolvimento vascular e a manutencéo e diferenciagédo de meristemas (FU; WANG,
2011; KAZAN; LYONS, 2014; MOUBAYIDIN; DI MAMBRO; SABATINI, 2009). Como
descrito acima, auxinas também podem contribuir para a regulacdo de respostas de
defesa em plantas. Apesar do papel como fitohorménio ser o mais amplamente
conhecido, auxinas também desempenham diferentes fungdes em microrganismos
(descrito abaixo). O aminoacido triptofano (Trp) € o precursor para a biossintese de
auxina na maioria dos organismos estudados (DI et al., 2016). Até o momento, quatro
principais vias para a biossintese de auxina (acido indol-3-acético; IAA) ja foram
descritas (Figura 7): (i) via da indol-3-acetamida (IAM); (ii) via da triptamina (TAM); (iii)
via do indol-3-acetonitrila (IAN) ou via do indol-3-acetaldoxima (IAOx), e (iv) a via do
acido indol-3-piravico (IPya), considerada a mais importante em plantas (DI et al.,
2016). Existe ainda a via da oxidase de cadeia lateral do triptofano (TSO) (Figura 7),
exclusiva de microrganismos (OBERHANSLI; DEFAGO; HAAS, 1991). A via do IAM é
mais bem caracterizada em bactérias fitopatogénicas, enquanto que em fungos a
producdo de auxina ocorre principalmente atravées das vias do IPya e da TAM (DI et al.,
2016). A existéncia de vias que independem de triptofano tem sido especulada tanto em
plantas quanto em microrganismos, mas estas parecem possuir um papel secundario e
permanecem desconhecidas até o0 momento (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS,
2007).
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Figura 7. Principais vias de biossintese de auxina a partir do aminoacido triptofano. Quatro
principais vias (caixa amarela) para a producéo de IAA ja foram descritas. A via TSO foi descrita apenas
para microrganismos (caixa vermelha). As enzimas para as quais as fun¢des sdo conhecidas, estédo
destacadas em azul; linhas solidas e tracejadas indicam processos para os quais 0os genes foram e nédo
foram identificados, respectivamente. Imagem adaptada de Di e colaboradores (2016).

Em microrganismos, uma diversidade de funcdes ja foi sugerida para auxinas.
Em espécies selvagens de leveduras do género Saccharomyces, a capacidade de
biosintetizar IAA parece estar relacionada com a inibicdo do crescimento de
competidores que ocupam o mesmo nicho (LIU; CHEN; CHOU, 2016). Bactérias
fixadoras de nitrogénio podem produzir IAA durante o processo de formacgédo de nodulo
em leguminosas, além de influenciarem indiretamente na homeostase e transporte
deste hormbnio no hospedeiro (MATHESIUS, 2008; SPAEPEN; VANDERLEYDEN,
2011). J& em microrganismos patogénicos, a producdo de auxina é frequentemente
apontada como uma estratégia de viruléncia. Por exemplo, bactérias que induzem a
formacéo de galhas (e.g., Agrobacterium) induzem a producdo de auxinas e citocininas
para promover a infeccdo (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). Propbe-se que o
crescimento exagerado do tecido vegetal induzido por estes hormoénios contribua para o

aumento da disponibilidade de nutrientes no sitio de infeccéo, o que favorece a bactéria
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(SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). Os patégenos do arroz Xanthomonas oryzae pv.
oryzae, Xanthomonas oryzae pv. oryzicola e Magnaporthe oryzae sdo capazes de
produzir e secretar IAA (FU et al., 2011). Sugere-se que o IAA exdgeno (i.e., produzido
pelo patdégeno) seja capaz de estimular a sintese de IAA pela propria planta no local da
infeccdo, levando ao afrouxamento da parede celular que favorece a infeccdo pelos
patogenos (FU et al., 2011). A producdo de IAA também j& foi demonstrada para
diversos fungos fitopatogénicos evolutivamente n&o relacionados e capazes de infectar
multiplas espécies de plantas (MAOR et al., 2004; TANAKA et al., 2011; TSAVKELOVA
et al., 2012; YIN et al., 2014). Curiosamente, mutantes de Ustilago maydis incapazes de
converter indol-3-acetaldeido e triptamina (ambos intermediario da via de biossintese
de auxina em plantas) em IAA ndo apresentam reducdo na viruléncia e mantém a
capacidade de induzir tumores caracteristicos da doenca carvao do milho (REINEKE et
al., 2008). Ainda assim, os niveis de auxina nos tecidos infectados é drasticamente
reduzido, indicando que a formac&o dos tumores independe da auxina produzida pelo
patdgeno nesta interacao.

Além de sintetizarem auxina, fitopatégenos também podem manipular as vias de
sintese e sinalizacdo de seus hospedeiros diretamente utilizando proteinas efetoras.
Por exemplo, a bactéria P. syringae utiliza o efetor AvrRpt2 para degradar repressores
(i.e., proteinas AUX/IAA) que regulam fatores de transcricdo responsivos a auxina em
Arabidopsis (CHEN et al., 2007). Como consequéncia, a resposta a este horménio é
aumentada no tecido infectado, o que promove suscetibilidade ao patégeno (CHEN et
al., 2007). Ainda, a bactéria X. citri subsp. citri utiliza efetores TAL (Transcription
Activator-like) para ativar diretamente a transcricdo de genes envolvidos na sintese,
transporte e sinalizacdo de auxina de seu hospedeiro. Notavelmente, isto € necessario
para o desenvolvimento das intensas alteracdes morfologicas que caracterizam o
cancro citrico, doenga causada por este patégeno (KAY; BONAS, 2009; PEREIRA et
al., 2014). Assim, a importancia da auxina em interagdes planta-patégeno é destacada
pela observacdo de que o0s patdogenos desenvolveram multiplas estratégias para
manipular a acdo desse horménio em seus hospedeiros (ALBRECHT; ARGUESO,
2017). A forma pela qual a auxina favorece o patdgeno parece ser bastante variavel

entre os sistemas ja estudados, mas deve incluir o afrouxamento da parede celular
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vegetal, aumento da disponibilidade nutricional e supressdo da imunidade
desencadeada por &cido salicilico (CHEN et al., 2007; COSGROVE, 1993; FU; WANG,
2011; GOTTIG et al., 2009; MUTKA et al., 2013).

1.5 Evidéncias da participacdo da auxina no desenvolvimento da vassoura de
bruxa

As notaveis alteracdes morfolégicas observadas em tecidos infectados pelo
fungo M. perniciosa sugerem que o patdégeno induza um desequilibrio hormonal no
hospedeiro. Em particular, a auxina vem sendo apontada como um fator envolvido no
desenvolvimento da vassoura de bruxa ha décadas (EVANS, 1980). Ramos infectados
apresentam crescimento exagerado, com notavel hiperplasia e hipertrofia das células
(MEINHARDT et al., 2008). Similarmente, a deformacao observada em frutos infectados
por M. perniciosa poderia ser explicada pelo crescimento ndo homogéneo causado pela
atividade de auxina em regides infectadas (MEINHARDT et al., 2008). Ainda,
almofadas florais afetadas pela doenca frequentemente resultam em frutos
partenocéarpicos popularmente denominados “moranguinhos”. Notavelmente, a acédo da
auxina em flores pode induzir partenocarpia em diferentes espécies de plantas
(PANDOLFINI; MOLESINI; SPENA, 2007). De fato, a aplicacdo deste hormdnio € uma
estratégia empregada comercialmente para a obtencdo de frutos sem sementes em
diversas culturas. Assim, é possivel que o desenvolvimento dos moranguinhos durante
a vassoura de bruxa seja consequéncia da presenca de niveis aumentados de auxina
nas flores infectadas.

A analise transcriptbmica de plantas no estagio biotrofico da doenca (i.e.,
vassoura verde) revelou a forte inducdo de genes responsivos a auxina (familias GH3,
SAUR e Aux/IAA) nos tecidos infectados do cacaueiro (TEIXEIRA et al., 2014). Estas
mesmas familias de genes também séo induzidas em frutos partenocéarpicos (MELNICK
et al., 2012). Similarmente, uma linhagem de tomateiro que carrega o0 constructo
repérter DR5::GUS (ativado por auxina) também indicou o aumento da resposta a esse
hormdnio quando infectado pelo biétipo-S de M. perniciosa (MARELLI et al., 2009). De
fato, um trabalho recente mostrou um aumento nos niveis de acido indol-3-acético no

modelo Micro-Tom (MT) do tomateiro infectado por M. perniciosa (COSTA et al., 2021).
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Apesar das evidéncias que sugerem 0 aumento da resposta a auxina em plantas
afetadas pela vassoura de bruxa, o papel deste hormbnio no desenvolvimento da
doenca ainda néo est4 claro. De maneira similar, a causa desta resposta aumentada ou

a origem deste horménio também nao foram exploradas.
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2 OBJETIVO

A vassoura de bruxa constitui um dos principais fatores limitantes para a
producdo de cacau nas Americas, sendo de grande relevancia para o Brasil. Esta
doenca € marcada pela ocorréncia de drasticas alteracdes morfoldgicas no tecido
infectado, 0 que sugere a participacdo de fitohormdnios. De fato, trabalhos anteriores
sugerem gue a resposta a auxina € ativada em plantas infectadas por M. perniciosa.
Entretanto, isso ainda foi pouco explorado. Desta forma, o principal objetivo deste
projeto foi avaliar o papel da auxina no desenvolvimento da vassoura de bruxa e na
viruléncia de M. perniciosa.

Nossa hipétese € que M. perniciosa produz auxina como estratégia de viruléncia,
possivelmente para suprimir o sistema imune da planta e criar um nicho favoravel para
a infeccdo. Assim, as principais perguntas que embasam este projeto sao: (1) O fungo
M. perniciosa é capaz de produzir auxina? (2) Quais sdo 0s genes que determinam a
via metabdlica envolvida na biossintese de auxina neste patégeno? (3) A producéo de
auxina por M. perniciosa é necessaria para a infeccdo e para o desenvolvimento de
sintomas no cacaueiro?

Dessa forma, o trabalho ramificou-se em duas principais frentes:

Capitulo | — O fungo Moniliophthora perniciosa produz auxina e interfere com a resposta
hormonal do cacaueiro durante a vassoura de bruxa
Capitulo Il — Manipulacdo genética do fungo Moniliophthora perniciosa

Os resultados que demonstram a producdo de auxina por M. perniciosa sao
apresentados no Capitulo I. Uma vez que a avaliagdo do papel da auxina como um
fator de viruléncia de M. perniciosa requer o estudo de mutantes incapazes de produzir
este hormonio, dedicamos esfor¢cos para a implementacéo de técnicas de manipulacao
genética deste fungo. Como resultado, estabelecemos um procedimento eficiente para
a transformacdo rotineira deste patdgeno em nosso laboratério, algo até entédo
indisponivel entre os grupos que estudam a vassoura de bruxa. Estes resultados s&o

apresentados no Capitulo L.
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3 O FUNGO Moniliophthora perniciosa PRODUZ AUXINA E INTERFERE COM A
RESPOSTA HORMONAL DO CACAUEIRO DURANTE A VASSOURA DE BRUXA

Resumo

A vassoura de bruxa constitui um dos principais fatores limitantes para a
producdo de cacau nas Américas, sendo de grande relevancia para o Brasil.
Notavelmente, plantas afetadas pela vassoura de bruxa desenvolvem marcantes
alteracdes morfologicas, sugerindo a ocorréncia de um desequilibrio hormonal durante
a infeccdo. Através de analises transcriptbmicas da progressao da doenca, verificamos
gue o aumento da expressao de genes responsivos ao horménio auxina constitui uma
das alteracdes moleculares mais notaveis em plantas infectadas. No entanto, genes do
cacaueiro relacionados a producéo de auxina ndo foram induzidos, sugerindo que esta
resposta possa ser desencadeada diretamente pelo patégeno. Em concordancia com
essa hipotese, a investigacdo do genoma de M. perniciosa revelou genes que integram
rotas candidatas para a biossintese de IAA a partir de triptofano (Trp). De fato, culturas
do fungo suplementadas com Trp acumularam acido indol-3-acético (IAA) e foram
capazes de ativar a resposta a auxina em folhas e raizes de Arabidopsis thaliana
DR5::GFP. Andlises de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) sugerem que
a indol-3-acetamida (IAM) é um intermediério da biossintese de IAA neste patégeno. Os
resultados obtidos até o momento confirmam que M. perniciosa € capaz de produzir
auxina e suportam a hipotese de que a resposta aumentada do cacaueiro a este
horménio durante a infeccdo seja uma consequéncia da auxina produzida pelo
patdgeno.

Palavra-chave: Auxina, Horménio, Fungo, Cacau
Abstract

Witches' broom disease is one of the main limiting factors for cocoa production in
the Americas, being of great relevance for Brazil. Notably, plants affected by witches'
broom disease develop marked morphological changes, suggesting the occurrence of a
hormonal imbalance during the infection. Through transcriptomic analyses of the
disease progression, we verified that the increased expression of genes responsive to
the hormone auxin constitutes one of the most notable molecular alterations in infected
plants. However, cacao genes related to auxin production were not induced, suggesting
that this response is directly triggered by the pathogen. In agreement with this
hypothesis, the investigation of the M. perniciosa genome revealed genes that integrate
candidate routes for the biosynthesis of IAA from tryptophan (Trp). Indeed, cultures of
the fungus supplemented with Trp accumulated indole-3-acetic acid (IAA) and were able
to activate the auxin response in Arabidopsis thaliana DR5::GFP leaves and roots. High
performance liquid chromatography (HPLC) analyses suggest that indole-3-acetamide
(IAM) is part of the IAA biosynthesis pathway in this pathogen. The results obtained so
far confirm that M. perniciosa can produce auxin and support the hypothesis that the
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increased response of cacao to this hormone during the infection is a consequence of
pathogen-derived auxin.

Keywords: Auxin, Hormone, Fungus, Cacao

3.1 Introducéao

A auxina é um fitohormbnio com importante papel na regulacdo do
desenvolvimento vegetal (FU; WANG, 2011). Esse hormdnio € conhecido por estimular
a divisdo e elongacéao celular, promovendo o crescimento dos tecidos da planta, além
de promover o desenvolvimento vascular e a manutencdo e diferenciagdo de
meristemas (FU; WANG, 2011; KAZAN; LYONS, 2014; MOUBAYIDIN; DI MAMBRO;
SABATINI, 2009). Além do seu papel no desenvolvimento, a auxina € apontada como
modulador do sistema imune das plantas (CHEN et al., 2007; MUTKA et al., 2013),
atuando de forma antagbnica ao &cido salicilico e, assim, promovendo suscetibilidade a
patégenos biotroficos e hemibiotréficos (FU; WANG, 2011). Nao € surpreendente,
portanto, que patdgenos tenham evoluido estratégias para manipular a sinalizacao
celular mediada por auxina de forma a interferir com a imunidade e fisiologia de seus
hospedeiros. Muitos microrganismos fitopatogénicos sdo capazes de produzir acido
indol-3-acético (IAA), a principal auxina encontrada em plantas. Por exemplo, bactérias
que induzem a formacdo de galhas (e.g., Agrobacterium) produzem auxinas e
citocininas para promover a infeccdo (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). A acéo
conjunta destes horménios leva a um crescimento exagerado do tecido infectado, o que
contribui para o aumento da disponibilidade de nutrientes para o patégeno (SPAEPEN;
VANDERLEYDEN, 2011). Em fungos, mudultiplos estudos também indicam que a
producdo de auxina também pode ser uma estratégia de viruléncia. No fungo
hemibiotréfico Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene, causador da
antracnose na erva daninha Aeschynomene virginica, a producao de auxina foi relatada
tanto na fase biotrofica quanto na fase necrotrofica (MAOR et al., 2004). No entanto, a
producdo é mais elevada na fase biotréfica, sugerindo que a producéo de IAA por este
patdgeno possa ser importante durante os estégios iniciais da colonizacdo da planta
(MAOR et al., 2004). No fungo biotréfico Puccinia graminis f. sp. tritici, causador da

ferrugem do trigo, a reducdo em duas vezes na transcricdo da enzima triptofano 2-
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monooxigenase, descrita como parte da via de indol-3-acetamida (IAM) na producéo de
IAA, levou a diminuicdo na formacdo de pustulas, sintomas caracteristico da doenca
(YIN et al., 2014). Por outro lado, o fungo Ustilago maydis, causador do carvao no
milho, também é conhecido por produzir e secretar auxina, mas esta € dispensavel para
a viruléncia e inducéo de tumores (REINEKE et al., 2008). Além da producéo direta de
IAA, patdgenos também podem manipular vias de sintese e sinalizacdo hormonal do
hospedeiro (TSAVKELOVA et al., 2006). Por exemplo, o efetor AvrRpt2 da bactéria
Pseudomonas syringae interage com e promove a degradacao da proteinas Aux/IAA de
Arabidopsis thaliana, 0 que resulta na de-repressdo da resposta a auxina e induz
suscetibilidade a infeccdo (CHEN et al., 2007). Apesar desses exemplos, a funcdo do
metabolismo de auxina no desenvolvimento de doencas ainda permanece pouco
explorado e certamente varia de acordo com o0s organismos envolvidos.

O cacaueiro € uma planta originaria da Bacia Amazo6nica (BAUM et al., 2004)
gue tem grande importancia econdmica por fornecer a matéria prima para a producao
do chocolate, um produto apreciado mundialmente (PURDY; SCHMIDT, 1996). Apesar
da sua importancia econdmica, multiplas doencas de dificil controle afetam esta planta
em todo mundo e ameacam a industria chocolateira. Em particular, a vassoura de
bruxa, causada pelo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa, é um dos principais
fatores limitantes para a produgéo de cacau no continente americano (PLOETZ, 2007).
O fungo M. perniciosa apresenta estilo de vida hemibiotréfico e infecta tecidos
meristematicos em atividade do hospedeiro (MEINHARDT et al., 2008; MONDEGO et
al., 2008). Notavelmente, plantas afetadas pela vassoura de bruxa desenvolvem
marcantes alteracdes morfolégicas, sugerindo a ocorréncia de um desequilibrio
hormonal durante a infeccdo. Ramos infectados apresentam crescimento exagerado e
perda de dominancia apical, resultando em estruturas conhecidas como “vassouras
verdes”. A infeccdo de frutos resulta em amadurecimento desuniforme e deformacéao,
enquanto a infeccdo de almofadas florais leva ao desenvolvimento de frutos
partenocarpicos. Por ser um regulador central do desenvolvimento vegetal, a auxina
vem sendo apontada como um possivel determinante dos sintomas observados na
vassoura de bruxa (EVANS, 1980). De fato, andlises de expressdo génica em larga
escala do cacaueiro infectado por M. perniciosa revelaram a forte indugdo de genes
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responsivos a auxina, tanto em ramos como em almofadas florais (MELNICK et al.,
2012; TEIXEIRA et al.,, 2014). Ainda, a inoculacdo do biétipo-S de M. perniciosa
(virulento em solanaceas) em tomateiro transgénico carregando o reporter DR5::GUS (o
qual é ativado por auxina) também sugeriu a presenca deste horménio durante a
infeccdo (MARELLI et al.,, 2009). Apesar dessas evidéncias, uma investigacao
detalhada acerca do papel da auxina no desenvolvimento dos sintomas da vassoura de
bruxa e/ou na promocao da viruléncia de M. perniciosa ainda néo foi realizada.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo investigar se a ativacdo da
resposta a auxina em plantas infectadas € uma estratégia de viruléncia do fungo M.
perniciosa. Uma andlise transcriptdbmica da progressao da doenca revelou que genes
marcadores da resposta a auxina sdo ativados em paralelo ao desenvolvimento dos
sintomas, sem que ocorra, no entanto, inducdo de genes envolvidos na biossintese
deste hormdnio. A investigacdo do genoma do patdégeno M. perniciosa revelou genes
gue integram rotas candidatas para a biossintese de IAA a partir do triptofano (Trp). De
fato, o cultivo de M. perniciosa na presenca deste aminoacido levou ao acumulo de
auxina biologicamente ativa, confirmando o potencial deste fungo em produzir este
horménio. Os resultados obtidos até o momento suportam a hipétese de que a resposta
aumentada a auxina em cacaueiros infectados nos estagios iniciais da doenca seja uma

consequéncia da auxina produzida pelo fungo M. perniciosa.

3.2 Materiais e Métodos
3.2.1 Inoculacéo de plantulas de cacaueiro com M. perniciosa

O cultivar ‘Comum’ (gendtipo Forastero) de Theobroma cacao e o isolado BP10
de Moniliophthora perniciosa foram utilizados nos experimentos de infecgcdo de
plantulas. As plantas foram cultivadas por aproximadamente trés meses em casa de
vegetacao sob temperatura média de 26°C, umidade acima de 80% e fotoperiodo de 12
h. Os meristemas apicais ativos foram inoculados com 30 yL de uma suspensao de
basidiésporos (10° esporos/mL), seguindo os procedimentos descritos por Frias et al.
(1995). Apds 20, 30 e 45 dias, os tecidos infectados foram excisados e usados para a

extragdo de RNA. Como controles, os tecidos correspondentes de plantulas nao



40

inoculadas foram coletados em paralelo. Ao menos trés réplicas bioldgicas foram

usadas para cada condicéo.

3.2.2 Extracdo do RNA e preparo de bibliotecas para RNA-seq

A extracdo de RNA foi realizada segundo os procedimentos descritos por
Azevedo e colaboradores (2003). Para cada amostra, 5 ug de RNA total foram
utilizados no preparo de bibliotecas de RNA-seq segundo o kit TruSeq RNA Sample
Prep (lllumina). O controle de qualidade e quantificacdo das bibliotecas foi realizado
com um chip Experion DNA 1K (Bio-Rad) e o fluorimetro Qubit (Thermo),
respectivamente. As bibliotecas foram sequenciadas em instrumentos Illumina
HiSeq2000.

3.2.3 Processamento de reads de RNA-seq e identificacdo de genes
diferencialmente expressos

A avaliacao inicial da qualidade das sequéncias obtidas foi realizada com
FastQC versdo 0.11.7 (ANDREWS, 2010). O programa Trimmomatic versdo 0.36
(BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) foi usado para remover sequéncias contendo
adaptadores. Reads de alta qualidade foram entdo alinhados contra a versao 2.1 do
genoma do cacaueiro utilizando HISAT2 versao 2.1.0 (KIM; LANGMEAD; SALZBERG,
2015) com parametros padrao. A funcéo featureCounts do pacote Subread verséao 1.6.3
(LIAO; SMYTH; SHI, 2013) foi usada para contar os reads que mapearam em cada um
dos 27,379 genes codificadores de proteinas. A identificacdo de genes diferencialmente
expressos foi realizada usando a abordagem baseada em modelos lineares
generalizados (gim) (MCCARTHY; CHEN; SMYTH, 2012) implementada no pacote
edgeR do R (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010). Genes com um nivel minimo
de expressao de 1 contagem por milhdo (CPM) em pelo menos trés bibliotecas foram
considerado expressos no experimento. Aqueles genes que nao alcancaram este
threshold de expresséao foram removidos das analises subsequentes. A normalizagcéo
foi realizada pelo método trimmed mean of M-values (TMM; funcéo calcNormFactors no
edgeR) (ROBINSON; OSHLACK, 2010). A funcao glmFit foi usada para ajustar as

contagens a um modelo linear generalizado binomial negativo com uma fungao de log
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link. Neste experimento, nosso objetivo foi avaliar a resposta transcricional de plantulas
de cacaueiro ao fungo M. perniciosa. Para isso, empregamos um modelo de layout
unilateral para comparar plantas infectadas com seus respectivos controles (plantas néo
infectadas) em cada um dos trés pontos de coleta, ou seja, 20, 30 e 45 dias apos a
infeccdo (dai). O método de Benjamini-Hochberg (False Discovery Rate; FDR) foi usado
para a correcdo de mdultiplas compara¢des (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). Genes
com um FDR menor ou igual a 0.01 e fold-change de pelo menos 2x foram
considerados diferencialmente expressos no experimento. A clusterizacao hierarquica
de genes de interesse foi realizada com o pacote ComplexHeatmap no R (GU; EILS;
SCHLESNER, 2016) com base em distancia euclidiana e método de agrupamento de
ligacdo completa (complete linkage). Os valores de expressdo génica em TPM
(Transcripts per million) foram normalizados em z-scores para essas analises. Analises
de enriquecimento de termos GO (Gene Ontology) e InterPro foram realizadas com a
funcdo compareCluster do pacote clusterProfiler em R (YU et al., 2012). Um valor de

FDR menor ou igual a 0.05 foi utilizado para a determinacdo de termos enriquecidos.

3.2.4 Quantificacdo de compostos indélicos em culturas de M. perniciosa

O isolado FPN1 de M. perniciosa foi utilizado nos experimentos de quantificacao
de compostos inddlicos in vitro. Para isso, o micélio foi inicialmente inoculado em 100
mL de meio Malt light liquido (1.7 g/L de extrato de malte, 5 g/L de extrato de levedura e
50 mL de glicerol) e mantido em shaker a 28°C e agitacdo constante de 200 rpm por 12
dias. Apos esse periodo, o fungo foi separado com uma peneira e lavado com agua
destilada estéril. Seis porcbes de 1 g de micélio foram entdo transferidas para seis
novos frascos Erlenmeyers contendo 45 mL de meio Malt light liquido cada. Trés destes
frascos foram suplementados com 5 mL de uma solucéo filtrada de triptofano 50 mM,
resultando em uma concentracao final de 5 mM do aminoacido. Os outros trés frascos
receberam 5 mL de agua estéril (condi¢cdo controle). Além destes tratamentos, trés
frascos contendo Malt light suplementados com 5 mM de triptofano, mas sem
inoculacdo do fungo, foram incluidos no experimento como um segundo controle. O
experimento foi realizado trés vezes independentemente, totalizando 9 réplicas

biolégicas por condicao.



42

Os frascos foram mantidos em shaker a 28°C sob e agitacdo constante de 200
rpm por 21 dias. Durante esse periodo, nos dias 0 (imediatamente apds a inoculacdo),
1,3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 de cultivo, aliquotas de 500 uL do meio de cultura
foram retiradas e armazenadas a -20°C em tubos de 1.5 mL para posterior
guantificacdo de compostos inddlicos. Para isso, uma aliquota de 100 pL de cada
sobrenadante foi misturada com 100 uL do reagente de Salkowski (1 mL de solucao de
cloreto férrico 0.5 M e 49 mL de &cido perclérico 35%) em uma placa de 96 pocos
(GANG et al., 2019). Uma curva padréo de oito pontos foi construida utilizando-se uma
diluicdo seriada de acido indol-3-acético puro (Sigma). A leitura de absorbancia foi
realizada em um leitor de placas modelo Infinite 200 PRO (Tecan), o qual foi
programado para incubar as amostras por 30 minutos a 30°C antes da leitura da
absorbancia em um comprimento de onda de 536 nm.

Experimentos adicionais em que o fungo (isolado FPN1) foi suplementado com
diferentes concentra¢gbes de triptofano (1, 2, 3, 4, 5, 7 e 10 mM) também foram
realizados segundo os mesmos procedimentos descritos acima a fim de verificarmos
como a producgdo de compostos indélicos pelo fungo varia em funcdo da quantidade do
substrato (i.e., Trp) disponivel. Neste caso, as medi¢cdes de compostos inddlicos foram
realizadas no dia da inoculacdo (dia 0), e ap6és 10 e 21 dias de cultura. Este
experimento foi realizado duas vezes independentemente, cada uma contendo trés
réplicas e, assim, totalizando seis réplicas biolégicas por condi¢cdo. Por fim, também
avaliamos a producao de compostos indolicos utilizando uma colecdo de 10 isolados de
M. perniciosa (5 biétipo-C, 4 biétipo-S e 1 bidtipo-L). Este experimento foi realizado em
um volume de 10 mL de meio Malt light (com ou sem 5 mM de Trp) inoculado com 0.2 g
de micélio. As medi¢des de compostos inddlicos foram realizadas no dia da inoculagéo
(dia 0), e ap6s 10 e 21 dias de cultura. Trés réplicas biologicas foram realizadas por
condicdo. As andlises estatisticas destes experimentos foram realizadas com o teste
ANOVA e Tukey post hoc utilizando-se o pacote AGRICOLAE versdo 1.4.0
(MENDIBURU; YASEEN, 2020) em R.

3.2.5 Avaliacao daresposta a auxina em Arabidopsis thaliana DR5::GFP
Sementes de Arabidopsis thaliana carregando o cassete repoérter DR5::GFP
(FRIML et al., 2003) foram desinfetadas com uma solucao de limpeza (dgua sanitaria a
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70% e Tween-20 a 0.2%) por 10 minutos e entdo lavadas em agua estéril trés vezes.
Cerca de 10 sementes foram entdo transferidas para cada poco de uma placas de 12
pocos contendo 1 mL de meio MS (sais Murashige & Skoog com vitaminas, 0.5 g/L
MES hidrato e 0.5% sacarose; pH 5.7) (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Apos
estratificacdo a 4°C, as placas foram transferidas para uma camara de crescimento com
temperatura média de 22°C, umidade de aproximadamente 40% e um fotoperiodo de
16 horas de luz e 8 horas no escuro. Decorridos sete dias, o0 meio de cultura foi
substituido por 1 mL do sobrenadante de culturas de M. perniciosa (ou controles)
(Tabela 1; Figura 9). Apés 24h de incubacdo na camara de crescimento, as plantulas
foram visualizadas em microscopio confocal Olympus FV1000 e analisadas no
programa Olympus Fluoview FV10-ASW. Todos os tratamentos foram realizados em
triplicata e o experimento foi repetido trés vezes independentes. As imagens foram
tomadas com lente objetiva de 20X sob excitacdo de 488 nm e deteccdo de
fluorescéncia em 550 nm. A sensibilidade do detector foi ajustada para 550 nm e as
imagens capturadas a velocidades de 100 ps / pixel. A intensidade de GFP foi
quantificada nas imagens produzidas utilizando-se o software ImageJ (RASBAND,
1997).

Tabela 1. Tratamentos realizados para avaliar a sinalizacdo de auxina em Arabidopsis thaliana
DR5::GFP.

Tratamentos

Meio Malt light incubado em shaker por 21 dias.

Meio Malt light incubado em shaker por 21 dias e entédo suplementado com 100 mM
IAA

Meio Malt light suplementado com 5 mM de Trp e incubado em shaker por 21 dias.

Meio Malt light inoculado com M. perniciosa e incubado em shaker por 21 dias.

Meio Malt light suplementado com 5 mM de Trp, inoculado com M. perniciosa e

incubado em shaker por 10 dias.

Meio Malt light suplementado com 5 mM Trp, inoculado com M. perniciosa e

incubado em shaker por 21 dias
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Figura 8. Design do experimento realizado para avaliar a sinalizacdo de auxina em Arabidopsis
thaliana DR5::GFP. Os fracos de cada tratamento (ver caixa de legenda) foram incubados por 10 ou 21
dias. Ap6s esse periodo, as amostras foram filtradas em peneira e em filtro 0.22 uM. Entdo,1 mL do
sobrenadante livre de células foi adicionado em triplicata a uma placa de 12 pogos contento plantulas de
Arabidopsis thaliana DR5::GFP de 7 dias de idade. Apés 24h de incubagéo, as raizes e os cotilédones da
planta foram visualizados em microscopio confocal.

MICROSCOPIC ANALYSIS

3.2.6 Deteccédo de IAA em culturas de M. perniciosa através de Cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Sobrenadantes de culturas de M. perniciosa foram centrifugados a 28,960 x g por
10 min, acidificados a pH 4 com HCIl 1M e misturados com o dobro do volume de
acetato de etila. Apds duas extracdes, a fracdo organica foi transferida a um baldo de
250 mL e evaporada sob vacuo a 40°C em um rotoevaporador. O extrato resultante foi
dissolvido em 5 mL de 10% de etanol e passado por um filtro de 0.22 pM.

A quantificagdo de IAA e de seus precursores foi realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com base no método descrito por
NUMPONSAK e colaboradores (2018). As analises foram realizadas no instrumento
DGU-20A3 (Shimadzu) equipado com uma coluna C18 Waters Spherisorb ODS2 (250 x
4,6 mm, 5 ym) aquecida a 40°C. O volume de injecdo foi 50 pL e as leituras foram
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realizadas no comprimento de onda de 280 nm, com referéncia de 350 nm (largura de
banda de 100 nm). A fase mdvel consistiu em um gradiente de dois solventes. O
solvente A foi composto por 2.5% de &cido acético em agua Milli-Q. O pH foi ajustado
para pH 3,8 com KOH 10 M. O solvente B foi composto por 80% de acetonitrila em
agua Milli-Q. A fase modvel se iniciou com uma proporcédo de 80:20% (A:B), mudando
para 50: 50%, 0:100% e 80:20% em 29, 35 e 37 min, respectivamente. O fluxo da fase
mével foi ajustado para 0,5 mL/min e o tempo total da corrida foi de 52 min. A
identificacdo e quantificacdo de IAA e de seus precursores na cultura do fungo foi
realizada comparando-se o tempo de retencéo e area dos picos das amostras com a
curva padréo construida a partir dos padrées de L-Trp, IAA, IAM, TAM e IAN em 10%
de etanol.

3.3 Resultados
3.3.1 Investigando a interacdo biotréfica entre o cacaueiro e o fungo M.
perniciosa

Uma das caracteristicas mais marcantes da vassoura de bruxa é a sua fase
biotrofica atipicamente longa. Em plantulas, os primeiros sintomas da doenca (ramos
inchados) sao observados cerca de 20 dai, ao passo que a necrose do tecido infectado
é iniciada apenas ap0s 40 dias. Em um trabalho anterior, Teixeira e colaboradores
(2014) descreveram alteracbes moleculares, bioquimicas e histolégicas que ocorrem
em uma vassoura verde tipica 30 dias ap0s a inoculagdo. Os resultados apontaram
caracteristicas que se correlacionam com o0s sintomas observados em plantas
infectadas, incluindo alteracdo na transcricdo de genes responsivos a horménios. No
entanto, tal analise se restringiu a apenas um momento da doenca.

Para expandir nosso entendimento acerca da progressdo das alteracdes
moleculares durante o desenvolvimento da vassoura verde, utilizamos RNA-seq de
forma a avaliar o transcriptoma de plantas infectadas (e seus respectivos controles
sadios) em trés momentos da fase biotréfica da doenca (Figura 10): inicio dos sintomas
(20 dai; 3 réplicas), vassoura verde madura (30 dai; 5 réplicas), inicio da necrose (45
dai; 3 réplicas). Em média, 95% dos reads obtidos para cada biblioteca alinharam

exatamente uma vez na montagem do genoma do cacaueiro (versdo 2.1, cultivar
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Matina 1-6). Dentre os 27.379 genes anotados, 17.990 foram considerados expressos
nas condicfes analisadas (i.e., tiveram ao menos 1 contagem por milhdo em pelo

menos 3 amostras).

Early Mature Late
Green Broom Green Broom Green Broom

Figura 9. Fendtipos das plantas utilizadas no experimento de sequenciamento de transcriptomas.
A inoculacao de ramos do cacaueiro com esporos do fungo M. perniciosa resulta no desenvolvimento de
uma estrutura anormal conhecida como “vassoura verde”, a qual é caracterizada por intenso crescimento,
hipertrofia e perda de dominéancia apical. Os primeiros sintomas (inchamento e alongamento do ramo) se
desenvolvem apds cerca de 20 dai. A necrose do ramo infectado se inicia pelas folhas jovens (setas)
apos cerca de 45 dai.

Uma andlise de componentes principais (PCA; principal component analysis)
demonstrou que a maior parte (48.63%) da variacdo entre as amostras do experimento
€ explicada pela infeccdo, indicando que os transcriptomas de plantas infectadas e
sadias sao claramente diferentes, independentemente do momento da infeccdo (Figura
10).
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Figura 10. A doencga vassoura de bruxa altera a regulagéo transcricional de ramos infectados. PCA
baseada nos 500 genes com maior variancia entre as amostras do experimento. Nota-se a separa¢do em
dois grupos principais. O primeiro grupo (elipse verde) inclui as plantas sadias (triangulos). O segundo
grupo (elipse roxa) € formado pelas plantas infectadas (circulos). Os genes foram avaliados em diferentes
tempos do experimento: 20 dai (vermelho), 30 da i(laranja) e 45 dai (azul). As elipses representam o
centro de massa que contém pelo menos 80% dos dados de cada grupo.

A comparacao entre plantas infectadas e nao infectadas levou a identificacdo de
3904 genes diferencialmente expressos em pelo menos um ponto do experimento (false
discovery rate [FDR] < 0.01 e fold-change de pelo menos 2x). Uma menor quantidade
de genes responsivos a infeccdo foi identificada na fase inicial da doenga (20 dai, 477
genes), quando os sintomas ainda s&o brandos. Por outro lado, milhares de genes
foram diferencialmente expressos nos estagios mais avancados (30 dai: 3105 genes;
45 dai: 2283 genes) (Figura 11A). Cerca de 70% dos genes induzidos (Figura 11B) ou
reprimidos (Figura 11C) foram diferencialmente expressos em apenas um dos
momentos da doenca, indicando uma progressao nas alteragdes moleculares da planta

ao longo do desenvolvimento da vassoura verde.
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Figura 11. Genes diferencialmente expressos durante o desenvolvimento da vassoura verde. (A)
NUumero de genes com expressdo alterada em resposta a infeccdo em cada ponto do experimento (20,
30, 45 dai. (B) Diagrama de Venn dos 3505 genes induzidos em pelo menos um dos pontos avaliados.
(C) Diagrama de Venn dos 2360 genes reprimidos em pelo menos um dos pontos avaliados.

3.3.2 Genes responsivos a auxina sao induzidos em plantas infectadas

Para obter uma visao global das alteracbes moleculares que ocorrem em plantas
infectadas, nds realizamos analises de enriquecimento de termos de Gene Ontology
(GO; processos biolégicos) e InterPro (familias e dominios de proteinas) utilizando os
genes diferencialmente expressos em cada um dos trés estagios da vassoura verde.
Processos bioldgicos relacionados com desenvolvimento, imunidade e metabolismo
hormonal foram induzidos pela doenca (Figura 12A). Por outro lado, termos referentes a
fotossintese foram encontrados entre os genes reprimidos, confirmando e estendendo a
observacgoes feitas por Teixeira e colaboradores (2014) de que plantas infectadas pela
vassoura de bruxa apresentam menor taxa fotossintética. Notavelmente, termos
envolvidos com a resposta e sinalizagcao por auxina estao entre 0s processos biologicos
induzidos em plantas infectadas, especialmente apos 30 e 45 dai, quando o
crescimento exagerado do tecido infectado € mais evidente. Analises de
enriqguecimento de dominios e familias de proteinas suportam essas conclusoes,
apontando que transportadores de auxina, bem como dominios/familias relacionados a

resposta a esse horménio se encontraram induzidos (Figura 12B).
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Figura 12. Processos hiolégicos e dominios/familias de proteinas relacionados ao metabolismo de
auxina sao ativados durante a fase biotréfica da vassoura de bruxa. (A) Processos biologicos
(termos GO; Gene Ontology) enriquecidos nos conjuntos de genes induzidos ou reprimidos pela infec¢éo.
(B) Dominios e familias de proteinas (termos InterPro) que séo enriquecidos nos conjuntos de genes
induzidos ou reprimidos pela infeccdo. E possivel observar a presenca de termos relacionados a resposta
ao hormonio auxina (marcados em vermelho e sombreados) em ambos os casos.
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Em plantas, trés familias génicas sdo reconhecidas por responderem a auxina:
Aux/IAA (auxin/indole-3-acetic acid protein), GH3 (Glycoside Hydrolase 3) e SAUR
(small auxin-up RNA). A inspecdo do genoma do cacaueiro levou a identificacdo de 36
Aux/IAA, 25 GH3 e 87 SAUR. Tais genes foram entdo utilizados como marcadores da
resposta a auxina em nosso experimento. Em concordancia com a analise de
enriquecimento de termos InterPro (Figura 12B), multiplos membros destas familias
foram diferencialmente expressos em vassouras verdes (Figura 13). Notavelmente,
guase todos estes genes foram regulados positivamente nas plantas infectadas. Ainda,
a inducéo destes marcadores foi mais intensa nos estagios mais avancados (30 e 45
dai), quando as plantas apresentam evidentes alteracdes morfolégicas. Assim, Nnossos
resultados indicam uma correlagéo entre a intensidade da resposta a este hormonio e o

estabelecimento dos sintomas da doenca.

Aux/IAA GH3 SAUR
Genome: 36 genes Genome: 25 genes Genome: 87 genes
Expressed: 35 genes Expressed: 15 genes Expressed: 49 genes
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Figura 13. Genes responsivos a auxina sdo mais expressos em ramos infectados pela vassoura de
bruxa. Genes pertencentes as familias Aux/IAA, GH3 e SAUR s&o marcadores da resposta a auxina em
plantas. Estas trés familias séo induzidas em plantas infectadas, sugerindo que M. perniciosa cause a
ativagdo do metabolismo de auxina do hospedeiro durante a fase biotréfica da vassoura de bruxa. Os
graficos na parte superior mostram a propor¢do de genes de cada familia, dentre 0os expressos, que
responderam a infec¢éo (induzidos: roxo; reprimidos: verde). A parte inferior mostra o perfil de expressao
destas familias nos trés momentos analisados (20 dai, 30 dai e 45 dai).
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3.3.3 Genes do cacaueiro envolvidos na biossintese de auxina ndo s&o
induzidos pela doenca

A biossintese de IAA em plantas pode ocorrer de forma dependente ou
independente de triptofano (Trp). Na biossintese dependente de Trp, a mais importante,
quatro vias ja foram propostas: a via da indol-3-acetamida (IAM), a via da triptamina
(TAM), a via da indol-3-acetaldoxima (IAOX), e a via do acido indol-3-piravico (IPyA)
(CAO et al., 2019). Por outro lado, genes que participam de vias independentes de
triptofano ainda ndo foram descritos. Com base nas rotas biossintéticas descritas em
Arabidopsis thaliana, definimos genes de Theobroma cacao possivelmente envolvidos
na biossintese de auxina em cada uma das quatro vias dependentes de Trp. A partir
disso, verificamos que trés das quatro vias possuem genes expressos em nosso
experimento (IAOX, IAM e a IPyA). A via IPyA, considerada a principal em plantas,
possui sete genes candidatos expressos, porém, apenas um deles é diferencialmente
expresso e, ainda, regulado negativamente em 45 dai (Figura 14). A via IAM possui
apenas dois genes candidatos expressos em nosso experimento, sendo um deles
diferencialmente expresso e regulado negativamente em 30 dai (Figura suplementar 1).
Ja a via IAOX possui treze genes candidatos expressos, sendo dois genes
diferencialmente expressos. Um desses genes esta regulado negativamente em 45 dai,
enquanto o outro, que codifica uma provavel nitrilase, esta regulada positivamente em
30 dai (Figura suplementar 2). Em conjunto, esses resultados sugerem que nenhuma
das rotas de biossintese de auxina dependente de Trp esta induzida em plantas

infectadas.
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Figura 14. A principal via de biossintese de auxina em plantas (IPyA) ndo é induzida em
caucaueiro infectado com a vassoura de bruxa. (A) A via do IPyA é composta por duas enzimas e
envolve a conversao de triptofano (Trp) em indopiruvato (IPyA) e, entdo, em acido indo-3-acético (I1AA).
(B) Genes do cacaueiro expressos em nosso experimento e potencialmente pertencentes a essa rota sao
apresentados. Dentre eles, apenas um é diferencialmente expresso (YUCCA — Thecc.09G038900),
sendo reprimido em plantas infectadas no tempo de 45 dai. Isto sugere que essa via, assim como as

demais (Figura suplementar 1 e 2) ndo € ativada transcricionalmente durante o estagio biotréfico da
doenca.
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3.3.4 M. perniciosa possui genes potencialmente envolvidos na biossintese
de auxina

O aminoacido triptofano é o precursor do acido indol-3-acético (IAA), a principal
auxina encontrada na natureza. A0 menos quatro rotas biossintéticas sao utilizadas por
microrganismos na producédo deste hormonio (DI et al., 2016). A analise do genoma de
M. perniciosa revelou genes com potencial de integrar todas essas rotas (Figura 15).
Esta busca foi realizada de maneira pouco estringente com o objetivo de evitarmos
falsos negativos. Enquanto alguns genes codificam enzimas de familias bastante
grandes e com multiplos papéis biologicos (e.g., citocromos P450), outros possuem
papel mais restrito (e.qg., nitrilases, IPA descarboxilase, Trp descaboxilase) e sdo 6timos

candidatos a membros de uma possivel rota bioquimica dedicada a sintese de auxina.

L-tryptophan
Cytochrome P450 Trp aminotransferase (tam) Ind0|-3-pyruvate
327 candidates 5 candidates “PYA)
Trp decarboxylase (TDC) 5
1 candidate
Indole-3-acetaldoxime __Tryptophan Triptamine Nl
Side Chain Oxidase (TSQ) (TAM)
“on) Not found ; )
Trp-2-monooxygenase (laaM) 4 A
Not found
oo Indole-3-acetaldehyde
(IAAId) D
. N Amine oxidasé -
— 4 candidates I
Indolacetaldoxime . S / 4
dehydratase / PA50 Indole-3-acetamide Indole-3-pyruvate decarboxylase (IpdC)
327 candidates “AM) 1 candidate
""""" > | IAAd dehydrogenase (lad)
. 22 candidates
Indole-3-acetonitrile Nitrile LD
hydratase | 7
(IAN) (NHase) - }
Not found Hydrolase/amidase (laaH) Flavi jvucea)
p— 15 candidates avin monooxygenase
w— [AM pathway A J 26 candidates
IAOx pathway | | T %
S
== |PyA pathway
mmm TAM pathway Indole-3-acetic acid

Nitrilase (Nit)
5 candidates

=mm TSO pathway

(1AA)

Figura 15. M. perniciosa possui genes candidatos para a sintese da auxina acido indol-3-acético
(IAA) a partir de triptofano (Trp). Quatro vias sao reconhecidas com base nos intermediarios
produzidos. Plantas produzem IAA majoritariamente através da via do IPyA (azul) utilizando flavina
monooxigenases (YUCCA) e indole-3-piruvato descarboxilase (Ipcd). As demais vias podem ser
encontradas em microrganismos. A analise do genoma do fungo M. perniciosa revelou genes candidatos
em todas as quatro vias (numeros indicados em amarelo). Este mapeamento foi realizado de forma
pouco estringente (i.e., incluindo todos os membros de cada familia génica) de maneira a revelar toda e
gualquer via metabolica potencialmente responsavel pela sintese de IAA neste microrganismo.
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3.3.5 Producao de composto inddlicos por M. perniciosa.

Em concordancia com a potencial capacidade de producdo de IAA por M.
perniciosa, o cultivo do fungo (isolado FPN1) na presenca de 5 mM de triptofano
resultou no acumulo de compostos indélicos no meio de cultura (Figura 16A). Este
acumulo nado foi observado em culturas ndo suplementadas, nem em meio contendo
triptofano sem a inoculacdo do fungo. A producdo de compostos indélicos se manteve
crescente por pelo menos 21 dias de cultivo. Notavelmente, quanto maior a quantidade
de triptofano disponibilizada ao fungo, maior a quantidade de compostos inddlicos
detectados no sobrenadante da cultura (Figura 16B), o que é consistente com o uso de

triptofano como precursor destes compostos.
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Figura 16. O fungo M. perniciosa produz compostos indélicos quando suplementado com
triptofano (Trp). (A) Quantificagdo de compostos inddlicos em meio Malt light ao longo de 21 dias de
cultivo. Neste experimento, trés condi¢bes foram avaliadas: (I) Meio de cultura suplementado com 5 mM
de Trp e inoculado com o fungo (vermelho), (Il) Meio de cultura ndo suplementado e inoculado com o
fungo (roxo), (Ill) Meio de cultura suplementado com 5 mM de Trp mas ndo inoculado com o fungo
(amarelo). As linhas representam a média de nove réplicas biol6gicas e as sombras o desvio padréo. (B)
Quantificacdo de compostos inddlicos no meio de cultura de M. perniciosa em funcdo da concentracéo de
Trp. As medicbes foram realizadas no inicio do experimento (dia 0) e ap6s 10 e 21 dias de cultivo. As
linhas vermelhas representam a média de seis réplicas biolégicas. O teste ANOVA unidirecional seguido
por uma analise post hoc de Tukey foi realizado. Tratamentos com a mesma letra acima do grafico sao
estatisticamente indistinguiveis em um grau de confianga de 95%.



55

Com o objetivo de avaliar uma potencial variagdo natural na producdo de
compostos indélicos por diferentes isolados de M. perniciosa, utilizamos uma colecéo
de 10 isolados representativos de gendtipos oriundos de diferentes hospedeiros e
localidades da América Latina. Devido ao grande nimero de frascos necessarios para
este experimento (10 isolados x 2 tratamentos x 3 réplicas), avaliamos inicialmente a
possibilidade de escalar o experimento para volumes menores de forma a realizarmos
um maior numero de tratamentos em um mesmo espaco fisico. Os experimentos iniciais
foram realizados em frascos de 125 mL contendo 50 mL de meio Malt Light inoculados
com 1 g de micélio (Figura 16). Notavelmente, ndo houve diferenca na concentracao
final de compostos indélicos quando reduzimos o volume e a massa de inoculo de
maneira proporcional (Figura 17A). Dessa forma, o screening utilizando nossa colecao
de isolados de M. perniciosa (Figura 17B) foi realizado em frascos de 50 mL contendo
10 mL de meio Malt light inoculados com 0,2 g de micélio. Apesar da quantidade variar
entre os isolados, identificamos producdo de composto indolicos por todos os isolados
testados (Figura 17B). Ainda, nenhuma diferenca significativa foi observada em funcgao
do biétipo do fungo (10 dias: p =0.182; 21 dias: p = 0.0914).
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Figura 17. Isolados dos biotipos C, S e L de M. perniciosa produzem compostos indélicos quando
suplementado com triptofano. (A) Quantificacdo de compostos ind6licos do isolado FPN1 cultivado em
diferentes volumes. A producdo de compostos indélicos manteve-se constante em diferentes volumes de
cultivo contendo a mesma concentragdo de Trp (5 mM). A quantidade de micélio em cada cultura foi
ajustada de forma proporcional ao volume da cultura. As linhas vermelhas representam a média de seis
réplicas bioldgicas. O teste ANOVA unidirecional seguido por uma analise post hoc de Tukey foi
realizado. Tratamentos com a mesma letra acima do gréafico sdo estatisticamente indistinguiveis em um
grau de confianca de 95%. (B) Quantificacdo de compostos indolicos dos isolados dos biotipos C, Se L
em meio Malt light cultivado por 21 dias. Neste experimento, trés condi¢bes foram avaliadas: (I) Meio de
cultura (10 mL) suplementado com 5 mM de Trp e inoculado com 0.2 g de micélio do fungo, (Il) Meio de
cultura (10 mL) n&o suplementado e inoculado com 0.2 g de fungo, (Ill) Meio de cultura suplementado
com 5 mM de Trp mas ndo inoculado com o fungo. As medi¢Bes foram realizadas no inicio do
experimento (dia 0) e ap6s 10 e 21 dias de cultivo. As linhas vermelhas representam a média de trés
réplicas bioldgicas. O teste ANOVA unidirecional seguido por uma analise post hoc de Tukey foi realizado
os isolados nos respectivos dias (0, 10, 21). Tratamentos com a mesma letra acima do gréafico sédo
estatisticamente indistinguiveis em um grau de confianca de 95%.
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3.3.6 O sobrenadante de culturas de M. perniciosa ativa a resposta a auxina
em A. thaliana

Plantulas de Arabidopsis carregando o reporter DR5::GFP foram tratadas com o
sobrenadante da cultura do fungo para confrmarmos a presenca de auxina
biologicamente ativa nestas culturas. A incubacdo das plantas em Malt light ndo ativou
o promotor DR5. Ainda, a adicdo de 100 nM de IAA exdgeno resultou em forte
fluorescéncia, mostrando que as plantas respondem ao hormonio quando incubadas
em meio de cultura Malt light. Enquanto o meio de cultura suplementado com Trp (sem
adicdo de fungo) nédo induziu a resposta da planta, a presenca do fungo levou a uma
forte ativacdo do repodrter DR5::GFP, tanto nas folhas quanto nas raizes (Figura 18).
Essa resposta ocorreu com culturas do fungo tanto de 10 dias quanto de 21 dias,
consistente com a presenca de compostos inddlicos em ambos os tempos (Figura 16).
Nenhuma ativacdo da resposta da planta foi observada em culturas incubadas com M.
perniciosa sem adicdo de Trp, demonstrando a importancia deste aminoacido na

producgdo de auxina por M. perniciosa.
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Figura 18. O sobrenadante da cultura do fungo M. perniciosa induz a resposta de auxina em A.
thaliana DR5::GFP. (A) A ativacdo do repérter DR5::GFP em folhas e raizes de Arabidopsis é detectada
apenas quando as plantas sdo expostas ao sobrenadante do fungo crescido na presenca de Trp. O meio
de cultura Malt light acrescido de 100 nM de IAA imediatamente antes do tratamento das plantas
apresentou fluorescéncia e foi utilizado como controle positivo. Apenas o Malt light foi utilizado como
controle negativo. Os meios contendo apenas o fungo e apenas suplementado com Trp n&o induziram
resposta. (B) Quantificagdo da intensidade da fluorescéncia em imagens dos diferentes tratamentos. As
barras de erro representam o desvio padrdo calculado com base na andlise de trés imagens diferentes
por condicdo. O teste ANOVA unidirecional seguido por uma analise post hoc de Tukey foi realizado.
Tratamentos com a mesma letra acima do grafico sdo estatisticamente indistinguiveis em um grau de
confianca de 95%. Nota-se que a fluorescéncia dos tratamentos com fungo suplementado com Trp por 10
e 21 sédo similares ao controle positivo.
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3.3.7 Deteccéo de IAA e seus intermediarios por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Com o objetivo de confirmar e expandir os resultados descritos acima, utilizamos

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para detectar IAA e seus possiveis

intermediarios na cultura do fungo suplementado com triptofano. Inicialmente,

realizamos a validacdo do método de analise e a construcdo de curvas padrdo de cada

intermediério (Figura 19). Como resultado, fomos capazes de detectar e diferenciar as
moléculas IAA, Trp e os intermediarios TAM, IAM e IAN.
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Figura 19. Deteccdo de IAA, Trp e os intermediarios IAM, TAM e IAN por HPLC. (A) Uma mistura
contendo padrdes das diferentes moléculas de interesse (Trp, TAM, IAM, IAA, IAN) foi analisada por
HPLC. A imagem ilustra o tempo de retencdo de cada molécula (min) em relacdo a intensidade (MmAU)
dos picos. Injecdo de 50 yL a uma concentracdo de 20 ug/ml em 10% de etanol. Nota-se o tempo de
retencdo diferente entre as moléculas. (B) Espectros de absor¢cdo de cada molécula. A linha vermelha
indica o comprimento de onda (280 nM) no qual as leituras de absorbancia foram realizadas. (C)
Regresséo linear das diferentes concentracdes (ug/mL) das respectivas moléculas em fungéo da area do
pico obtida por HPLC. A curva padrédo contém oito pontos (0,1, 5, 10, 2, 40, 60 e 80 ug/mL). A linha azul
representa a regressao linear e o sombreado representa o desvio da regressdo. Os pontos pretos
representam a area do pico em cada concentragao (ug/mL). Nota-se uma linearidade e um R2 alto.

Com base no tempo de retencdo e nos respectivos espectros dos padrbes
(Figura 20A), foi possivel identificar a presenca de IAA e possivelmente da molécula

IAM no sobrenadantes de culturas de M. perniciosa suplementado com Trp ap6s 21
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dias de tratamento (Figura 20B). Como esperado, a cultura do fungo néo suplementado

com Trp ndo apresentou tais moléculas (Figura 20C). Ainda, a andalise do meio de

cultura Malt light puro também néo revelou nenhum pico relevante (Figura 20D).
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Figura 20. Deteccdo de IAA e possivelmente IAM em culturas do fungo M. perniciosa. (A) Padrdes
das diferentes moléculas de interesse (Trp, TAM, IAM, IAA, IAN). A imagem ilustra o tempo de retencéo
de cada molécula (min) em relacao a intensidade (mAU) dos picos. Injecdo de 50 pyL a uma concentragéo
de 20 pg/ml em 10% de etanol. (B) Extrato do meio Malt Light inoculado com M. perniciosa na presenga
de 5 mM de Trp. Nota-se a presenca de picos compativeis com o tempo de retencéo do precursor Trp e
de IAM e IAA. (C) Extrato do meio Malt Light inoculado com M. perniciosa, mas sem suplementacdo de
Trp. (D) Extrato do meio Malt Light puro (i.e., ndo inoculado com o fungo M. perniciosa e sem

suplementacéo de Trp).



60

A fim de confirmar a presenca de IAA e IAM no extrato do fungo suplementado
com Trp, adicionamos 20 ug/mL de IAA ou IAM exdgenos a amostra e avaliamos a
mistura por HPLC. Em concordancia com nossa expectativa, tempo de retengao de IAA
exégeno coincidiu com o tempo de um dos picos do extrato da cultura do fungo (Figura
21A). Ainda, o pico de IAM exdgeno coincidiu com um dos picos do extrato do fungo
(Figura 21B). Assim, nossos resultados confirmam que M. perniciosa produz IAA a partir
de Trp e indicam que o IAM é um intermediario da biossintese de auxina neste fungo.

As andlises do sobrenadante do fungo cultivado por 10 dias ainda nédo foram realizadas.
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Figura 21. Contaminacdo do extrato da cultura de M. perniciosa com IAA e IAM exdgenos (A)
Sobreposicao do extrato do meio Malt Light inoculado com M. perniciosa na presenca de Trp apés 21
dias de tratamento (linha azul) e da mesma amostra contaminada com 20 ug/mL de IAA (linha rosa).
Injecéo de 50 pL do extrato em 10 % de etanol. Nota-se a perfeita sobreposi¢do do IAA observado no
extrato e do IAA adicionado antes da injecdo. (B) Sobreposi¢do do extrato do meio Malt Light inoculado
com M. perniciosa na presenca de Trp apos 21 dias de tratamento (linha azul) e da mesma amostra
contaminada com 20 pg/ml de 1AM (linha rosa). Injecéo de 50 pL do extrato em 10% de etanol. Nota-se a
sobreposi¢édo do IAM observado no extrato e do IAM adicionado antes da injec&o.

34 Discussao

A vassoura de bruxa, causada pelo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa, é
uma importante doenca nas Américas e esta entre as principais razées pelo declinio da
producéo de améndoas de cacau em diversos paises do continente (AIME; PHILLIPS-
MORA, 2005; PLOETZ, 2007; PURDY; SCHMIDT, 1996). A presenca de sintomas
como hiperplasia, hipertrofia e perda da dominancia apical, sugere a ocorréncia de um
desequilibrio hormonal na fase inicial da doenca (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005;
PURDY; SCHMIDT, 1996; TEIXEIRA et al., 2014). Especificamente, diversas
evidéncias indicam a participacdo do horménio auxina no desenvolvimento da doenca.

Segundo Teixeira e colaboradores (2014), as vias de biossintese de auxina do
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cacaueiro ndo sdo induzidas durante a infeccéo, apesar de genes responsivos a este
horménio (GH3, SAUR, Aux/IAA) terem a transcricdo fortemente aumentada. De fato,
nosso trabalho apoia e expande esses resultados ao analisar trés momentos ao longo
do desenvolvimento da vassoura verde (20, 30 e 45 dai), demonstrando que genes de
resposta a auxina estdo induzidos durante todo o time course do experimento (Figura
14), diferentemente dos genes de biossintese (Figura 15; Figura suplementar 1; Figura
suplementar 2). Desta forma, é possivel que a inducdo de genes responsivos a auxina
da planta seja consequéncia da presenca de IAA produzida pelo fungo. De fato, nossos
resultados evidenciaram a presenca de IAA biologicamente ativa no sobrenadante do
fungo suplementado com Trp (Figura 16, Figura 18 e Figura 20).

A producd@o de compostos inddlicos por isolados pertencentes aos trés bibtipos
de M. perniciosa (Figura 17) sugere um papel evolutivamente conservado para a auxina
nesta espécie. Curiosamente, mesmo o0 isolado pertencente ao biétipo-L, que
aparentemente ndo induz sintomas caracteristicos da vassoura de bruxa em seu
hospedeiro, foi capaz de produzir compostos inddlicos a partir de triptofano em
condicdes in vitro. Esta observacao poderia indicar que a auxina derivada do patégeno
nao é suficiente para causar alteracdes morfologicas no hospedeiro, ao menos pelo
biotipo-L. Entretanto, a producéo in planta de IAA por M. perniciosa durante a infecgédo
de diferentes hospedeiros ainda precisa ser confirmada.

A producdo de auxina € frequentemente apontada como uma estratégia de
viruléncia em fitopatdogenos (FU; WANG, 2011; WANG et al., 2007). Apesar das
evidéncias existentes em bactérias (FU et al., 2011; SPAEPEN; VANDERLEYDEN,
2011), um papel para a auxina como fator de viruléncia ndo foi comprovado para
nenhum patégeno filamentoso até o momento. Ainda assim, a producéao de IAA ja foi
demonstrada em mudltiplos fungos com origem evolutiva independente (MAOR et al.,
2004; TANAKA et al., 2011; TSAVKELOVA et al., 2012; YIN et al., 2014), sugerindo que
a manipulacdo do metabolismo de auxina do hospedeiro seja uma estratégia de
patogenicidade convergente de diferentes microrganismos. Em geral, especula-se que
a perturbacdo do metabolismo de auxina possa favorecer patdégenos por (1) promover o
afrouxamento da parede celular, o que auxiliaria o0 crescimento e invasao do

microrganismo, (2) promover o crescimento do tecido vegetal, o que contribuiria para o
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aumento da disponibilidade de nutrientes no sitio de infeccao, e (3) suprimir o sistema
imune vegetal, uma vez que a auxina antagoniza respostas mediadas por acido
salicilico. Neste sentido, hipotetizamos que a ativacdo das respostas a auxina em
plantas infectadas por M. perniciosa possa explicar os sintomas tipicos da doenca (i.e.,
crescimento exagerado). Ainda assim, é possivel que a auxina potencialmente
produzida por M. perniciosa durante a infeccdo possa ndo estar diretamente
relacionada com a promocéo de sintomas, assim como demonstrado para os tumores
causados pelo fungo Ustilago maydis em milho (REINEKE et al., 2008). Ainda, a
producdo de IAA por M. perniciosa poderia explicar, ao menos em partes, a
incapacidade do hospedeiro em montar uma resposta de defesa efetiva. Assim, é
essencial que as hipbteses levantadas neste trabalho sejam confirmadas com
experimentos envolvendo a infeccdo de plantas com mutantes de M. perniciosa
incapazes de produzir IAA.

A identificacdo de genes de M. perniciosa potencialmente envolvidos na
biossintese de auxina (Figura 15) corrobora as andlises ja descritas por Mondego et al
(2008). Ao contréario deste trabalho anterior, o qual foi baseado em um draft do genoma
do fungo, nossas analises utilizaram uma montagem bem mais completa e que contém
mais de 99% dos genes altamente conservados em basidiomicetos (dados né&o
publicados). Assim, identificamos genes que anteriormente ndo haviam sido propostos
como candidatos a integrarem vias de biossintese de IAA. Nossas buscas foram
realizadas de forma pouco estringente de forma a evitar a exclusdo de falsos negativos
em esforcos subsequentes que visem a definicAo experimental da via de biossintese
deste hormonio em M. perniciosa. Em particular, empregaremos HPLC e espectrometria
de massas para detectar a presenca de moléculas intermediarias. De fato, aléem da
presenca da IAA, nossos primeiros experimentos utilizando HPLC revelaram a presenca
de IAM (acido indol-3-acetamida), um possivel intermediario da biossintese de IAA em
microrganismos (Figura 20; Figura 21). Ao menos 15 genes codificam potenciais
hidrolases/amidases capazes de converter IAM em IAA (Figura 15) e, portanto,
poderiam estar envolvidos na biossintese de auxina por M. perniciosa. Experimentos
subsequentes envolvendo analises do transcriptoma do fungo cultivado na presenca de
triptofano poderdo auxiliar na definicdo de genes necessarios para a biossintese de IAA
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por este patdgeno. Assim, esperamos que estes esforcos expandam nosso
entendimento sobre as estratégias de viruléncia de M. perniciosa contribuindo, ainda,
para o entendimento do papel da auxina em intera¢des planta-patdégeno de forma mais
ampla.

3.5 Concluséao e Perspectivas

Genes marcadores da resposta a auxina séo fortemente induzidos no cacaueiro
durante a fase inicial da vassoura de bruxa. Curiosamente, genes candidatos a
integrarem rotas de biossintese deste hormoénio ndo sédo ativados nas mesmas plantas.
Isto sugere que o aumento da resposta a auxina em plantas infectadas seja causado
diretamente pelo patégeno. De fato, nossos resultados demonstraram o acumulo de
auxina biologicamente ativa no sobrenadante do fungo cultivado na presenca de
triptofano, o precursor do acido indol-3-acético. Isto demonstra o potencial de M.
perniciosa em produzir auxina, ainda que in vitro.

Em conjunto, nossos resultados suportam a hipétese de que a auxina €, de fato,
um fator envolvido no estabelecimento da doenca vassoura de bruxa, provendo bases
para a investigacdo de mecanismos moleculares que determinam a patogenicidade de
M. perniciosa. Perguntas que serdo abordadas em futuras pesquisas do nosso grupo
incluem: Qual a rota metabdlica utilizada na sintese de IAA em M. perniciosa? A auxina
produzida por M. perniciosa € necessaria para o desenvolvimento dos sintomas da
vassoura de bruxa? O fungo M. perniciosa é capaz de suprimir respostas de defesa do
hospedeiro através da producédo de IAA? Portanto, analises futuras utilizando HPLC e
espectrometria de massas serdo importantes para confirmar, através da identificacao de
moléculas intermediarias, se o IAM é, de fato, um intermediario na rota de biossintese
de IAA neste patdgeno. Ainda, buscaremos identificar outros potenciais intermediarios.
Assim, esperamos definir genes alvos para a obtencdo de mutantes incapazes de
produzir IAA. Com isso, poderemos entéo descrever a relagdo da auxina produzida pelo

patogeno e os sintomas observados na vassoura de bruxa.
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Figura suplementar 1. A via de biossintese IAM nédo é induzida em cacaueiro infectado com a
vassoura de bruxa. (A) A via do IAM é composta por duas enzimas e envolve a conversao de triptofano
(Trp) em &cido indol-3-acetamida (IAM) e, entdo, em acido indol-3-acético (IAA). (B) Genes do cacaueiro
expressos em nosso experimento e potencialmente pertencentes a essa rota sdo apresentados. A via
IAM possui apenas dois genes candidatos expressos em nosso experimento, sendo o AMI1
diferencialmente expresso e regulado negativamente em 30 dai. Isto sugere que essa via, assim como as
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demais, ndo é ativada transcricionalmente durante o estagio biotréfico da doenca.
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Figura suplementar 2. A via de biossintese IAOx n&o € induzida em cacaueiro infectado com a
vassoura de bruxa. (A) A via do IAOx é composta por trés enzimas e envolve a conversdo de triptofano
(Trp) em indol-3-acetaldoxima (IAOx), conversdo de IAOx em &cido indol-3-acetonitrila (IAN) e, entdo, em
acido indol-3-acético (IAA). (B) Genes do cacaueiro expressos em nosso experimento e potencialmente
pertencentes a essa rota sdo apresentados. Dentre eles, treze genes candidatos expressos, sendo dois
genes diferencialmente expressos. O gene UGT7481 - Thecc.02G242200 esta regulado negativamente
em 45 dai, enquanto o outro, que codifica uma provavel nitrilase (NITs — Thecc.06G118500), esta
regulado positivamente em 30 e 45 dai. Isto sugere que essa via, assim como as demais, ndo

é ativada
transcricionalmente durante o estagio biotréfico da doenca.
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4 MANIPULACAO GENETICA DO FUNGO Moniliophthora perniciosa
Resumo

O fungo Moniliophthora perniciosa € o agente causador da vassoura de bruxa do
cacaueiro, a principal doenca que afeta esta planta no Brasil. O mais importante gargalo
para o estudo da vassoura de bruxa é a inexisténcia de um método eficiente que
permita a manipulacdo genética e a obtencdo de mutantes de M. perniciosa. Desde o
inicio do Projeto Genoma Vassoura de Bruxa em 2000, multiplos pesquisadores
dedicaram esforcos para a superacdo desta limitacdo e, como consequéncia,
importantes avancos foram acumulados ao longo do tempo. Apesar de ainda pouco
eficientes, métodos para a introducdo de DNA exdgeno no genoma de M. perniciosa ja
foram reportados, porém nenhuma linhagem mutante deste patdégeno foi obtida até o
momento. Nesse sentido nosso grupo vem trabalhando no desenvolvimento de um
protocolo eficiente de transformacéo do fungo, que tem se tornado uma prética rotineira
em nosso laboratorio. A introducdo de um constructo contendo o gene de resisténcia a
higromicina em dois isolados do fungo M. perniciosa resultou em centenas de colonias
transformantes, o que € suficiente para todas as analises subsequentes que
pretendemos realizar. De fato, nossos resultados sdo promissores, visto que o
procedimento foi repetido diversas vezes e por diferentes integrantes do grupo de
pesquisa do LaGIP, obtendo-se sempre alta eficiéncia. A perspectiva para nosso grupo
€ utilizar a tecnologia CRISPR/Cas9 para a obtencdo de mutantes de genes
codificadores de potenciais fatores de patogenicidade, a exemplo do trabalho
apresentado no Capitulo I. Uma vez identificados genes potencialmente responsaveis
pela biossintese de auxina, esperamos obter mutantes do fungo incapazes de produzir
este hormonio. Assim, serd possivel infectar plantulas de cacaueiro e entdo avaliar o
papel da auxina derivada do patégeno na viruléncia e no surgimento dos sintomas
caracteristicos da vassoura de bruxa.

Palavra-chave: Fungo, Transformacéo, Cacau, Patdgeno

Abstract

The fungus Moniliophthora perniciosa is the causal agent of witches' broom
disease, the main disease that affects the cacao tree in Brazil. The most important
bottleneck for the study of witches' broom disease is the lack of efficient methods for
genetic manipulation and production of M. perniciosa mutants. Since the beginning of
the Witches' Broom Genome Project in 2000, multiple researchers have dedicated
efforts to overcome this limitation and, consequently, important advances have been
accumulated over time. Although still inefficient, methods for introducing exogenous
DNA into the genome of M. perniciosa have been reported, but no mutant strain of this
pathogen has been obtained so far. Thus, our group has been working on the
development of an efficient protocol for the transformation of this fungus, which has
become a routine practice in our laboratory. The introduction of a construct containing
the hygromycin resistance gene into two isolates of the M. perniciosa fungus resulted in
hundreds of transformed colonies, which is sufficient for all downstream analyses we
plan to perform. Our results are promising, as the procedure was repeated several times
and by different members of the LaGIP research group, always with high efficiency. Our
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perspective is to employ the CRISPR/Cas9 technology to obtain mutants of genes
encoding potential pathogenicity factors, as in the work presented in Chapter 1. Once
genes potentially responsible for auxin biosynthesis have been identified, we expect to
obtain mutants unable to produce this hormone. Thus, it will be possible to infect cacao
seedlings and then correlate the role of fungal-derived auxin in the M. perniciosa
virulence and in the development of witches' broom disease symptoms.

Keywords: Fungi, Transformation, Cacao, Pathogen

4.1 Introducéo

A vassoura de bruxa € uma importante doenca do cacaueiro na América e esta
entre as principais razdes pelo declinio da producdo de cacau em diversos paises do
continente. No Brasil, a introducdo da doenca na principal regido produtora do pais (sul
da Bahia) em 1989, impactou de forma severa o mercado nacional de améndoas de
cacau e o pais, que até entdo era exportador, em poucos anos se tornou importador do
produto (MEINHARDT et al.,, 2008; TEIXEIRA et al., 2015). Dada a necessidade de
melhor entender o problema, um consércio envolvendo mdultiplos laboratérios do Brasil
iniciou, no ano 2000, o Projeto Genoma Vassoura de Bruxa, o qual buscou sequenciar
o0 genoma do fungo M. perniciosa e elucidar aspectos de sua complexa biologia. Ao
longo de mais de duas décadas de pesquisas, uma série de potenciais fatores de
viruléncia deste fungo foram identificados e estudados de forma detalhada, incluindo
proteinas PR-1 (Pathogenesis-Related 1) (TEIXEIRA et al., 2012), ceratoplataninas (DE
O. BARSOTTINI et al., 2013), proteinas causadoras de necrose da familia NEP
(Necrosis and Ethylene-Inducing Proteins) (GARCIA et al., 2007), uma oxidase
alternativa (AOX) (THOMAZELLA et al., 2012) e uma quitinase cataliticamente inativa
capaz se suprimir respostas de defesas de plantas (FIORIN et al., 2018). Além disso,
uma série de genes codificantes de efetores candidatos (CSEPs — Candidate Secreted
Effector Proteins) foram identificados com base em analises de genomas e
transcriptomas (TEIXEIRA et al.,, 2014). Apesar dos avangos, a compreensao dos
papéis funcionais dessas proteinas ainda € bastante limitada pela auséncia de métodos
para a obtencéo de linhagens mutantes de M. perniciosa.

Considerado um modelo bastante dificil de se trabalhar, o fungo M. perniciosa &
recalcitrante a transformacao e a inexisténcia de métodos de manipulacdo genética tem

constituido um dos principais gargalos para o estudo molecular da vassoura de bruxa
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desde o inicio do Projeto Genoma. Assim, multiplos pesquisadores dedicaram esforcos
para superar esta limitacdo e importantes avancos foram acumulados de forma gradual
ao longo de varios anos de pesquisa. O primeiro passo para a obtencdo de um
protocolo de transformacdo foi realizado por Lima e colaboradores (2003), que
reportaram a obtencdo bem-sucedida de linhagens transformantes do fungo (linhagens
nas quais o gene de resisténcia a higromicina foi introduzido) através do tratamento de
protoplastos na presenca de polietilenoglicol e cloreto de célcio (PEG/CaCl,). Neste
sistema, cerca de 2 transformantes foram obtidos por micrograma de DNA. Porém,
aproximadamente 54% dos transformantes foram abortivos (i.e., ndo se desenvolveram
por um periodo prolongado em meio de cultura), sendo o restante estaveis e com
diferentes niveis de resisténcia a higromicina B. Posteriormente, Lopes e colaboradores
(2008) demonstraram um aumento da eficiéncia de obtengdo de transformantes do
fungo utilizando enzimas de restricdo durante o procedimento de transformacao (REMI
— Restriction Enzyme Mediated Integration). A obtencdo de 4 a 24 transformantes por
micrograma de DNA foi reportada neste trabalho. Em conjunto, esses trabalhos
forneceram metodologias Uteis para a introducdo de DNA exdgeno nas células de M.
perniciosa, provendo bases para o0 estabelecimento de ferramentas de manipulacao
genética deste fitopatdgeno. Posteriormente, Caribé e colaboradores (2009) reportaram
o silenciamento de dois genes do fungo por meio de interferéncia por RNA (RNAI).
Entretanto, este sistema mostrou-se viavel apenas para o micélio necrotroéfico cultivado
in vitro, ndo permitindo o estudo da funcdo génica em condicbes associadas a
patogenicidade do fungo. Através da transformacdo de protoplastos em presenca de
PEG/CaCl,, Barau e colaboradores (2015) foram capazes de gerar linhagens
transgénicas do fungo carregando uma fusdo da proteina envolvida em autofagia
MpATG8 (Autophagy-related protein 8) e o marcador fluorescente GFP (Green
Fluorescent Protein). Tal estratégia permitiu a andlise da localizacdo subcelular da
proteina MpATG8 em condi¢bes de starvation nutricional, possibilitando uma avaliagdo
do processo de autofagia em M. perniciosa. Apesar de importantes, esses avangos nao
se traduziram em praticas rotineiras aplicaveis ao estudo da vassoura de bruxa,
possivelmente devido a dificuldade que diferentes laboratérios encontraram em
reproduzir os protocolos.
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Mais recentemente, o entdo aluno de mestrado Gabriel Lorencini Fiorin,
orientado pelo Prof. Gongalo Pereira (Unicamp) e coorientado pelo Prof. Paulo Teixeira
(USP), foi capaz de introduzir em M. perniciosa um constructo contendo o gene de
resisténcia a higromicina, a nuclease Cas9 e o cassete codificante do RNA guia (QRNA,;
guide RNA), o qual determina a especificidade do sistema CRISPR/Cas9 (i.e., o gene
alvo a ser editado). Linhagens resistentes a higromicina e carregando o gene Cas9
foram obtidas, porém, andlises subsequentes revelaram que este gene nao foi
transcrito nestas linhagens transgénicas, explicando a auséncia de eventos de edi¢cao
génica (dados ndo publicados). O motivo da auséncia de expressdo do gene Cas9
nestas linhagens de M. perniciosa ainda n&o foi explorado, mas pode incluir, entre
outros fatores, a ineficiéncia do promotor utilizado para a transcrigdo do gene Cas9.
Frente a isso, nosso grupo tem trabalhado no estabelecimento de procedimentos de
transformacao e na construcéo e avaliacao sistematica de novos cassetes de DNA.

Neste trabalho, demonstramos a transformacdo eficiente e estavel de M.
perniciosa com um cassete contendo o gene de resisténcia a higromicina B. Isolados
pertencentes a diferentes bidtipos de M. perniciosa foram transformados com sucesso,
resultando em centenas de colbnias transformantes. O procedimento vem sendo
aplicado de forma rotineira em nosso grupo e estabelece bases para a edicdo do
genoma de M. perniciosa por CRISPR/Cas9. Assim, estes resultados sao um
importante avanco no estudo da vassoura de bruxa e poderdo apoiar a geracéo inédita
de mutantes de genes de interesse, como aqueles que codificam efetores de viruléncia

putativo ou participam da biossintese de auxina.

4.2  Materiais e Métodos
4.2.1 Material biolégico
Os experimentos foram realizados com os isolados FPN1 e WMAD5, pertencentes
aos bidtipos-C e S de M. perniciosa, respectivamente. A manutencdo do fungo foi
realizada em placas de Petri contendo meio Malt Yeast Extract Agar (MYEA; extrato de
malte 15 g/L; extrato de levedura 5 g/L; agar 20 g/L). O cultivo do fungo em meio liquido

foi realizado inoculando-se pequenas quantidades do micélio obtido das placas de Petri
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em meio Malt light (extrato de malte 1.7 g/L; extrato de levedura 5 g/L; 5% glicerol). Os

plasmideos foram propagados em Escherichia coli Top10.

4.2.2 Preparacdo do constructo de DNA para a transformacdo de M.
perniciosa

Em nossos primeiros ensaios de transformacdo do fungo M. perniciosa,
utilizamos um cassete de DNA contendo o gene de resisténcia a higromicina B de
Escherichia coli (Hph - Hygromycin-B-phosphotransferase) sob controle do promotor do
gene GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) de Agaricus bisporus,
fusionado ao terminador 35S de CAMV (Cauliflower mosaic virus). Este cassete foi
extraido do vetor pBGgHg, o qual foi previamente utilizado para transformar o fungo
Agaricus bisporus (CHEN et al.,, 2000) e transferido para o vetor pGEM-T Easy
(Promega).

Antes da transformacéo do fungo, o DNA foi isolado de E. coli utilizando-se dois
protocolos distintos: (a) O método da lise alcalina padrao descrito por Sambrook et al
(1989); (b) O método descrito por Birnboim & Doly, (1979). Apesar de similares, 0s
métodos diferem no fato de que o protocolo de Sambrook e colaboradores (1989)
elimina moléculas de RNA através da adi¢cdo da enzima RNAse A a um dos tampdes de
extracdo. Por outro lado, o protocolo de Birnboim & Doly (1979) ndo envolve este
tratamento, o que resulta em uma preparacéo plasmidial enriquecida em RNA. Acredita-
se que a presenca de grandes quantidades de RNA na preparacdo possa favorecer a
precipitacdo e a introducdo do DNA exdgeno no nucleo do fungo durante o
procedimento de transformacdo (DORNTE; KUES, 2012). Apds o0s primeiros
experimentos, passamos a realizar a extragédo plasmidial com o método de Sambrook et

al (1989) modificada para omitir a adicdo de RNAse A, a qual se mostrou eficiente.

4.2.3 Transformacéo de protoplastos do fungo M. perniciosa
A transformacdo de M. perniciosa foi realizada através da exposicdo de
protoplastos ao constructo de DNA exdgeno de interesse na presenca de PEG e CacCl..
Para a preparagédo dos protoplastos, o fungo foi inicialmente cultivado em meio Malt

light liquido por 10 dias a 28°C e agitacao de 200 rpm. O equivalente a um volume de
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aproximadamente 10 mL de micélio foi entdo transferido para um tubo de 50 mL,
juntamente com 5 mL de glass beads (diametro: 3 mm) e 25 mL de meio RGM (3 g/L
triptona; 7 g/L extrato de malte; 7 g/L extrato de levedura; 10 g/L glicose; 3g/L glicose;
3g/L manitol; 25mL glicerol). O tubo foi entdo agitado manualmente por 60 segundos de
forma a quebrar o micélio em pedacos menores. Apos filtracdo em peneira esterilizada,
os fragmentos de micélio foram transferidos para meio RGM e mantidos a 28°C e
agitacdo de 200 rpm. Apods trés dias, um volume de aproximadamente 15 mL do micélio
foi lavado com 25 mL de KCl a 0.8 M e entdo incubado em 20 mL de solucédo de
protoplastizacdo (20 mg/mL de Glucanex® 200G, 10 mg/mL de BSA, 0.9 M sorbitol) por
duas horas a 28°C e agitacdo de 90 rpm. A Glucanex® 200G (Sigma) é uma mistura de
beta-glucanases, quitinases e proteases que digerem a parede celular do fungo. Em
seguida, o produto do tratamento foi filtrado duas vezes com filtros de nylon de 80 ym
(Millipore) para separar os protoplastos dos fragmentos das paredes celulares
degradadas pela Glucanex® 200G. ApoOs duas lavagens com uma solucao
osmoestabilizadora (0.9 M de sorbitol), os protoplastos foram ressuspendidos em 1 mL
de uma solucdo contendo cloreto de célcio a 50 mM e sorbitol a 0.9 M. Por fim, 200 pL
da suspensao de protoplastos foram incubados com o DNA de interesse no gelo por 40
min. Apds essa incubagdo, 1 mL da solugéo de transformacéo (40% PEG4000, 50 mM
Tris-HCI pH 7.5, 50 mM CacC I, 0.9 M sorbitol) foi adicionada e a mistura foi incubada
por 20 minutos a temperatura ambiente. Os protoplastos foram entdo misturados a 5 mL
de meio de regeneracéao (5 g/L peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de glicose,
1 g/L de manitol, 0.5% de glicerol, 15 g/L de agar) derretido e equilibrado a 37°C e
vertidos em placa de Petri. ApGs trés dias de incubacgéo a 28°C, 5 mL de top agar (6 g/L
de extrato de malte, 2 g/L de glicose, 2 g/L de manitol, 2 mL de glicerol, 3 g/L de extrato
de levedura, 5 g/L de peptona, 171.15 g/L de sacarose e 8 g/L de agar) contendo 500
Mg/mL de higromicina B foi aplicado a cada placa para selegcdo de colbnias
transformantes. Apdés 20 dias de crescimento, as coldnias transformantes foram
transferidas para placas de Petri tripartida contendo meio Malt Yeast Extract Agar e 100

Mg/mL de higromicina B.
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4.3 Resultados
4.3.1 Preparacao de DNA para a transformagédo de M. perniciosa

O plasmideo carregando o cassete para expressao do gene de resisténcia a
higromicina B foi mantido e propagado em células de E. coli. Antes da transformacéo de
M. perniciosa com este vetor, o plasmideo foi isolado utilizando-se dois protocolos
distintos: (a) O método descrito por Sambrook et al 1989 (DNA A; Figura 22); (b) O
método descrito por Birnboim & Doly, 1979 (DNA B e DNA C; Figura 22). A principal
diferenca nestes métodos esta na presenca de RNA na preparacédo final. Enquanto o
protocolo de Sambrook et al 1989 resulta em DNA plasmidial livre de RNA devido ao
tratamento com RNAse A, a preparacao obtida pelo protocolo de Birnboim & Doly, 1979
possui grandes quantidades de RNA por omitir o tratamento com esta enzima. Essa
diferenca pode ser facilmente observada ap0s a realizacao de eletroforese em géis de

agarose (Figura 22).

o | i -w - Picogreen dsDNA: ~5ug/ul
b \ J

DNAA DNAB DNAC

Prep 1 Prep 2

Figura 22. Preparac&o de DNA para transformacdo de M. perniciosa. O cassete contendo o gene de
resisténcia a higromicina B sob controle do promotor GAPDH de Agaricus bisporus foi clonado no vetor
pGEM-T Easy. Este plasmideo foi mantido e propagado em células de E. coli. Antes da transformacéo de
M. perniciosa com este construto, o plasmideo foi isolado utilizando-se dois protocolos: (I) O método
padréo descrito por Sambrook et al 1989 (DNA A) e (ll) o método descrito por Birnboim & Doly, 1979
(DNA B e DNA C). Duas preparagdes independentes foram realizadas (Prep 1 e Prep 2). Nota-se a
presenca de RNA (degradado) apenas quando o protocolo de Birnboim & Doly, 1979 é utilizado. A
guantificacdo do DNA foi realizada utilizando-se o reagente Picogreen dsDNA, o qual é especifico para
DNA dupla fita.
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4.3.2 Transformacgéo do fungo M. perniciosa
O micélio de M. perniciosa foi submetido ao procedimento de digestdo da parede
celular para isolamento de protoplastos (Figura 23). A quantificacdo das células em
camara de Neubauer revelou a obtencao de 3.3E7 (33 milhdes) protoplastos por mililitro

de suspensao.

Figura 23. Isolamento de protoplastos de M. perniciosa. (A) Micélio do fungo M. perniciosa (isolado
FPN1) cultivado em meio Malt light liquido por 10 dias. (B) Micélio coletado em uma peneira estéril. (C) O
equivalente a um volume de 10 mL de micélio foi transferido para um tubo de 50 mL, juntamente com 5
mL de Glass Beads (3 mm) e 25 mL meio de cultura RGM. (D) O tubo foi agitado por 60 segundos para
guebrar o micélio em fragmentos pequenos. (E) Micélio fragmentado em Erlenmeyer contendo 100 mL de
meio RGM, o qual foi incubado a 28°C e 200 rpm por 3 dias antes da digestdo da parede celular para
isolamento dos protoplastos. (F) Apos a digestdo do micélio do fungo com o coquetel de enzimas
Glucanex (Sigma), observa-se a liberacdo dos protoplastos, os quais assumem morfologia de esfera na
suspensao. Em média, nossas preparacgfes resultaram em aproximadamente 33 milhGes de protoplastos
por mililitro de suspenséo.

O plasmideo contendo o cassete para expressao do gene de resisténcia a
higromicina B foi entdo utilizado na transformacao do isolado FPN1 de M. perniciosa
(pertencente ao biotipo-C). Para isso, 200 pL da suspensdo de protoplastos foram
incubadas na presenca de diferentes quantidades de DNA (10 pg e 50 pg) isolado
segundo os dois métodos descritos acima. Notavelmente, muitas colbnias resistentes a
higromicina foram obtidas em todas as condic¢des testadas (Figura 24). Porém, o uso de
diferentes protocolos para isolar o DNA (com ou sem RNAse A) ndo resultou em
diferencas claras na eficiéncia da transformacédo. Como esperado, nenhum crescimento

foi observado em placas contendo protoplastos que nao receberam o DNA. Apos sete
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dias, 40 colbnias foram transferidas para meio de cultura contendo higromicina B para

confirmacédo da resisténcia ao antibiotico. Todas apresentaram crescimento.

7 days after transformation

50 ug DNA No DNA
No hygromycin 100 ug/mL hygromycin

10ug DNA A 10ug DNA B 10ug DNA C 50ug DNAC

100 ug/mL hygromycin

Figura 24. Transformacao do isolado FPN1 do fungo M. perniciosa. A imagem mostra placas de Petri
nas quais os protoplastos do fungo foram cultivados apés o procedimento de transformacéo. Apos sete
dias, observa-se desenvolvimento do micélio na presenca de higromicina B apenas nas condi¢cdes que
receberam DNA, demonstrando a eficiéncia deste antibiético em restringir o desenvolvimento do fungo
nao transformado. A placa que ndo continha higromicina apresentou intenso crescimento de micélios, pois
colénias nao transformantes também se desenvolveram. O DNA utilizado (DNA A, DNA B e DNA C), foi
isolado por diferentes métodos, como apresentado na figura 22. O uso de diferentes protocolos para isolar
o DNA néo resultou em diferencas claras na eficiéncia da transformacéo.

7

Uma vez que a espécie M. perniciosa € classificada em bi6tipos segundo a
especificidade de hospedeiro, a capacidade de manipular geneticamente isolados
pertencentes a diferentes bidtipos é de grande relevancia para o estudo do patdégeno.
Desta forma, o procedimento de transformagéo também foi avaliado utilizando-se o
isolado WMAD, pertencente ao biotipo-S da espécie. O procedimento adotado foi o
mesmo descrito para o isolado FPN1 (Figura 23). Neste experimento, a eficiéncia do
procedimento foi estimada em aproximadamente 40 transformantes por micrograma de
DNA (Figura 25).
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Plate 1 Plate 2

Figura 25. Contagem de colbnias transformantes obtidas para o isolado WMAS5 de M. perniciosa.
Cada uma das placas apresentadas contém 100 ug/mL de higromicina B e recebeu 200 uL de
protoplastos transformados com 1 ug de DNA. Circulos vermelhos identificam as col6nias contadas. O
plagueamento da mesma quantidade de protoplastos em meio ndo seletivo (sem higromicina B) n&o
permitiu a distincdo de coldnias devido ao grande crescimento miceliar (células n&do transformadas
também se desenvolvem; ndo mostrado).

Subsequentemente, avaliamos a relacdo entre 0 numero de transformantes
obtidos e a quantidade de DNA utilizada no procedimento. No entanto, apds o0s
primeiros experimentos (Figura 24, Figura 25), passamos a utilizar DNA isolado com o
método de Sambrook et al 1989, porém sem adicdo de RNAse (Figura 26).
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Figura 26. Preparacdo de DNA para transformac&o de M. perniciosa. O cassete contendo o gene de
resisténcia a higromicina B sob controle do promotor GAPDH de Agaricus bisporus foi clonado no vetor
pPGEM-T Easy. Este plasmideo foi mantido e propagado em células de E. coli. Antes da transformacéo de
M. perniciosa com este construto, o plasmideo foi isolado utilizando o método padrao descrito por
Sambrook et al 1989, porém sem adicdo de RNAse A. A presenca de RNA degradado é observada na
parte inferior do gel. A quantificagdo do DNA foi realizada utilizando-se o reagente Picogreen dsDNA, o
qual é especifico para DNA dupla fita.
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Para isso, cinco aliquotas de protoplastos do isolado FPN1 foram incubadas na
presenca de PEG/CaCl, com diferentes quantidades de DNA: 0 ug, 1ug, 2.5 ug, 5 ug e
10 pg. Apd6s a incubacéo, os protoplastos foram plaqueados (em duplicata para cada
guantidade de DNA) em meio de cultura e selecionados utilizando-se o antibiético
higromicina B. Como esperado, nenhuma colbnia foi obtida quando os protoplastos nao
foram incubados com DNA (Figura 27A), demonstrando eficiéncia da higromicina B em
impedir o desenvolvimento de M. perniciosa. Todas as demais condi¢cbes (i.e.,
protoplastos incubados com DNA) apresentaram crescimento micelial (Figura 27A).
Notavelmente, uma clara relacdo positiva (R2=0.98; Figura 27B) foi observada entre a
guantidade de DNA utilizada e o numero de colbnias resistentes ao antibiético que se

desenvolveram. Neste experimento, obtivemos aproximadamente cinco transformantes

por micrograma de DNA utilizado.
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Figura 27. Relacdo entre a quantidade de DNA utilizada e o niumero de transformantes de M.
perniciosa obtidos. (A) Protoplastos do fungo foram incubados com diferentes quantidades de DNA
(cassete para expressdo do gene Hph) na presenca de PEG/CaCl, e subsequentemente selecionados
em meio de cultura contendo o antibiético higromicina B a uma concentracdo de 100 pg/mL. Observa-se
maior nimero de colbnias nas condi¢cdes que receberam mais DNA. (B) Regresséo linear mostrando a
correlagdo entre quantidade de DNA e namero de transformantes obtidos.
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A fim de avaliarmos a estabilidade das transformacdes, aproximadamente 50
colénias resistentes a higromicina B foram selecionadas e subcultivadas em novos
meios de culturas por mais trés repigues (aproximadamente trés meses de cultivo). Em
todos os casos, as culturas continuaram a se desenvolver no antibiético sem nenhuma
alteracdo detectavel no desenvolvimento (Figura 28). Ainda, colbnias transferidas para
meio de cultura sem antibiético mantiveram a resisténcia quando transferidas
novamente para meio seletivo (resultado nao apresentado), mostrando que a

integracao do cassete de resisténcia a higromicina é estavel nas condi¢fes avaliadas.

Figura 28. Repicagem de coldnias transformantes de M. perniciosa em meio de cultura contendo higromicina
B. Cada placa de Petri foi inoculada com trés coldnias. Com excecdo das coldonias a esquerda (FPN1, fungo
selvagem), as outras 16 foram transformadas com um cassete carregando o gene de resisténcia a higromicina B.
Cada colbdnia se originou de um protoplastos regenerado e, portanto, corresponde a um evento de transformacao
independente.

4.4 Discusséo

A vassoura de bruxa, causada pelo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa, € a
principal doenca que atinge a cultura do cacaueiro no Brasil. Desde a introducéo desse
fungo em nossa principal regido produtora (estado da Bahia), o pais, que até entdo era
0 segundo maior produtor do mundo, passou de exportador para importador de cacau
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(MEINHARDT et al., 2008; PLOETZ, 2007). Dada a sua grande importancia para a
induUstria chocolateira, diversos laboratérios no mundo vém estudando este patdgeno
para entender melhor sua complexa biologia e, eventualmente, propor solugbes para o
problema. Apesar dos avangos acumulados nas Ultimas duas décadas, a obtencédo de
mutantes do fungo ainda ndo é possivel, o que limita significativamente o estudo da
doenca.

A disponibilidade de métodos eficientes de manipulacdo genética € um
requerimento para estudos de mecanismos moleculares em qualquer organismo.
Muitas espécies, porém, sao recalcitrantes a procedimentos de transformacédo genética
e/lou e nao apresentam alta frequéncia de recombinacdo homodloga. N&o
surpreendentemente, apenas algumas poucas espécies de basidiomicetos sédo
atualmente manipuladas geneticamente (HONDA et al., 2019; IDNURM et al., 2017).
Nos ultimos anos, porém, tecnologias de edicdo de genomas baseadas no sistema
CRISPR/Cas9 tém contribuido significativamente para a geracdo de individuos
geneticamente manipulados de uma ampla diversidade de organismos, incluindo fungos
(HUANG; SONG; YANG, 2019; LIU et al., 2020; ZHOU et al., 2019). Neste sentido,
temos dedicado esforcos para o estabelecimento de métodos eficientes de
transformacdo de M. perniciosa para, subsequentemente, aplicarmos a técnica
CRISPR/Cas9 na obtencédo de mutantes de genes de interesse.

Nossos resultados abrem caminhos ainda inexplorados em nossa linha de
pesquisa. A transformacdo do fungo tem se tornado uma pratica rotineira em nosso
laboratério e, notavelmente, tem apresentado elevada eficiéncia quando comparada
com relatos anteriores (BARAU et al., 2015; CARIBE DOS SANTOS et al., 2009; LIMA
et al., 2003; LOPES et al., 2008). Tipicamente, cada experimento resulta em centenas
de colbnias transformantes, o que é suficiente para todas as analises subsequentes que
pretendemos realizar. Notamos, porém, que o numero de transformantes obtidos é
altamente dependente da qualidade e quantidade dos protoplastos produzidos na
primeira etapa do protocolo. Isto pode explicar, por exemplo, a diferenca no rendimento
para as transformacbes de FPN1 (40 transformantes/ug; Figura 24) e WMA5 (5
transformantes/pg; Figura 25). Outros fatores, como caracteristicas inerentes aos

proprios isolados, podem influenciar a eficiéncia da transformag&o, mas isso ainda sera
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avaliado de forma sistematica. Destaca-se, ainda, que as linhagens transformantes tém
se mostrado estaveis, uma vez que o fungo mantém a resisténcia ao antibiético mesmo
apos sucessivas rodadas de subcultivo em meio de cultura. Dada a natureza do DNA
utilizado (i.e., plasmideo néo linearizado), esperamos que o transgene seja integrado
em posicOes aleatérias no genoma do fungo. De fato, esta integracdo explicaria a alta
estabilidade das linhagens transformantes. A estabilidade € essencial para que, apos a
inducdo da producdo de basidiomas, propagulos infectivos (i.e., basidiésporos) sejam
obtidos para experimentos de inoculacdo de plantas. Na proxima etapa do projeto,
pretendemos implementar a técnica CRISPR/Cas9 em M. perniciosa para, entao,
produzirmos mutantes que permitirdo o estudo de fatores de viruléncia candidatos deste

patdégeno.

4.5 Concluséao e Perspectivas

Nossos resultados sado promissores, visto que o protocolo foi repetido diversas
vezes e por diferentes integrantes do grupo de pesquisa do LaGIP, obtendo-se sempre
alta eficiéncia. Dessa forma, novas portas serdo abertas para 0S Nossos projetos,
possibilitando testar novas construcdes de cassetes a serem introduzidas de maneira
sistematizada no genoma do fungo. A perspectiva para nosso grupo é utilizar a
tecnologia CRISPR/Cas9 para a obtencdo de mutantes de genes codificadores de
potenciais fatores de patogenicidade. Isso € essencial para o estudo de mecanismos
moleculares, geracdo de conhecimento basico e completo entendimento da biologia
deste fungo, o que pode apoiar o futuro desenvolvimento de estratégias de combate a
vassoura de bruxa. Assim, a exemplo do trabalho apresentado no Capitulo |, uma vez
identificados genes potencialmente responsaveis pela biossintese de auxina,
esperamos obter mutantes do fungo incapazes de produzir este horménio. Dessa
forma, sera possivel infectar plantulas de cacaueiro para avaliarmos se a auxina
produzida pelo fungo € necessaria para o desenvolvimento dos sintomas da doenca

e/ou para a viruléncia de M. perniciosa.
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