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Resumo

A doenga vassoura de bruxa do cacaueiro, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa
tem sido um dos maiores problemas fitopatologicos do hemisfério sul. O fungo tem uma fase
biotréfica longa, pouco comum entre fungos com o estilo de vida hemibiotrofico. Este fato sugere
que M. perniciosa deve dispor de importantes mecanismos de evasdo do sistema de defesa da
planta e que estes teriam um papel fundamental para o sucesso da infeccao. Assim sendo, o
objetivo deste trabalho ¢ entender os mecanismos de supressao envolvidos na resposta de defesa
basal da planta. Especificamente, aqueles mecanismos mediados por hormonios que poderiam
influenciar na suscetibilidade da planta ao patégeno durante a invasdo do M. perniciosa. Com
este fim, foram construidas bibliotecas de RNAseq da interagdo cacau-M. perniciosa durante o
inicio da fase assintomatica da doenca. As bibliotecas representantes desta interagdo mostraram
expressao diferencial de genes relacionados com a sinalizagdo de auxina, mas ndo foi observado
inducdo de genes da biossintese planta. Estes dados sugerem a presenca de auxina “exdgena”
produzida provavelmente pelo patogeno. Adicionalmente, foram encontrados genes relacionados
com o acido jasmonico e etileno. Com o intuito de identificar se M. perniciosa era capaz de
secretar um composto com fungdo de auxina, sementes de Arabidopsis thaliana foram crescidas
em amostras de sobrenadante do fungo. Estes experimentos mostraram alteracdo da morfologia
das raizes semelhantes a adi¢do de auxina exogena. Amostras de sobrenadantes do fungo foram
submetidas as técnicas de RMN, LC MS/MS e GC-MS e mostraram a presen¢a de um composto
com estrutura semelhante ao indol-3-acetoacido sendo produzido pelo fungo. Estudos do time
course de producdo deste composto mostraram que a auxina produzida ¢é rapidamente
metabolizada formando diferentes derivados indolicos com provavel fun¢do na patogénese do
fungo. Finalmente, encontramos um novo composto com estrutura parecida a auxina e
capacidade de inducdo de genes de resposta a este hormonio. Este trabalho ¢ o primeiro relato a
mostrar o time course da sintese de auxina por M. perniciosa e a induc¢do de respostas de
sinalizacdo de auxina nos tecidos de cacau infectados pelo fungo. A interven¢do nas vias de
sintese de auxina pelo fungo seria um caminho plausivel na tentativa por conter a doenca

vassoura de bruxa.
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Abstract

The witches' broom disease in Cacao is caused by the fungus Moniliophthora perniciosa
has been one of the most important problems phytopathological in the southern hemisphere. The
fungus has an unusual long biotrophic phase with the lifestyle hemibiotrofic suggesting that M.
perniciosa must have important evasion mechanisms for breaking of the plant defense system and
it would have a key role to success in the infection. Therefore, the aim of this work is to
understand some of the mechanisms involved in the suppression of basal defense response of the
plant. Specifically, hormones-mediated mechanisms that could influence plant susceptibility to
pathogens during the infection of M. perniciosa. For this purpose, RNAseq libraries were
constructed of the interaction cacao - M. perniciosa during the asymptomatic phase of the
disease. Genes related with the auxin and jasmonic acid signaling and ethylene production were
differential expressed during the initial stage of the disease. Furthermore, auxin-responsive genes
were induced, but not observed induction of plant biosynthesis genes for this hormone. These
data suggest presence of auxin "exogenous" probably produced by the pathogen.

In order to identify whether M. perniciosa was able to secrete a compound like an auxin,
Arabidopsis thaliana seedlings were grown in mediums with supernatant of the fungus. These
experiments showed alterations on the roots morphology, similar to the addition of exogenous
auxin. Samples of supernatants were subjected to the techniques of NMR, LC-MS/MS and GC-
MS and showed the presence of a compound with a similar structure of Indole-3- Acetic Acid
(IAA) being produced by the fungus. A time course of the production of this compound was
examinated by LC-MS/MS and showed that the auxin is produced by M. perniciosa, but is
rapidly metabolized forming different indole derivatives, some of them with a probable role in
the pathogenesis. Finally, we found a new compound with a structure similar to auxin and with

the ability to induce gene response to this hormone.
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INTRODUCAO

O Brasil foi um dos maiores produtores e exportadores de cacau do mundo até a
introdugdo do fungo Moniliophthora perniciosa, causador da doenca vassoura de bruxa (Stahel,
1915; Singer, 1942; Aime e Phillips-Mora, 2005) na Bahia em 1989. Em apenas uma década, de
1991 a 2000, o pais viu a produgdo anual de améndoas de cacau cair de 400.000 toneladas para
100.000 (Batista, 2009) tornado a doenca vassoura de bruxa um dos maiores problemas
fitopatologicos do Brasil. No ano 2000, teve inicio o projeto genoma do fungo M. perniciosa no
Laboratério de Genomica e Expressdao (LGE) do Instituto de Biologia da UNICAMP com o
intuito de identificar fatores e mecanismos importantes para a patogenicidade do fungo que
pudessem ser explorados na busca de solucdes para o controle eficiente da doenca.

A doenca vassoura de bruxa ¢ caracterizada pela formagdao de estruturas chamadas de
vassoura verde. Esses sintomas estdo relacionados com desbalango hormonal ocasionados pela
presenga do patégeno M. perniciosa. Freqiientemente, doengas de plantas t€ém sido associadas
com inibi¢ao ou estimula¢do do crescimento ¢ a formacao de tumores devido a variagcdes nos
niveis hormonais desses tecidos (Robert-Seilaniantz et al., 2007). O desenvolvimento de técnicas
bioquimicas tem permitido a extragdo de hormodnios de crescimento tais como auxinas e
citocininas a partir de bactérias (Robinette e Matthysse, 1990; M., T., Brandl e S. E. Lindow,
1998; Vandeputte et al., 2005) e fungos (Maor et al., 2004). Apesar das evidéncias da estreita
relacdo que existe entre hormonios e doencas, existem poucos trabalhos demonstrando o papel
dos hormdnios de crescimento na interagdo planta-patogeno. Entretanto, as moléculas de
sinalizacdo associadas a defesa como acido salicilico (AS), jasmonato (AJ) e etileno (ET), tém
recebido grande atengdo e a importancia desses compostos na resisténcia das plantas estd bem

documentada (Feys e Parker, 2000; Kunkel e Brooks, 2002).

A complexa rede de interagdo e regulagdo existente entre as vias de sinalizagdo de hormonios
na planta permite ao patdogeno modificar a fisiologia do seu hospedeiro para a sua propria

vantagem usando um limitado nimero de moléculas (Maor e Shirasu, 2005). Ou seja, o patogeno



pode alterar diretamente o metabolismo dos hormdnios produzidos pela planta ou pode ser capaz
de ele mesmo secreta-los (Sequeira e Kelman, 1969).

As vias de sintese de hormodnios assim como a quantidade de hormoénio produzida variam
para cada sistema patdgeno-hospedeiro. Entretanto, em cada intera¢ao a produgao de hormonios €
um requisito indispensavel para o estabelecimento da doenca (Jameson, 2000). Por outro lado,
existem cada vez mais evidéncias de que os hormonios controlam processos fisioldgicos e do
desenvolvimento de fungos. Por exemplo, esporos de Colletotrichum gloeosporioides sao
capazes de formar apressorio em resposta a etileno (Kolattukudy e Rogers, 1995), leveduras
haploides podem se diferenciar em diploéides em resposta a auxina (Prusty et al., 2004). Estes
resultados sugerem que tanto a percepcdo do hospedeiro quanto a invasdo do patdégeno estdo
influenciados por hormonios.

Devido a conhecida importancia dos hormonios na interagdo fungo-planta e ao especial
impacto proposto para estes compostos no desenvolvimento dos sintomas vassoura de bruxa
torna-se essencial aprofundar na genética e a biologia da interagdo M. perniciosa — cacau no que
diz respeito da sinalizagdo hormonal. Estes estudos auxiliariam na determinagdo (i) dos
mecanismos hormonais envolvidos na suscetibilidade da planta ao patogeno, e (ii) dos fatores
que permitem a evasdo do patogeno as respostas de defesa da planta.

Neste trabalho pretendemos integrar informacdes sobre os mecanismos utilizados por M.
perniciosa para influenciar na suscetibilidade da planta, focando especificamente naqueles
processos envolvidos na manipulacdo das vias hormonais através do controle dos genes de
sinteses, sinalizagdo, transporte e degradacdo destes compostos. A seguir, se encontra uma
revisdo atualizada da literatura com primicias que sustentam a nossa hipdtese de trabalho: M.
perniciosa seria capaz de produzir um composto analogo da auxina que estaria envolvido no

aumento da suscetibilidade da planta ao patégeno.

1. Variedades de cacaueiro
Tradicionalmente as variedades de cacaueiro sdo classificadas em trés grupos: Criollo,
Forastero e Trinitario que variam de acordo com a morfologia, genética e origem geografica
(Bartley, 2005). O Criollo foi cultivado por muito tempo na América do Sul e Central e

representa a primeira variedade domesticada (Sounigo er al., 2003). Neste grupo estdo as



variedades que tem fruto com améndoas grossas, brancas ou rosadas as quais tem mais sabor e
dao origem aos chocolates finos (Marita et al., 2001). Nao obstante, esta variedade na atualidade
¢ pouco cultivada por ter alta suscetibilidade a doengas (Marita et al., 2001). As variedades do
grupo de Forastero sao amplamente cultivadas devido aos seus altos rendimentos em campo e
resisténcia a doengas. Elas tém 80% da produ¢ao de améndoa do cacau (Marita et al., 2001). Os
Forasteros sao subdivididos em baixa Amazonica e alta Amazdnica, os primeiros foram
cultivados na bacia Amazonica e seus cultivares introduzidos na Africa. Entretanto, os segundo
sao considerados geneticamente mais diversificados e sdo freqlientemente usados em programas
de melhoramento devido ao vigor, precocidade e resisténcia as doengas (Iwaro er al., 2001).
Trinitarios sdo considerados hibridos recente originados do cruzamento de gendtipos de Criollos
e Forasteros da baixa Amazdnica (Motamayor, 2001). Exemplos de trinitarios sdo as variedades
de cacau TSH1188 (“tolerante” a vassoura de bruxa) e Catongo — ou cacau comum (suscetivel a
vassoura de bruxa) (Bartley, 2005).

O método ideal para o controle da vassoura de bruxa ¢ a introducdo de variedades de
cacau com maior resisténcia genética uma vez que o controle quimico e/ou biologico t€m se
mostrado ineficientes. A poda de tecidos infectados ¢ uma medida fitossanitdria de ultimo
recurso, devido a dificil aplicacdo em grandes areas da cultura e o alto custo econdmico por mao-
de-obra (Purdy e Schmidt, 1996). Avaliag¢do da resisténcia das variedades ¢ baseada na incidéncia
e/ou gravidade dos sintomas, € os mecanismos de resisténcia no cacaueiro ainda sdo pouco
conhecidos (Silva et al., 1998). O genoétipo de cacau “Scavina 6”, inicialmente coletado no Peru,
foi a Unica fonte de resisténcia reconhecida e amplamente utilizada em programas de
melhoramento genético de cacau. Esta variedade (Scavina 6) parecia ser dominante e
predominantemente monogénica (Faleiro et al., 2006). No entanto, a resisténcia desta variedade
ja foi quebrada no Equador e no Brasil apresentaram sintomas de infec¢ao acentuados (Leal et
al., 2007). A perda de resisténcia pode estar associada com a variabilidade genética de M.
perniciosa. Novas fontes de resisténcia tém sido intensamente procuradas na Amazonia Brasileira
(Sereno et al., 2006). Como resultado deste trabalho as adesdes "CAB 214” e “CAB 208” tém
exibido niveis significativos de resisténcia a vassoura de bruxa no sul da Bahia e no Amazonas

(Albuquerque e Figueira, 2004).



2. Agente causal da vassoura de bruxa

O agente causal da vassoura de bruxa foi inicialmente classificado como Marasmius
(Stahel, 1915) e reclassificado por Singer em (1942) como Crinipellis perniciosa. Recentemente
Aime e Phillips-Mora (2005) realizaram estudos tanto morfoldgicos quanto moleculares e
colocaram o biotipo patogénico dentro do género Moniliophthora, pertencente a familia
Tricholomataceae da ordem Agaricales.

Moniliophthora perniciosa ¢ um patdégeno hemibiotréfico (Purdy e Schmidt, 1996)
apresentando dois tipos de nutrigdo: biotrofica ou parasitica e saprofitica ou necrotrofica. Em M.
perniciosa, as diferentes fases do crescimento do fungo podem ser associadas a mudangas na
biologia do micélio vegetativo. Os basidiésporos que s3o as unidades infectivas do fungo
apresentam aspecto hialino e sdo uninucleados, monocarioticos. Inicialmente sdo dispersos pelo
vento ou chuva durante a noite, garantindo que tenham um tempo de sobrevivéncia maior ja que
sdo sensiveis a luz ultravioleta e a dessecacdo. Os basididsporos formam um ou dois tubos
germinativos e penetram pelos estdmatos, por ferimentos ou diretamente pela epiderme sem
formacao de haustorios (Sreenivasan, 1989). Os basididosporos germinam em tecidos de
crescimento rapido como o tecido meristematico de gemas vegetativas ou florais, ou frutos
jovens induzindo o aparecimento dos sintomas. Durante esta fase, o fungo garante um suprimento
de energia vivendo como um parasita intercelular obrigatério ou biotréfico. O fungo nesta fase
esta caracterizado por apresentar micélio monocaridtico sem grampos de conexao.

M. perniciosa tem carater homotalico. Esta natureza autofértil foi observada em estudos
citologicos mediante a dicariotizagdo de hifas monocaridticas derivadas de um tunico
basidiosporo (Delgado e Cook, 1976). De oito até doze semanas depois de iniciada a infec¢ao, os
tecidos comecam um processo de necrose e sdo colonizados inter e intracelularmente pelas hifas
saprofiticas do fungo. Estas hifas sdo dicaridticas e apresentam grampos de conexao, necessarios
para a manutencdo de dois nucleos por célula (Delgado e Cook, 1976; Evans, 1980). As
vassouras necrosadas tornam-se marrons formando as estruturas chamadas de vassouras secas.
Depois de um periodo latente de trés a nove meses, as vassouras secas comecam a produzir
corpos de frutificacdo (basidiocarpos), completando um ciclo de vida de M. perniciosa (Wheeler

e Mepsted, 1988; Purdy e Schmidt, 1996).



As hifas no estado biotrofico crescem lentamente no espago intercelular e sdo
encontradas em baixa densidade (Penman et al., 2000); Silva e Matsuoka, 1999). Durante esta
fase, o tecido infectado apresenta aumento da peroxidagdo lipidica sugerindo ativagao do estresse
oxidativo (Scarpari et al., 2005). Uma importante contribuicao ao estresse oxidativo pode ser a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como o peroxido de hidrogénio produzido
pela provavel degradacdo enzimatica de cristais de oxalato de célcio identificados em plantas de
cacau suscetiveis e infectadas com M. perniciosa (Ceita et al., 2007). No genoma de M.
perniciosa foram identificados genes que codificam para proteinas secretadas semelhantes a
proteinas das familias das NEPs (necrosis and ethylene inducing proteins) (Garcia et al., 2007),
ceratoplataninas (Zaparoli et al., 2009), proteinas relacionadas com patogenicidade (Tomazella et
al; 2012; Teixeira et al., 2013) e metanol oxidase (de Oliveira et al., 2012) entre outras,
mostrando o arsenal de proteinas que o fungo utiliza durante a colonizacao dos tecidos do
hospedeiro.

Durante a segunda fase, os tecidos vegetais infectados tornam-se necroticos (vassouras
secas) e o fungo apresenta um micélio dicaridtico saprofitico ou necrotrofico, com grampos de
conexao. Contrariamente ao que acontece durante o desenvolvimento biotrofico do fungo, o
micélio saprofitico cresce vigorosamente e rapidamente coloniza a vassoura levando a destruig¢@o
do tecido vegetal (Evans, 1980). Estudos bioquimicos da interacdo cacau - M. perniciosa foram
realizados pelo nosso grupo (Scarpari et al., 2005). Foram coletados brotos de cacaueiros
infectados com a vassoura de bruxa representantes dos diferentes estadios do desenvolvimento da
doenca. Estas amostras foram utilizadas para a andlise do conteudo de acgucares soluveis,
aminoacidos, alcaldides, etileno, fendis, taninos, flavonoides, pigmentos, malondialdeido (MDA),
glicerol e acidos graxos. Os resultados revelaram alteragdes bioquimicas em plantas infectadas
com M. perniciosa. Além disso, vassouras verdes apresentaram quantidades significativamente
maiores de glicerol quando comparadas com vassouras secas e tecidos nao infectados sugerindo
que este composto poderia desempenhar um papel fundamental durante a fase biotréfica do fungo
in planta. Baseado nestes dados, foram testadas varias condi¢des de crescimento do fungo na fase
biotrofica utilizando glicerol como Unica fonte de carbono em culturas axénicas. Este foi um
ponto decisivo do projeto ja que permitiu resolver um dos principais gargalos encontrados para

estudar a fase mais importante do desenvolvimento do fungo. - a fase biotréfica, impossivel de se



obter até esse momento ja que o fungo imediatamente passava para fase necrotrofica quando em
contato com outras fontes de carbono (sorbitol, manitol, frutose, sacarose, glicose, e etanol)
(Meinhardt et al., 2006). Esses estudos revelam a complexidade das interagdes bioquimicas que
ocorrem durante a interacdo cacau — M. perniciosa durante o desenvolvimento da doenca
vassoura de bruxa. Neste contesto, uma questdo permanece ndo elucidada: Quais sdo as
estratégias que M. perniciosa utiliza para modular as respostas de defesa da planta? (Rincones et

al., 2008).

3. Os hormonios vegetais na intera¢do planta - patégeno

Os hormonios vegetais possuem um papel trofico para as plantas, garantindo o controle e
regulacdo de varios processos essenciais para a vida e sucesso do organismo. Hoje sdo
conhecidos 9 principais classes de hormonios: auxinas, citocininas (CK), giberelinas (GA),
etileno (ET), acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ), acido abscisico (ABA), stringolactone
(SL) e brasinosteroides (BL) .

Hormonios vegetais tais como BL, auxinas, CK e GA regulam importantes processos para o
desenvolvimento e crescimento da planta ativando uma complexa rede de vias de sinalizacdo
(Agrios, 2005). Além disso, existem evidéncias de que a regulacao destas vias de sinalizagao
influencia o resultado da intera¢do planta-patdogeno. Por exemplo, estd descrito que um receptor
quinase em Arabidopsis thaliana (SERK3/BAK1) relacionado com a embriogénesis somatica €
necessario para controlar a morte das células infectadas, a producdo de ROS e a restricdo de
infecgdes biotroficas e necrotroficas (Heese et al., 2007; Kemmerling et al., 2007). Entretanto,
estudos sugerem que BAK1 interage com outros receptores de reconhecimento do patdogeno para
ativar e regular a defesa basal da planta (Lopez et al., 2008).

Evidéncias experimentais revelam que parte da estratégia de invasdo dos patégenos pode ser
o estimulo da sinaliza¢do da auxina, enquanto a supressdo deste hormdnio favorece a resisténcia
da planta. Em concordancia com esta observagdo, Chen e colaboradores (2007) mostraram que P.
syringae pode usar fatores de viruléncia como AvrRpt2 para aumentar os niveis de auxina
durante a infec¢@o em Arabidopsis e promover suscetibilidade ao patégeno. Esse mesmo trabalho

relaciona o aumento da producdo de auxina a supressao das defesas vegetais (Chen et al., 2007) e



a alteragdo de outros pardmetros fisiologicos da planta que poderiam facilitar a invasdo e
colonizacdo do patégeno. Como resultado desta estratégia, as plantas tém evoluido
desenvolvendo respostas para reprimir a sinalizagdo da auxina como um componente de defesa
basica (Robert-Seilaniantz et al., 2007). Em recentes estudos de RNA pequenos incluindo os
miRNAs, eles sdo apontados como chaves nas respostas de resisténcia a doencas em plantas e
animais (L. Navarro et al., 2006; H., Jin, 2008; Gibbings e Voinnet, 2010). Navarro e
colaboradores (2006) descobriram que o miR393 pode ser induzido por um elicitor bacteriano -
flg22 - contribuindo positivamente a imunidade associada a padrdes moleculares (PTI) por
silenciamento dos receptores da auxina e subsequentemente supressdo da sinalizagdo desta.
Assim, esta seria uma das formas de regulacdao das respostas a auxina, mediado em parte pela
ativacdo de microRNAs que reprimem a sinalizagdo deste hormoénio (L. Navarro et al., 2006).

Uma resposta de defesa tipica de plantas a presenga do patdogeno ¢ a resposta de
hipersensibilidade (HR) (Agrios, 2005). Robinette e Matthysse (1990) demonstraram que a HR
produzida pela infiltragdo de P. syringae pv. phaseolicola em tabaco pode ser suprimida se o
ponto de infeccao for previamente infiltrado com A. tumefaciens ou Pseudomonas, bactérias
capazes de sintetizar auxina. Analise de dele¢des nas vias de sintese deste hormonio nas referidas
cepas bacterianas demonstrou que a producdo de auxina € necessaria para a supressdo da HR
(Robinette e Matthysse, 1990). O efeito negativo da auxina na defesa contra patdogenos
biotroficos também foi demonstrado por Navarro e colaboradores (2006 e 2004). Os autores
sugeriram que a repressao da regulacdao na sinalizacdo da auxina forma parte da resposta imune
induzida pela planta e que alguns fatores de resposta a4 auxina (ARFs) podem atuar como
repressores da resisténcia de plantas a patdgenos biotroficos.

Outro papel da auxina na interacdo planta - bactéria foi determinado mediante o estudo de
bactérias epifitas. De fato, a producao de TAA por bactérias aumenta sua “fitness” na superficie
das folhas (Brandl e Lindow 1998). Um dos efeitos da auxina produzida pela bactéria ¢ o
aumento do dreno de polissacarideos da planta para ser usados pelo metabolismo bacteriano,
permitindo mais disponibilidade de nutrientes para o microbio (Lindow e Brandl 2003). A auxina
também pode ter um efeito direto sobre a viruléncia do patdogeno. Yang e colaboradores (2007)
demonstraram que a mutacdo do gene de sinteses de auxina iaaM (ASAP16562) em Erwinia

chrysanthemi 3937 diminui a indugdo de efetores T3SS e pectato liases, sugerindo um possivel



papel da auxina como indutor da viruléncia. Mais genericamente, a auxina ¢ usada por alguns
micrébios como uma molécula de sinalizacdo, e sua produgcdo aumenta a sobrevivéncia do

microrganismo em condigdes de estresse (Remans et al., 2006).

4. Alteracdo da sinalizagdo hormonal em hospedeiros infectados por patdgenos.

As interagdes entre as vias da auxina e o acido salicilico (AS) em A. thaliana estdo bem
documentadas. Conhece-se que alteracdes na sinalizacdo da auxina sdo correlacionadas com
suscetibilidade a patdgenos biotroficos (Navarro et al., 2008). Esta sinalizagdo parece estar
relacionada de forma antagonica com o AS, afetando as vias de biossinteses deste hormdnio por
um mecanismo ainda em estudo (figura 1). Uma das hipdteses ¢ que a estabilizacdo de
reguladores negativos das vias de um hormoénio estaria sendo regulado pelo outro hormonio
(Wang et al., 2007). Quando plantas de A. thaliana sao tratadas com AS exdgeno, os reguladores
negativos da auxina sao estabilizados indiretamente através da repressao do complexo receptor da
auxina TIR1, provocando uma diminui¢do da sensibilidade a auxina para limitar a ubiquitinacao
e posterior degradacdo das proteinas repressoras AUX/IAA (A. Robert-Seilaniantz et al., 2010).
Consistente com o antagonismo entre a auxina e AS, foi feito um experimento usando plantas
mutantes para a sinaliza¢do da auxina no ntcleo (axr! e axr2), interferindo na degradagdo das
proteinas AUX/IAA. Estas plantas foram infetadas com patdgenos necrotroficos e foi encontrada
uma maior viruléncia nestas linhagens quando comparadas com a selvagem (Llorente et al.,
2008).

A auxina também tem interagdes com as sinalizacdes do acido jasmonico (AlJ).
Entretanto, os estudos até agora ndo apresentam um consenso no tipo de correlacdo existente
entre estes dois compostos. Tabata e colaboradores (2010) encontraram que os fatores de
regulagdo da auxina ARF6 e ARF8 promovem a biossinteses do AJ. Reciprocamente, Grunewald
e colaboradores (2009) demonstraram que a proteina JAZI1, proteina com dominio ZIM e
repressora da sinalizacdo por jasmonato ¢ induzida pela auxina, indicando uma relagdo positiva
entre auxina e AJ. Entretanto, estudos de expressao génica em A. thaliana usando microarranjos

demonstraram que o tratamento com auxina reprime as vias de biossintese do AJ e as respostas



transcripcionais iniciais a uma resposta sistémica a infeccdo com Pseudomonas syringae (Truman

et al., 2010).
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Figura 1. Acdes moleculares dos hormonios e vias de sinalizacdes hormonais durante interacdes planta — patégenos
biotréficos. (Lopez et al., 2008).

Em A. thaliana estdo descritas quatro vias de sinteses da auxina, duas das quais sdo
compartilhadas com vias de producdo de compostos antimicrobianos: indol-glucosinolato e
camalexina (Morant et al., 2010). Plantas mutantes para estas vias foram testadas em relagdo a
acumulagdo de auxina. Estes estudos revelaram que os niveis de auxina ndo mudaram nas plantas
deficientes em fitoalexina e/ou camalexina, contrario ao encontrado no mutante do glucosinolato
onde a acumulacdo de auxina foi elevada e os niveis de glucosinolato foram reduzidos. Estes
dados sugerem uma correlagdo negativa entre a biossinteses da auxina e acumulacdo de
glucosinolato (Morant et al., 2010). Uma correlagdo semelhante foi observada em plantas de A.
thaliana superexpressando o microRNA miR393. Neste estudo foi verificada supressdo da
sinalizagdo da auxina e incremento das quantidades de glucosinolato. Além disso, foram
identificados dois fatores repressores da auxina - ARFI1 e ARF9 - regulando a acumulacao de
glucosinolato (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Estes dados suportam a hipdtese de que a
sinalizagdo da auxina ¢ um mecanismo antagonista a biossinteses do antimicrobiano
glucosinolato.

Recentemente, pesquisas realizadas na planta modelo Arabidopsis thaliana, t€ém mostrado

especial atengdo na conexao entre o estresse oxidativo e a sinalizacdo dos hormonios classicos.



Estudos de mutantes cad?2 para os genes da thioredoxina redutase (ntra) - deficiente na producao
de tioredoxina através do knockout da biossinteses da glutationa - tem deficiéncia na capacidade
antioxidante resultando na alteragdo da homeostase da auxina e subsequentemente em alteragdes
no desenvolvimento da planta (Bashandy et al., 2010). Mutantes de Arabidopsis no receptor da
auxina tirl/abf sdo mais tolerantes ao H,O, e ao estresse salino (Iglesias et al., 2010). Por outro
lado, a supressdo na sinalizagdo da auxina contribui a tolerdncia a patdogenos via antagonismo
com AS (Wang et al., 2007). Em células de Arabidopsis tratadas com H,O, diminui a expressao
dos genes de resposta a auxina via ativacao com a MAP quinasse - proteina ativada por mitdogeno
(Kovtun et al., 1999). Potters e colaboradores (2009) sugeriram que, em geral, plantas submetidas
a estresse prolongado sofrem alteracdo dos padrdoes de crescimento sendo verificado um
crescimento compacto, reducao da divisao celular e incrementando no crescimento lateral. Este
fenomeno ¢ conhecido como “stress-induced morphogenic response” (SIMR) e parece estar
regulado pela interagdo entre ROS e auxina (Blomster et al., 2011). Neste mesmo trabalho, os
autores observaram que em Arabidopsis existe um rapido e transiente decréscimo na atividade do
promotor responsivo a auxina DRS ao tratamento com ROS sugerindo que a auxina ¢ regulada
por ROS de forma tempo dependente. Adicionalmente, foi observado que o O3 gera alteragdes na
expressdo dos genes sinalizadores da auxina e que alguns destes genes, estdo também

relacionados com respostas a patogenos e a sinalizagao por acido salicilico.

a. Producdo de hormonios pelos patdgenos

Patogenos podem modular a homeostase dos hormonios em plantas mediante (i) a indugdo
das vias de sintese desses compostos no hospedeiro, como descrito anteriormente, e/ou (ii)
mediante a producao de hormonios ou andlogos destes pelo proprio patogeno. Um dos exemplos
mais conhecidos ¢ o caso das bactérias formadoras de galhas, como P. syringae pv. savastonoi
(Robinette e Matthysse, 1990), Pantoea (Brandl e Lindow 1998), Erwinia chrysanthemi (Yang et
al.,2007) e fascians Rhodococcus (Vandeputte et al., 2005), que sdo capazes de produzir auxinas
e citocininas. Agrobacterium tumefaciens € A. rhizogenes, sdo bem conhecidas por produzir
elevada quantidade de hormonios em células de plantas transformadas. No entanto, em cada

interagdo, a produgdo de hormdnios ¢ necessaria para o estabelecimento da doencga (Jameson,
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2000). Dados de sequenciamento de genomas de linhagens de Pseudomonas permitiram
identificar genes semelhantes a genes envolvidos na biossintese dos hormdnios descritos em
outros microrganismos (Feil er al., 2005). Valls e colaboradores (2006) demonstraram que
Ralstonia solanacearum pode também produzir auxinas no meio de cultura e que uma mutagao
no gene que controla as reacdes de hipersensibilidade (HrpG) também pode regular a sintese
desse hormonio, influenciando na viruléncia do patdgeno. Os patdgenos bacterianos ndo sao
apenas os unicos agentes capazes de produzir hormoénios. G. fujikuroi, fungo causador da doenca
“bakanae” em arroz, produz GA. Ustilago maydis (Basse et al., 1996), Aciculosporium take
(Tanaka et al., 2003), Colletotrichum gloeosporioides f. sp., Aeschynomene e o proprio M.
perniciosa (Kilaru et al., 2007) tém sido descritos como capazes de produzir auxina em
experimentos ex planta. Curiosamente, C. gloesporoides ¢ capaz de produzir as auxinas in planta

(Maor et al., 2004).

b. Auxina na vassoura de bruxa

Desde a década de 70 a auxina ja tem sido apontada como um fator atuante no
desenvolvimento da vassoura de bruxa do cacau. Evans (1980) sugeriu que na doenca deveria
existir uma fase primaria de inducdo de auxinas responsavel por malformagdes em 7. cacao tais
como hiperplasia e hipertrofia dos tecidos (Dabydeen, 1989; Kilaru e Hasenstein, 2005)
facilitando também a colonizagdo do fungo (Prusty er al., 2004). Recentemente, Kilaru e
colaboradores (2007) mediram o conteudo de quatro hormonios vegetais (auxinas, ABA, Al e
AS) em plantulas de cacau infectadas com M. perniciosa. Os resultados obtidos in planta
mostraram que os niveis de ABA e AJ ndo mudam com a infeccdo enquanto que os niveis de
auxina aumentaram consideravelmente 10 dias ap6s a inoculacdo do fungo. Estes estudos
sugerem que o aumento de auxina nos tecidos de cacau infectados com M. perniciosa pode ser
uma resposta da planta a presenca do patégeno ou devido a producdo deste hormoénio pelo
proprio fungo (Kilaru et al., 2007). Os niveis de AS também aumentaram em estadios avangados
da doenca, como ¢ esperado ja que se trata de um composto capaz de ser induzido por resisténcia
sistémica adquirida (Chaves e Gianfagna, 2006). As respostas descritas ativam mecanismos de

resisténcia a patogenos biotroficos, mas conferem suscetibilidade a patdégenos necrotroficos
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(Robert-Seilaniantz et al., 2007). No trabalho de Kilaru e Hasenstein (2005) ¢ sugerido que M.
perniciosa ¢ capaz de produzir auxina em altas concentragdes em basidiomas do fungo.
Interessantemente, Aciculosporium take, causador da vassoura de bruxa do bambu, caracterizada
pela formagao de folhas ands, brotamento lateral e alongamento do caule, ¢ capaz de produzir

IAA in vitro (Tanaka et al., 2003).

c. Auxina durante as interagdes planta — microbio.

O estado da arte sobre o papel da auxina nas interagdes planta — micrébios foi objeto de um
capitulo do livro “Auxins: Structures, Biosynthesis and Functions” da editora NOVA publishers
em 2012

(https://www.novapublishers.com/catalog/product_info.php?products_id=29135&0sCsid=). O

capitulo intitulado “The roles of auxin during plant-microbe interactions” foi escrito sob a autoria
de Javier Correa Alvarez, Marcos Henrique de Moraes, Odalys Garcia Cabrera, Gongalo
Amarante Guimardes Pereira e Jorge Mauricio Costa Mondego. O resumo deste capitulo ¢
apresentado a seguir:

Entre todos os fitormdnios, auxina ¢ provavelmente aquela que desempenha maior
nimero de fungdes na fisiologia da planta. Com uma rede génica e uma via de biossintese
complexa, a cascata de sinalizagdo de auxina ¢ capaz de ditar diferentes atividades, tais como o
crescimento da planta e a resposta contra um potencial agente patogénico. Tem sido amplamente
documentado que alguns microrganismos sdo capazes de sintetizar este hormdnio, especialmente
indol-3-acéticodcido (IAA), a auxina mais comummente produzida em plantas. Num cendrio
ambiental onde bactérias e fungos interagem com as plantas, a producdo de auxina por tais
microrganismos pode levar a desequilibrios hormonais no hospedeiro. Esse estado de desarranjo
hormonal da planta pode modular o metabolismo e as respostas de defesa, favorecendo as
relacdes de simbiose ou patogé€nese. Novas evidéncias sobre os mecanismos pelos quais o0s
micrébios afetam as atividades de auxina de plantas sdo foco de estudo na biologia das plantas.
Esta revisdao centra-se nos efeitos de auxinas produzidas por microrganismos durante interagoes
planta-microbio. Vias da biossintese de auxina de bactérias e fungos sdo descritos para alguns

organismos. Sdo exemplificados também os efeitos da auxina produzida por microbios em
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eventos simbioticos e patogénicos, e de como as plantas modulam a sinalizacdo do IAA para

neutralizar a infec¢do de patdgenos biotroficos.
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OBJETIVO GERAL

Atualmente os hormonios vegetais sao tema de grande interesse no estudo das interagdes

planta — patdgeno, pois a modulacdo das vias de sinalizacdo hormonal em plantas contribui

diretamente com as respostas de defesa. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi:

Estudar os mecanismos de supressao da resposta de defesa basal do cacaueiro, mediada

pela auxina, responsaveis pela invasao de M. perniciosa na planta e o estabelecimento da

sua fase biotrofica.

II.
I1I.

IV.

Para cumprir esse abrangente objetivo o trabalho foi dividido em objetivos especificos:

Analisar a expressao de genes relacionados com a resposta a auxina no cacaueiro durante
uma interagdo compativel inicial com M. perniciosa.

Determinar o efeito in-planta de compostos secretados pelo fungo M. perniciosa.
Identificar e quantificar os metabolitos relacionados com auxina produzidos por M.
perniciosa.

Andlise dos efeitos in planta de um composto produzido por M. perniciosa, diferente

estruturalmente do IAA, mas com funcao semelhante a este hormonio (auxin-like).

Este trabalho foi dividido em capitulos referentes a cada um dos objetivos especificos. A

abordagem metodologica aparece esquematizada no seguinte diagrama de fluxo para facilitar o

entendimento do trabalho.
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CAPITULO I

Objetivo I: Analise da expressdo de genes relacionados com a resposta a auxina no cacaueiro

durante uma interacao compativel inicial com M. perniciosa.

Para cumprir este objetivo o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

1. Andlise in-silico da expressdo de genes de resposta a auxina durante as interacdes
compativeis e incompativeis cacau - M. perniciosa em meristemas da planta.

2. Crescimento e infec¢do de plantas de cacaueiro em casa de vegetacdo para andlise de
expressao génica durante a fase assintomatica da vassoura de bruxa.

3. Padronizacdo do PCR em tempo real para genes de cacau relacionados com a resposta a
hormonios.

4. PCR semi — quantitativa de genes relacionados com hormonios em tecidos infectados com
M. perniciosa.

5. Validagao de amostras infectadas usando qPCR

6. Quantificagao relativa de genes relacionados com hormonios

7. Sequenciamento da fase assintomatica da vassoura de bruxa usando RNAseq da Illumina

A seguir se apresenta uma descri¢do da metodologia, resultados e discussdo associada ao

desenvolvimento de cada uma destas etapas.
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1. Analise in-silico da expressdo de genes de resposta a auxina durante as interacdes

compativeis e incompativeis cacau - M. perniciosa em meristemas da planta.

E conhecido que estimulos bidticos e abidticos geram perfis de expressio génica
caracteristicos em cada organismo resultantes da inducao de genes responsaveis pelas respostas a
esses estimulos (Volodarsky et al., 2009). Uma via para determinar a capacidade indutora de
resposta de um determinado estimulo bidtico em um organismo assim como 0S genes
responsaveis por essa resposta ¢ a comparagdo do seu perfil de expressdo com o perfil de um
organismo modelo submetido ao mesmo estimulo. Esta abordagem foi utilizada no presente
trabalho para estudar a papel da auxina na interagdo M. perniciosa — cacau utilizando como

organismo modelo A. thaliana.

Metodologia

Os dados de expressdo génica utilizados nestes estudos foram extraidos de duas bases de
dados publicas: (i), dados de expressao génica (microarranjos) de A. thaliana (TAIR) induzida
com auxina (TAA) em cultura liquida em funcao do tempo

(http://arabidopsis.org/serviets/TairObject?type=expression_set&id=1007965859); e (ii) base de

dados de cacau que foi extraida dos dados de expressdo eletronica da biblioteca de meristemas
compativeis e incompativeis infectados com M. perniciosa do projeto cacau

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cacau/). Os dados de expressdao extraidos desta base, para as

variedades resistente e susceptivel, estdo disponiveis na aba <Norther> no material online em

http://www.lge.ibi.unicamp.br/~jcalvarez/dataexpressioncacaoarabi.xlsx

Primeiramente foram identificados os genes que foram induzidos por auxina na biblioteca de
A. thaliana tratada com este hormodnio (p-value < 0.01, as identidades e os valores de expressao
estdo disponiveis no material online, aba <MicroArabi>) quando foram comparados com um
controle sem inducdo. Os genes selecionados foram utilizados para a identificagdo dos
homologos nas bibliotecas de interacdo M. perniciosa — cacau susceptivel e resistente a traves do
algoritmo tBlastX (aba <TblastX> na planilha de Excel). As sequencias que apresentaram um

valor de significancia inferior ao valor do erro 10" (e-value) e identidade >50% foram anotadas
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com a identidade do banco referéncia, neste caso TAIR. Posteriormente, as sequencias de
nucleotideos destes genes foram traduzidas em peptideos com o programa FrameDP e finalmente,
os peptideos foram agrupados por familias de proteinas usando o algoritmo TribeMCL (ver
planilha online, aba <CacaoExp>). Para cada um dos genes codificadores destas proteinas foi
extraido o valor de expressdao génica in silico dado pelo nimero de transcritos presente em cada
uma das bibliotecas (planilha online, aba <Plan1>). Com estes resultados foram diagramados em
grupos de expressao representados na figura 2. Cada grupo representa uma familia génica e o
diametro do grupo representa o niumero de transcritos dos genes dessa familia nas variedades
resistente e susceptivel infetadas com M. perniciosa (Mais informacao do pipeline ¢ das familias

de proteinas encontradas, ver Anexo 1).

Resultados e discussao

As analises realizadas resultaram na formacao de grupos de expressao representados na figura
2. Cada grupo representa uma familia génica e o didmetro do grupo representa o numero de
transcritos dos genes dessa familia nas variedades resistente e suscetivel infectadas com M.
perniciosa (Anexo 1).

A. Variedade Resistente B. Variedade Suscetivel

pectinesterzse ectinesterase
DMA-binding

4

L
%idas

Figura 2. Comparacdo de familias de genes induzidos pela auxina entre as bibliotecas de meristemas infectados com
esporos de M. perniciosa
Legenda: O diametro dos circulos representa o niimero de genes no grupo.

cytochrome
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Esta abordagem permitiu identificar nas bibliotecas de interacdo M. perniciosa — cacau, 0O
50% (1084) das 2157 sequéncias diferencialmente expressas em A. thaliana em presenca de
auxina exogena. A analise destes genes revelou que um numero consideravel (24 genes) esta
relacionado com genes codificando proteinas envolvidas na sintese, percepcao nuclear, transporte
e metabolismo de diferentes hormonios como auxinas, ET, CK, GA, AJ, AS (Anexo 1).

Os resultados mostram um predominio daqueles genes que codificam proteinas relacionadas
diretamente com a auxina (9 proteinas). Este resultado sugere uma intercomunicagdo entre as vias
de sinalizac¢ao destes hormdnios, provavelmente desencadeada pela auxina. A figura 2 resume as
familias de proteinas mais representadas considerando o niimero de membros encontrado; o
diametro do circulo, refere-se ao numero de proteinas agrupadas em cada familia nas variedades
resistente (em A) e suscetivel (em B). Estes resultados mostram claramente que na interagao
compativel (suscetibilidade) M. perniciosa — cacau foi identificado um maior numero de genes
(proteinas) relacionado com a resposta a auxina. Esta resposta inicial poderia estar relacionada
com aumento da suscetibilidade da planta ao patégeno como foi argumentado na introdugdo. E
interessante observar que na planta resistente ocorreu um aumento do numero de fatores de
transcricdo (DNA-bindig) que poderiam estar envolvidos no aumento dos niveis de fotossintese,
reforco da parede celular, e detoxificacdo celular (da Hora Junior er al., 2012). Respostas
semelhantes foram observadas em trabalhos recentes realizados no LGE utilizando tecnologias de
sequenciamento de ultima geracdao (RNaseq). Estes resultados serdo publicados em breve.

Dos resultados obtidos durante o desenvolvimento desta etapa do trabalho pode-se concluir
que a auxina poderia ter um papel chave na suscetibilidade do cacau ao patégeno M. perniciosa
mediante (i) a sua intercomunicacdo com outros hormonios, como por exemplo, o acido
salicilico, um hormdnio antagonista que evita a progressdo de patogenos biotroficos, e (ii) através
da indugdo - em resposta ao patdégeno - de vias metabolicas de importancia fisioldgica. Devido a
natureza destes dados, ndo ¢ possivel até este momento falar de genes especificos que estariam
envolvidos na intercomunicagdo entre as vias, a resposta foi avaliada a nivel global. Assim, com
o0 objetivo de identificar especificamente estes genes e suas inter-relagdes durante a fase inicial da

infeccdo, foram desenhados os seguintes experimentos.
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2. Crescimento e infeccdo de plantas de cacaueiro em casa de vegetacdo para analise de

expressdo génica durante a fase assintomadtica da vassoura de bruxa.

Desde 2009 varios trabalhos no LGE foram desenvolvidos com o intuito de estudar o
transcriptoma de M. perniciosa durante a progressao da doenca vassoura de bruxa. Entretanto, a
fase inicial e assintomatica da doenga ndo tinha sido analisada. Uma vez que os nossos resultados
de andlise de expressdo (se¢do anterior) apontam a auxina como um fator que influencia a
suscetibilidade do cacau ao patégeno torna-se fundamental o estudo da fase inicial da doenga.
Para isso foi estruturada uma casa de vegetacdo proxima ao LGE onde foram mantidas plantulas
de cacau.

Metodologia

Frutos de cacaueiro da variedade comum foram obtidos da fazenda Porto Novo, Ilhéus,
Bahia, Brasil. Todos os frutos usados foram provenientes da mesma planta (S 14°48.099"; W
039°06.101"). As sementes foram crescidas em sacos plasticos numa mistura 3:1 de terra adubada
e vermiculita. A temperatura e umidade foram mantidas constantes (26+ 2 °C, 80+ 10% HR) na
casa de vegetacdo instalada com recursos do projeto tematico FAPESP 2009/50119-9. As
plantulas que cresceram assincronicamente e com malformacgdes foram descartadas. Mas de 300
plantulas com crescimento uniforme foram utilizadas para as infec¢des e para controles de
suscetibilidade. Na figura 3 sdo apresentadas as plantulas usadas para o experimento de infec¢ao

em condi¢des controladas.
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Figura 3. Plantulas de cacau variedade comum com quatro semanas de idade, crescidas em casa de vegetacao e
sincronizadas antes de serem infectadas.

Os meristemas apicais das plantas sincronizadas foram cortados com um estilete estéril
para induzir o brotamento de novos meristemas (figura 4.6). Estes meristemas foram infectados
usando esporos do fungo M. perniciosa. Para a obtencdo destes esporos, cogumelos de M.
perniciosa foram induzidos depois de duas semanas de crescimento num meio artificial adequado
seguindo o procedimento padronizado por Kilaru e Hasenstein (2005) (figura 4.1). Os esporos
foram coletados numa solugdo de glicerol — PVP - EDTA estéril durante 12 horas. Posteriormente
os esporos foram quantificados na cadmara de Neubauer e diluidos para uma concentragao final de
10° esporos / mL (figura 4.2). Antes de prosseguir a inoculagdo das plantas de cacau, foi
realizado um teste de viabilidade de germinagdo desses esporos usando o corante Azul de
Metileno (figura 4.3). As plantas com brotamento de novos meristemas apicais foram colocadas
em camara de umidade durante 24 horas antes da inoculacdo. Apos este tempo foram aplicados
20 pL da suspensdo de esporos em cada plantula e 20 pL do tampdo de suspensdo para as
plantulas controles (figura 4.6). As plantulas infectadas foram colocadas de volta em camara de
umidade durante 24 horas (figura 4.5). As amostras foram coletadas nos tempos exatos pos-
inoculagdo (6, 12, 24, 48, 96 horas, 8 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias), cortando com um

estilete estéril o meristema completo junto com os primdérdios foliares e colocados imediatamente
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em nitrogénio liquido para posterior extragdo do RNA. Trés plantulas de cacau por tratamento
foram inoculadas, deixando a terceira réplica como controle da infec¢do. Estas plantulas foram

acompanhadas e fotografadas no desenvolvimento dos sintomas das plantas.

Figura 4. Procedimento de infeccdo e coleta de meristemas em condic¢des controladas em casa de vegetacao.

Legenda: (1). Cogumelo de M. perniciosa, (2). Esporos coletados e quantificados em solucio com glicerol, (3). Teste de
germinacdo de esporos previa infecdo, (4). Corte e brotamento do meristema apical em plintulas crescidas em casa de
vegetacao, (5). cimara de humidade antes e depois inoculacio, (6). Inoculacao dos meristemas.

Resultados e discussio

A figura 5 apresenta o acompanhamento da progressdao da doenga vassoura de bruxa de
uma planta utilizada no experimento comecando no 4 dias apés infecgdo (superior esquerdo), 8
dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias. Esta planta ¢ representativa de todas as plantas infectadas
no experimento. Pode-se observar que antes dos 15 dias as plantas infectadas ndo apresentam
sintomas da doenca da vassoura de bruxa, que ¢ precisamente o estagio assintomatico da doenga.
Os sinais de hiperplasia e hipertrofia comecam aparecer 15 dias apds a inoculacdo (vassoura
verde); a necrose das folhas se inicia ap6s 30 dias e constitui a fase referida como necrose 1 (SI);

e finalmente acontece a necrose do caule ap6s 60 dias de iniciada a infec¢do e ¢ a fase referida
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como necrose 2 (SII). A vassoura seca aparece em um tempo superior a 90 dias, referida como

necrose 3 (SIII).

4 dias 8 dias 15 dias

30 dias 45 dias 60 dias

Figura 5. Progressiao dos sintomas da vassoura de bruxa obtida mediante a inoculacdo de plantula de cacau com esporos
de M. perniciosa em casa de vegetacao.

As amostras de meristemas infectados e seus respectivos controles foram coletadas em cada

ponto e imediatamente guardadas a -80 °C para uma posterior extragdo de RNA total.

3. Padronizacdo do PCR em tempo real para genes de cacau relacionados com a resposta a

hormonios.
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Com o objetivo de analisar a expressdo de genes relacionados com a resposta a auxina
durante a progressdo da doencga vassoura de bruxa, as amostras coletadas na secdo 2 foram

processadas para a obtengao do RNA e posteriores ensaios de PCR em Tempo Real (QPCR).

Metodologia

Amostras dos meristemas das plantas infetadas e seus respectivos controles foram maceradas
e 0 RNA extraido partindo de 45 mg de material vegetal em um tubo de 2 mL. O protocolo
seguido foi padronizado no LGE usando a metodologia do CTAB com algumas modificagdes e
cloruro de litio para a precipitagdo do RNA total (Barau et al, em preparagao para publicagdo). O
RNA em gel de agarose desnaturante apresentou uma Otima integridade. Foram gerados os
cDNAs usando o protocolo da SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen, CA, USA).

A selecao de genes alvo (genes da planta responsivos a hormonios) foi realizada a partir da
procura de sequéncias de genes anotados e referenciados na literatura, na base de dados da planta
modelo Arabidopsis (TAIR; http://www.arabidopsis.org). Posteriormente, as sequéncias de
nucleotideos da referencia foram blasteadas nas bibliotecas de ESTs de cacau

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cacau/), usando o algoritmo tblasx. Os alinhamentos que

apresentaram uma identidade >70% foram anotados com a fun¢do putativa do banco de
referencia. Destas sequéncias foram desenhados nove pares de oligonucleotideos utilizando o

programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu) e validados pelo programa Primer-Blast (GenBank).

Os oligonucleotideos foram desenhados flanqueando regides intronicas a fim de detectar
possiveis contaminagdes com DNA gendmico. Entre os nove genes selecionados, dois sdo genes
housekeepings, estes genes encontrados nas bibliotecas de ESTs (Expressed Sequence Tags)
sendo expressos em iguais propor¢des tanto na condi¢do infectada como no controle e para as
duas variedades de cacau: Proteina ribossomal L22 (Fw: 5’CCTCTGACGCCAACTTTTCT3’,
Rv: 5’GATCCTTGTTGGAAGCAATCAC3’); e o gene da alfa tubulina 2 (Fw:5’
CCTTGACAATGAGGCTATCTAT, Rv: AGAGATGACTGGAGCATAAGAG3’). Os sete
genes restantes estdo envolvidos com a sinalizagdo de hormonios. A tabela 1 apresenta os pares

de oligonucleotideos desenhados para a amplifica¢do desses genes.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo por PCR de genes relacionados com horménios.
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Gene Sequéncias dos oligonucleotideos 5" - Alvo e funcdo
3
IAA1 F GAATTGCTCAAGGCCCTA Aux/IAA gene | Codifica para a principal proteina de
resposta a auxina, regula a transcricdo de outros genes
R TGTATCCTTCCCTCTCTGAA como os ARFs,
TIR1 F AAGGGTTCTCAACTGATGGACT | Transport Inhibitor Response | Principal componente do
complexo de ubiquitinagdo E3, regula os genes IAA em
R TGTGTACGTCTCAGGAAAATGG | presenca de altas concentragdes de auxina.
ARF8 | F AAGGGACTTGCCTGATAATG Auxin response factor| Fator de resposta 4 auxina, fator de
transcricdo, une-se aos elementos de resposta a auxina e
R ACAAATACACTCCATCCAGTTG | interage com a RNA polimerase, envolvido no
desenvolvimento floral e do fruto.
AAOl | FTGTCGAAATCTTGAACAGTGGA | Indo-3-acetaldeido oxidase, ultima enzima da via de
sintese da auxina.
R TATAGCTGCCCTTGTAGCACAG
ACC F TGGTACAAGGATGTCTATTGCT | Acido carboxilico aminociclopropano oxidase, ultima
enzima envolvida na sintese do etileno.
R GGATGTCTCAGCTTCTTTCTC
EFR2 F AGAGAGTGATGAGTTTGTGGAG | Fator de resposta a etileno.
R ATTGTCTTCAATAGGCGTAACA
WRKY | F GGGCAGAAGGTGGTGAAGGG Fator de transcri¢do regulador da resposta a acido
salicilico, unido ao DNA.
R TGGCATCTCGTGGTTATG

Os ensaios de qPCR foram realizados no equipamento StepOnePlus Real Time PCR System

(Apply biosystem, CA) usando SYB®green (Invitrogen, CA). As amostras foram amplificadas

em triplicata e com dois replicas biologicas. Foi realizada a amplificacdo dos fragmentos

seguindo o programa: 1 ciclo de 95 °C por 107; 40 ciclos: 94 °C por 30", 55 °C por 30", 60 °C

por 30"". Posteriormente foram avaliadas as curvas de Melting para cada fragmento amplificado

seguindo o programa 95 °C por 15°"; 60 °C por 17, 95 °C porl5”". A corrida incluiu controles

negativos da PCR (sem cDNA). A eficiéncia da amplificacio de cada um dos genes

housekeepings foi determinada previamente mediante a confeccdo de uma curva padrao usando
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trés dilui¢des seriadas do ¢cDNA (107, 107, 107). A analise dos dados foi efetuada com o
software REST (Corbett, Alemanha) considerando os valores do ciclo linear (Ct; Cycle threshold)
e a eficiéncia da PCR (E). A média do Ct foi utilizada para determinar as diferencas de expressao

utilizando as referéncias internas e a diferenca com o controle sem tratamento, segundo a equagao

2 A2 (Livak e Schmittgen, 2001).

Resultados e discussao

A figura 6 apresenta os resultados da padronizagdo da reagao de RT-PCR. O gel de agarose
mostra claramente que os oligonucleotideos desenhados nao geram amplificagdes inespecificas e
que sdo capazes de diferenciar os fragmentos contendo introns daqueles que ndo possuem. Esta
observagdo permite garantir que os genes foram amplificados a partir de RNA ndo contaminado

com DNA gendmico.

M IAA AFR8 RPL22 AAO1 ERF2 WRKY ACC

Figura 6. Amplificacio dos genes envolvidos com hormonios, usando cDNA contaminado comDNA genomico
Legenda: Fragmentos contendo introns apresentam uma banda de maior tamanho comparado com amplificagdes de cDNA nao
contaminados. Leader 100 pb (M).

4. PCR semi — quantitativa de genes relacionados com hormonios em tecidos infectados com

M. perniciosa.

Primeiramente decidimos analisar os efeitos dos esporos do fungo na expressdo dos genes
relacionados com a auxina na planta durante a fase inicial da doenga mediante PCR semi-
quantitativa. Para isso, RNAs de plantas infetadas (pool de amostra de 2, 4 e 8 horas apos-
infeccdo) foram isolados, sintetizados os respectivos ¢cDNAs e amplificados com os

oligonucleotideos apresentados na tabela 1 seguindo a metodologia da se¢do anterior.

26



Resultados e discussao

Os resultados sugerem que houve inibi¢ao da expressao dos genes envolvidos com a sintese e
regulagao da auxina (figura 7). Em principio, estes resultados parecem nao apoiar a nossa
hipotese de que a auxina estaria em altos niveis durante esta fase inicial da interagao compativel
cacau - M. perniciosa, influenciando na expressao dos gene responsivos a este hormonio. Se os
niveis de auxina nos tecidos infectados estivessem aumentados era de se esperar que os genes de
resposta a auxina (ARFS8) estivessem ligados e o receptor de auxina (TIR1) estaria sobre-
expresso; entretanto isso ndo ¢ o que mostram os nossos resultados (figura 7). Além disso, €
interessante observar que o gene do cacau relacionado com a sintese da auxina (AAO1) aparece
desligado sugerindo que nao hé indugdo da sintese de auxina pela planta durante a fase inicial da
infeccdo. Uma possivel explicacdo seria a existéncia na planta, de um mecanismo de regulacao
negativa dos genes de producao de auxina e que este mecanismo ¢ estimulado pela presenca do
patégeno. Analises de expressdo de genes de resposta a etileno e ao acido salicilico (WRKY)
mostram que estes genes permanecem inalterados durante a fase inicial da doenga, sugerindo que
a planta ainda nao estaria reagindo ao patdégeno com a produgdo de etileno e AS. A sintese destes
hormonios de defesa poderia ser regulada em fases mais avangadas da doenga, como ja foi
documentado em pesquisas previas (Scarpari et al., 2005; Kilaru et al., 2007).

Posteriormente, passamos a validagcdo desses resultados por dois métodos (i) qPCR e (ii) o
sequenciamento do RNA (RNAseq) de amostras que representam um time course mais amplo da

doenca.
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Sad Inf

Figura 7. PCR semi-quantitativa de genes envolvidos nas vias hormonais durante interacio compativel com M. perniciosa.
Legenda: Sad; sadia, Inf; pool infectado 2, 4 e 8 horas depois da infec¢do. MpTub, gene da tubulina do fungo com controle de
amplificagdo a direita.

5. Validacdo de amostras infectadas usando gPCR

Amostras de meristemas de cacau infectadas com M. perniciosa foram coletadas em diversos
pontos representativos da progressdo da doenga vassoura de bruxa (secdo 2 deste capitulo). Essas
amostras foram levadas em gelo seco para a Universidade de Carolina do Norte em Chapel Hill,
para ser validadas e sequenciadas por RNAseq no laboratorio de High Throughput Sequencing

Facility.

Metodologia

Andlises qualitativas das amostras indicaram a presenca de quantidades elevadas de
polissacarideos que poderiam afetar a reacdo de sequenciamento (figura 8A). Para resolver esse
problema as amostras foram purificadas usando o kit RNeasy minelute (Qiagen, CA, USA). Apos
a purificacdo as amostras apresentaram Otima integridade no Bioanalyzer (BioRad, PA, USA),

com valores de RQI (R Quality) superiores a 8, segundo mostram as figuras 8B ¢ 9.
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A. RNA total impuro de plantas assintomaticas B. RNA total purificado
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Figura 8. RNA total de alguns das amostras da fase assintomatica.
Legenda: Em A, gel de agarose desnaturante 0.8%. Em B, gel digital do Bioanalyzer, coluna 9 e 10 sem purificagdo, coluna 11
amostra degradada.
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Figura 9. RNA ribossomal indicando 6tima qualidade do RNA total com valores de RQI superiores a 8.0.

\

Uma vez contando com RNA de boa qualidade passamos a sintese do cDNA. A
transcricdo reversa foi feita com 1 pg de RNA total, oligonucleotideos randdmicos e o
procedimento padrdo da Superscript Il (Invitrogen) para gerar a primeira fita de DNA
complementar. As amostras de cDNA foram utilizadas para andlise de expressdo génica por
gPCR e por sequenciamento de RNA (RNAseq).

Os oligonucleotideos usados nos experimentos de qPCR foram previamente testados

através de PCR convencional (se¢do 4 deste capitulo). Para os experimentos de quantificacio
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foram confeccionadas duas curvas padrdo a partir de amostras de DNA genomico de
concentragdes conhecidas: (i) DNA genomico de M. perniciosa - linhagem CP02, a mesma
linhagem usada para os experimentos de infeccdo de plantulas de cacau e para o sequenciamento
do genoma do fungo; (ii)) DNA genomico de cacau variedade comum. Para a construgdo das
curvas padrdoes, ambos os DNAs foram quantificados usando Qubit (Invitrogen, CA) e
posteriormente foram feitas 4 diluigdes seriadas (fator de dilui¢do 1:10) para um total de 5 pontos
em cada curva.

Para as reagdes de quantificagdo dos cDNAs foram utilizadas as seguintes condi¢des: 1 uL de
cDNA, 200 nM de oligonucleotideos e 10 pL SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystem, PA). Os graficos de amplificagdo, curvas Melting, estimativa da eficiéncia da reagao,
dentre outras analises foram feitas usando o software StepOne V2.1 da Applied Biosystem. Os
niveis de expressao relativa dos genes em estudo foram estimados em relacdo aos genes
referéncia do cacau (gene da tubulina A - tcTUA) e do fungo (gene da tubulina B -mpTUB- e
gene da actina - mpACT) usando a equagio de abundancia do 2"**“Y (Livak e Schmittgen, 2001).
Foram corridas trés replicas experimentais, duas replicas bioldgicas por cada tratamento e
controles, além dos controles negativos em cada placa de reagdo. As médias das razdes entre as
replicas bioldgicas foi usada para determinar o fold change entre os niveis dos transcritos do
tratamento comparado com o controle correspondente.

As amostras dos pontos de infec¢do representativos da fase inicial da doenga vassoura de
bruxa (6, 12, 24, 48 horas ap0s a infec¢ao) e seus respectivos controles foram amplificadas com
os oligonucleotideos dos genes de referéncia do fungo, mpACT e mpTUB. Na mesma placa de
reacdo foi colocada a curva padrao confeccionada com DNA de M. perniciosa. A quantificacdo
das amostras foi realizada em relacdo ao Ct de cada amostra. Brevemente, numa PCR em tempo
real uma reagdo positiva ¢ detectada pelo acimulo do sinal de fluorescéncia. Ct ¢ definido entao
como o numero de ciclos requerido para obter um sinal de fluorescéncia superior aos niveis de
fluorescéncia do background. O Ct de cada amostra foi validado com a Tm (melting temperature)

da curva para cada fragmento amplificado (amplicon).
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Resultados e discussao

A figura 10 apresenta as curvas padrdes obtidas para os dois genes referéncias do fungo,
actina (com pendente “slope” = -3,35) e tubulina (-3,72). As curvas apresentam diferentes
equagoes da reta, devido & eficiéncia na reagdo para cada gene. Assim foi escolhida a actina como
gene de referéncia por ter um slope adequado (—3.6 > slope > —3.3). Pose-se observar que em
geral as quantidades de amplicon nas amostras da fase inicial da infeccdo (pontos azuis) sdo
baixas ja que estdo proximas do ultimo ponto da curva padrao com 0.025 ng. Interessantemente,
as amostras coletadas 6 e 12 horas apos a infeccdo apresentam menos quantidade do gene
mpACT sendo expresso (0.003 ng e 0.008 ng, respectivamente) quando comparado com as
amostras coletadas 24 e 48 horas apos a infeccdo (0.04 ng e 0.07 ng, respectivamente). Os
controles ndo infectados apresentaram quantidades muito baixas de amplificado, com valores de
Ct >35 e curvas de Tm diferentes dos Padrdes em correspondéncia com o fato de que estas
amostras nao foram infectadas. Curiosamente, uma amostra de 12 horas que representa uma
réplica biologica infectada, apresentou quantidades do amplicon proéximas dos controles,
sugerindo que mesmo apo6s a inoculagao dos esporos do fungo, esta amostra provavelmente nao
estaria infectada.

As amostras de pontos mais tardios de infec¢do, foram validadas com o mesmo
oligonucleotideos de mpACT e com as curvas de Melting. Na figura 11 observamos as curvas de
amplificacdo de amostras de diferentes tempos de infec¢do (>48 horas) com valores do Ct entre
28 e 18, sugerindo que as amostras apresentam expressao do gene do fungo em quantidades
superiores aos pontos analisados anteriormente. As curvas vermelhas com um Ct > 30

correspondem aos controles nao infectados, isso devido ao background inato da amostra.
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Figura 10. Quantificacio de genes de fungo em amostras de meristemas de cacau infectadas e os respectivos controles.
Curvas Padroes para mpACT e mpTUB.

Legenda: Pontos vermelhos correspondem ao padrdo, pontos verdes representam os controles sem infec¢do; pontos azuis
correspondem as amostras infectadas (<48 horas apos-infecgao).
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Figura 11. Curvas de amplificaciio para o gene mpACT de amostras de cacau infectadas >48 horas com M. perniciosa
Legenda: As réplicas técnicas e bioldgicas estdo com a mesma cor da curva.

6. Quantificacdo relativa de genes relacionados com hormonios
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Analisamos o Time course da expressdo de genes relacionados com hormonios (auxina,
etileno e acido salicilico) durante os estagios iniciais da vassoura de bruxa usando a mesma

metodologia padronizada nas segdes anteriores.

Metodologia

A reacdo de amplificacdo comparativa foi realizada no StepOnePlus Real Time PCR System
(Apply biosystem) usando SYB®green. As amostras foram amplificadas em triplicata e com duas
réplicas biologicas. Apos a reacao de amplificacao (programa: 95 °C por 10, 40 ciclos de 94 °C
por 307", 55 °C por 30", 60 °C por 30"") foram avaliadas as curvas Melting para cada fragmento
amplificado (95 °C por 15", 60 °C por 17,95 °C por 157"). A corrida incluiu controles negativos
(sem cDNA), e a eficiéncia da amplificacdo foi determinada por extrapolacdo na curva padrao

para cada um dos genes de referéncia.

Resultados e discussao

A figura 12 apresenta os resultados da comparag¢do da expressao dos genes envolvidos na
sintese/sinalizacdo de hormonios em relacdo ao gene referéncia do cacau (tcTUA) durante a
progressao inicial da infecgao.
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Figura 12. Expressao relativa de genes relacionados com hormonios usando a tubulina A como gene referéncia para
amplificacdo por qPCR.

Legenda: (A). EFR2; Fator de resposta a etileno, WRKY; Fator de transcri¢do relacionado com o acido salicilico, AOO; Indo-3-
acetaldeido oxidase. ACC; Acido carboxilico aminociclopropano oxidase. (B). TIR; receptor nuclear da auxina, ARF; Fator de
Resposta a auxina 8.

No comego da interagdo cacau — M. perniciosa (< 12 horas) se observa uma repressao da
expressao dos genes relacionados com a percep¢ao da auxina (TIR). Passadas 12 horas o gene da
indol-3-acetaldeido oxidase (AAO1), ultima enzima da via de sintese da auxina da planta,
apresenta uma indugdo da expressdo de aproximadamente duas vezes. Estes dados sugerem,
como observado anteriormente, que a resposta génica durante as primeiras horas de iniciada a
interacdo compativel caracterizam uma repressdo da sintese de auxina pela planta. Em geral, o
perfil transcricional dos genes analisados durante a interagdo inicial M. perniciosa - cacau sugere
que ocorre uma inibicdo da sinalizagdo da auxina e posterior indu¢do nas horas seguintes a
germinacgdo do esporo. O fato do gene (AAO1) estar desligado no comego da interagdo e somente
ser expresso apos o estabelecimento do patdgeno, sugere que durante a interacdo compativel
cacau — M. perniciosa ha uma regulacdo da producdo da auxina na planta devido a presenca do
patogeno.

Andlises do perfil de expressdo de genes relacionados com a sintese de outros hormonios
foram realizadas. O gene que participa na sintese do etileno, dacido carboxilico
aminociclopropano oxidase (ACC) ¢ diferencialmente expresso, transcorridas 12 horas do inicio
da infec¢do. Entretanto, o fator de resposta ao etileno (EFR2) e o fator de transcri¢do induzidos

pelo AS (WRKY) aparecem induzidos apds 48 horas. Estes resultados sustentam a hipotese de
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que a planta estaria reagindo ao patégeno com a producdo de etileno e AS como ja foi
documentado em varias pesquisas (Kilaru et al., 2007; Scarpari et al., 2005). O etileno e o acido
salicilico s@o hormoénios relacionados com a indug¢do das defesas da planta em resposta a
patogenos biotroficos (Lopez et al., 2008). Entretanto, esta resposta ndo ¢ suficiente no caso da
interagdo cacau — M. perniciosa para confinar o patdogeno no local da infecgdo, provavelmente

por ndo ser uma resposta imediata.

7. Sequenciamento da fase assintomatica da vassoura de bruxa usando RNAseq da [llumina

Metodologia

A metodologia utilizada para a coleta e processamento das amostras de RNA para
sequenciamento foi descrito na se¢ao 2. Foram preparadas 30 bibliotecas de RNA para
sequenciamento na Universidade de Carolina do Norte, usando RNAseq da Illumina. O nimero
de réplicas de cada biblioteca aparece entre parénteses na Tabela 2. Os RNAs das amostras
referente aos primeiros tempos de coleta da fase assintomatica da vassoura de bruxa e seus
respectivos controles foram previamente validados por qPCR (se¢do 5). Para a preparacao das
amostras para sequenciamento de RNAseq foi usado o protocolo de Truseq RNA padronizado no
laboratorio para sequenciamento tipo Solexa Single End x 50 pares de bases na versdo 3.0 do
Hiseq2000 (Illumina). Na tabela 2 se apresentam os resultados de sequenciamento em milhdes de
reads obtidos e o numero de réplicas biologicas feitas em cada ponto somando no total, 30

amostras.

Tabela 2. Bibliotecas e niimero de reads sequenciados por Solexa SingleEndx50 usando Hiseq2000 V.3 da interacio cacau
— M. perniciosa.

rempo [ sh | 12h 2eh Jash |seh [sd lied [sIjs1 Jsm

Controle  (1)60 (1)31  (1)49 (1)27 (1)29 (1)20 (1)23 (1)19 (1)15 (1)30
Infectado  (1)36 (2)102 (2)76 (3)85 (2)74 (2)22 (2)50 (2)45 (2)36 (2)60

(#) representa o niimero de réplicas da biblioteca. Um milhdo de reads gera 50 Mb de sequéncias. O transcriptoma de cacau ¢
de ~25000 genes com tamanho meio de ~2 kb = ~50 Mb para 1 transcriptoma. O niimero poderia representar o ntimero de vezes
que o transcriptoma foi sequenciado.
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Para validar a uniformidade entre as réplicas de cada tratamento ¢ os seus respectivos
controles, foram desenvolvidas rotinas de analises de varidncia usando a linguagem R e os
pacotes de softwares DESeq (Anders e Huber, 2010) e edgeR (Robinson et al., 2010),
especialmente criados para analise de dados provenientes de sequenciamentos RNAseq. Os reads
obtidos foram alinhados com os genes models provenientes tanto do projeto genoma do cacau
(Argout et al., 2011) quanto do projeto genoma de M. perniciosa
(http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/perniciosa v3/), usando o programa Bowtie (Langmead et al.,
2009). Sobre estes alinhamentos foi calculado o numero de reads por gene usando scripts em
perl. Posteriormente foram calculados os RPKMs (Mortazavi et al., 2008) e os coeficientes de
variagdo biologica de cada amostra usando os pacotes edgeR em R (Robinson et al., 2010). A
nomenclatura das bibliotecas ¢ baseada na hora ou dia da coleta, seguida pela condig¢ao infectada
(I) ou controle (C) e depois pelo numero da planta coletada; assim 12I8 significa amostra
coletada as 12 horas, infectada da planta 8. Em alguns casos a nomenclatura inclui um digito

decimal depois do nimero da planta se referindo a uma réplica técnica.

Resultados e discussao

Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 13. Pode-se observar que a dimensao 1
separa o 80% da variacdo entre as bibliotecas sequenciadas. As coordenadas de cada réplica
foram consideradas na escolha das amostras com maior correlagdo entre o tratamento e a sua
respectiva réplica. Pode-se observar que os tratamentos S1, S2 e S3, que correspondem com o0s
pontos de coleta da fase sintomatica, se agrupam distantes dos pontos coletados nas primeiras
horas ap6s a infecgdo. Adicionalmente, nestas amostras coletadas em pontos mais avangados da
infeccdo podem ser separadas as amostras infetadas dos seus respectivos controles. Entretanto, no
caso das amostras coletadas nas primeiras horas da infec¢ao ¢ dificil separar os tratamentos dos
seus controles. Adicionalmente, as réplicas da fase inicial da infeccdo ndo se comportam
homogeneamente. Estas diferengas podem ser atribuidas a baixa densidade do fungo nas
primeiras horas da infec¢do e/ou ao estadio fisiologico da planta. Este resultado foi considerado
decisivo para a escolha das réplicas a serem utilizadas nas andlises de expressao génica. Assim
sendo, foram selecionadas as réplicas contendo quantidade de reads do fungo >0,2% e com o

gene MP14035 (sem funcdo conhecida). Este gene de M. perniciosa foi encontrado altamente

36



expresso nas bibliotecas de fungo germinando pelo que foi selecionado como gene marcador de

germinagdo em planta (comunicacdo pessoal, Teixeira 2013).

o n e
: oo s
@
n_h 'WICID -
207
az?
."wm?’ L ol a0
o | en = ) @:o00
y 8 @24c115gga00 m& @sas &
§
t o¥y. Yoo
& % L g " @
oCE128 1
a -
@
®oons
T T T
1 0 1 2
Demenson 1

@ Controle @ Infetado S =sintomatica

Figura 13. Analise de variacio de todas as bibliotecas RNAseq da fase inicial da infeccao com M. perniciosa.

Usamos os RPKMs das amostras validadas correspondentes aos tratamentos apos a
infeccdo e comparamos com os valores de RPKMs dos seus respectivos controles. Assim,
utilizando o pacote edgeR, geramos os valores de expressdo em términos de fold change para
todos os genes expressos de cacau. Paralelamente, foram selecionados 143 genes com alta
especificidade para ser induzidos com IAA, provenientes da biblioteca de Arabidopsis thaliana
(Hormone Databank; http://ahd.cbi.pku.edu.cn). Os parametros escolhidos que definimos como
filtragem com alta adstringéncia foram (i) responder somente a auxina, e (ii) ter dados de
expressao génica por microarranjos.

As sequéncias dos genes selecionados foi utilizada para a busca dos seus ortdlogos em
cacau utilizando o algoritmo TribeMCL nos genes models do projeto genoma de cacau (Argout et
al., 2011). Mediante estas andlises, foram encontrados 57 genes ortdlogos em cacau e os seus
valores de fold change foram identificados nas bibliotecas de cacau (os dados disponiveis on-line
em http://www.Ige.ibi.unicamp.br/~jcalvarez/cacao IAAhigh sheet.txt). Para comparacdo foram
utilizados os valores de fold change dos experimentos de microarranjos realizados com plantas de

Arabidopsis tratadas com diferentes hormdnios exdgenos e em presenca de patdgenos produtores
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de hormoénios vegetais (Volodarsky e al., 2009). Na tabela 3, sdo apresentados os tratamentos
escolhidos para esta comparacdo de expressao dos 57 genes ortélogos altamente responsivos a
auxina. Uma matriz com 25 experimentos de expressdo em A. thaliana ¢ T. cacao contendo 57
genes ortdlogos foi gerada e os arranjos foram posteriormente agrupados usando a correlacao de

Spearman do programa Cluster 3 (de Hoon et al., 2004).

Tabela 3. Descricao de experimentos de expressao em A. thaliana e T. cacao usados para analise de agrupamento.

ID Tratamento Organismo/FonteDados
SA 1d 1 dia com écido salicilico A. thaliana/Microarranjo
Bc48h Botritis cinerea (necrotr6fico) A. thaliana/Microarranjo
Zeatin_3h 3 horas com Zeatina (citocinina) A. thaliana/Microarranjo
ABA 90min 90 min com ABA A. thaliana/Microarranjo
JA 4h 4 horas com acido jamdnico A. thaliana/Microarranjo
Ps24h 24 horas com Pseudomona syringe A. thaliana/Microarranjo
GA_3h, 6h, 9h Horas com Giberelina A. thaliana/Microarranjo
A8d Assimtomatico 8 dias pds infeccdo T. cacao/RNAseq
Ale6d Assimtomatico 16 dias pos infecgdo T. cacao/RNAseq
ET3d 3 dias com Etileno A. thaliana/Microarranjo
At6dpi 6 dias com A. tumefasiens A. thaliana/Microarranjo
A6h Assimtomatica 6 horas pos infecgdo T. cacao/RNAseq
IAA 30min, 1h, 3h | 0.5,1 e 3 horas com auxina A. thaliana/Microarranjo
Pi24h 24 horas com P. infestans A. thaliana/Microarranjo
A24h Assimtomatica 24 horas T. cacao/RNAseq
A96h Assimtomatica 96 horas pos infecgdo | 7. cacao/RNAseq
Al2h Assimtomatica 12 horas pos infeccdo | 7. cacao/RNAseq
A48h Assimtomatica 48 horas pos infeccdo | 7. cacao/RNAseq
S3,S1,S2 Simtomatica T. cacao/RNAseq

A figura 14 apresenta o resultado de agrupamento dos tratamentos bidticos e abidticos
descritos na tabela 3. Pode-se observar que as bibliotecas referentes as amostras de cacau
infectado que correspondem com os tempos inicias da infeccdo foram agrupadas proximas aos
tratamentos de Arabidopsis inoculadas com [AA exdgena e distantes dos tratamentos com acido

salicilico e citocinina, hormonios antagonistas da expressdo de genes responsivos a [AA.
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Interessantemente, os tratamentos de A. thaliana com etileno e com o patégeno hemibiotrofico P.
infestans estiveram proximo dos tratamentos com IAA e as bibliotecas de cacau. Igualmente, os
tratamentos referentes a infec¢do de Arabidopsis com o patogeno A. tumefasiens, conhecido
como produtor de hormdnios em plantas, foi agrupado entre o perfil dos tratamentos com etileno
e IAA. Interessantemente ¢ observada uma forte inducdo e correlagdo dos 22 primeiros genes
com os tratamentos com IAA. As anotagdes destes genes extraidos de TAIR

(http://www.arabidopsis.org) sdo relacionadas a proteinas induziveis com [AA e genes de

resposta a auxina. Estes resultados sugerem que estes 57 genes marcadores estao respondendo a

uma condicao de presenga de auxina nos tecidos de cacau infectados com M. perniciosa.
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Figura 14. Perfil de expressido de 57 genes ortélogos com alta adstringéncia para auxina em Arabidopsis e cacau durante
tratamentos bioticos e abiéticos.
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Apos a validagdo das bibliotecas, também foram gerados valores de expressdo génica em
forma de fold change para os genes previamente estudados por qPCR (Tabela 1). A figura 15
mostra uma comparacao entre as diferentes abordagens: (qQPCR) valores de fold change baseados
no valor Ct para cada gene com relagdo ao gene TcTUB housekeeping; (edgeR) valores baseados
na comparagdo dos reads counts entre controle e infectado; e RPKM usando DESeq foi

comparado o niimero de reads normalizados das bibliotecas controle vs infectadas.
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Figura 15. Comparacio da expressao de genes de cacau relacionados com horménios nas primeiras 48 horas depois da
infeccdo com M. perniciosa usando trés abordagens.

Legenda: TIR, receptor nuclear da auxina; ARF, fator de resposta a auxina; EF2, fator de resposta ao etileno, AOO, Indo-3-
acetaldeido oxidase; ACC, Acido carboxilico aminociclopropano oxidase.

A figura 15 mostra uma correlacdo na tendéncia global da expressao destes genes
relacionados com hormonios nas trés abordagens. Pode-se observar que quanto maior o nimero
de transcritos do gene na amostra, maior ¢ a correlacdo entre as abordagens. Os valores de
expressdo do gene ARF foram os que apresentaram maior divergéncia entre as abordagens;
embora mantenha a tendéncia de aumento as 12 e 24 horas e supressao as 48 horas. A abordagem
com maior proximidade aos valores de qPCR foi dado pelo pacote de programas edgeR. Sendo
assim, este pacote foi usado para o analise do time course de expressdo destes genes. O

agrupamento dos perfis de expressdo foi realizado com o programa CLUSTER 3.0 (de Hoon et

al., 2004).

41



w5 &S o
L B B ol e |

31
52
33

TIR

TIICL

T [ 300
TaAl 2,00
LEF 1,00
rpLzz 0,00
ACC -1,00
ERF -2.00
0ol -3.00

Figura 16. Time-course da expressao de genes relacionados com hormdnios e agrupamento por perfis de expressio génica.
Legenda: Dados gerados por RNAseq e analisados com o pacote de programas edgeR.

A figura 16 apresenta a formacao de trés grupos de expressdo: (i) aqueles genes que ao
longo do tempo ndo mudam consideravelmente a expressio como TIR, YUCI, WRKY; (ii)
aqueles que sdao expressos somente no final da infeccdo como IAA e ARF2; e (iii) um grupo de
genes com alta expressdao desde as etapas iniciais da infec¢do e que mantém esse padrdao de
expressao até o final do estudo como ACC, ERF e AOO.

Estes resultados mostram que nas primeiras horas da fase assintomatica da infec¢do, ndo ¢é
claro a inducdo destes genes que respondem a hormdnios, sugerindo que esta abordagem nao
garante que estes genes sejam diferencialmente expressos nas primeiras horas da infecgdo. E
preciso utilizar outra abordagem com uma estatistica mais robusta para validar a hipdtese de que
0s genes responsivos a auxina seriam regulados positivamente nesta fase da doenca. Entretanto,
nas etapas mais avancadas, os genes envolvidos na sintese e sinalizacdo de auxina sdo altamente
expressos como ja foi descrito nas se¢des anteriores. Estes resultados confirmam os dados de que
no inicio da infec¢ao do cacau por M. perniciosa nao ha sintese deste hormodnio pela planta, mas
se observa aumento da sinalizagdo deste hormonio sugerindo que a auxina poderia provavelmente
estar sendo produzida pelo patdgeno. Esta auxina seria capaz de induzir os genes da planta
responsivos ao hormonio influenciando na suscetibilidade da planta ao patogeno.

Para validar a existéncia de genes responsivos a auxina sendo diferencialmente expressos
no inicio da infec¢do (primeiras 48 horas), dados da montagem do RNAseq foram utilizados e
validados com uma estatistica mais robusta. Primeiramente foi realizada uma analise de variacao
biologica, com o intuito de incluir parametros estatisticos que suportem o critério de escolha dos
genes diferencialmente expressos entre as condi¢gdes de cacau sadio e infectados. Como resultado
foi obtido o grafico que mostra a Andlise dos Componentes Principais (PCA do inglés Principal

Component Analysis) para as bibliotecas referentes as primeiras horas da infec¢do. PCA ¢ um dos
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métodos estatisticos de multiplas varidveis mais simples sendo considerada a transformacao

linear 6tima dentre as transformadas de imagens (Jolliffe, 2002). A figura 17 apresenta as

bibliotecas correspondentes as amostras coletadas 12, 24 e¢ 48 horas apos a infec¢ao. Estas

bibliotecas foram consideradas como réplicas bioldgicas ja que formaram um grupo homogéneo

no analise PCA e podem ser vistas como um pool de RNAs coletados nas primeiras horas onde o

estado fisiologico da planta ndo afetou a expressdo global dos genes de forma significativa.

Assim sendo, foi comparada a condicdo de cacau infetado no inicio da doenga com os seus

respectivos controles.
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Figura 17. Analise PCA das bibliotecas RNAseq escolhidas da fase inicial da infeccao com M. perniciosa.

Para a identificacdo dos genes diferencialmente expressos foi executando o pacote edgeR.

O critério para filtragem dos genes foi p-value ajustado (FDR <0.05). A tabela 4 apresenta os

genes diferencialmente expressos identificados por esta metodologia que estao envolvidos com a

sinalizagdo, sintese e degradacao de auxina.

Tabela 4. Genes diferencialmente expressos relacionados com auxina durante a fase inicial da infec¢io com M. perniciosa.

GENE

Funcio Putativa

LogFold change|FDR <0.05 |pValue

GH3

CGDO0026825 GH3.17; indole-3-acetic acid amido synthetase

CGDO0009775 GH3.17; indole-3-acetic acid amido synthetase
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2,0337

1,7993

0,0003

0,0027

7,06E-06

6,20E-05



CGD0003037 GH3.17; indole-3-acetic acid amido synthetase 1,7073 0,0022 4,83E-05
CGD0026788 GH3.17; indole-3-acetic acid amido synthetase  1,2525 0,0492 2,14E-03
CGD0026828 GH3.17; indole-3-acetic acid amido synthetase 1,3407 0,0373 1,48E-03
CGD0000544 GH3.4; indole-3-acetic acid amido synthetase  -1,3104 0,0389 1,56E-03
ARG
CGDO0003025 Indole-3-acetic acid-induced protein ARG2 1,7871 0,0228 8,03E-04
DYL1 | dormancy/auxin associated protein-
CGDO0025560 related 1,2653 0,0412 1,69E-03
CGD0026185 dormancy/auxin associated protein-related 1,7751 0,0111 3,27E-04
SAUR
CGDO0004301 Indole-3-acetic acid-induced protein ARG7 1,5219 0,0139 4,35E-04
CGD0016638 Auxin-induced protein 10A5 1,2331 0,0335 1,29E-03
PILS
CGD0000019  Auxin efflux carrier family protein 2,6601 9,97E-08 6,67E-10
AUX/IAA
IAA3 | SHY2 (SHORT HYPOCOTYL 2);
CGDO0003885 transcription factor -1,1917 *0,0938 5,03E-03

Andlises do transcriptoma de cacau durante o inicio da fase assintomatica da infeccdo,
revelaram que seis (6) genes responsivos a auxina da familia GH3.1 estdo sobre-regulados
durante as primeiras 48 horas apos a infec¢dao das plantas. A familia de proteinas GH3 agrupa
proteinas com funcdo acetil-amido sintetase, que atuam como moduladores criticos da
concentragcdo de hormonios vegetais, dentre eles o IAA (Wang et al., 2012). A proteina GH3.17
(indole-3-acetic acid-amido synthetase) de Arabidopsis catalisa a conjugagdo da auxina ao acido
glutamico (Glu) e ao acido aspartico (Asp) e logo depois estes conjugados sao direcionados para
o mecanismo de degradacao (Staswick et al., 2005). Assim, a cacau poderia sobre expressar estas
enzimas para “sequestrar” a auxina em forma de conjugados de aminoacidos e regular a
concentracdo deste hormdnio livre dentro da célula. Reforcando a teoria de que a planta estaria
tentando controlar os niveis de auxina enddgena foi identificado um gene altamente expresso
(Log fold-change de 2,660) que codifica uma proteina de transporte ex-fluxo da auxina

(CGD0000019).
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Alguns patdgenos que secretam IAA podem induzir eficientemente genes GH3 da planta
durante a infec¢do (Fu et al., 2011). Por exemplo, a infec¢cdo de Botrytis cinerea € Pseudomonas
syringae em Arabidopsis conduz a ativagdo da transcri¢do da GH3.2 resultando na acumulagao
de TAA-Asp (Gonzalez-Lamothe er al., 2012). Assim, uma auxina produzida pelo patégeno
poderia ser percebida igualmente pela planta como uma auxina endogena, conseguindo ativar os
mesmos genes no hospedeiro.

Estes dados validam os resultados obtidos pelas metodologias anteriores (se¢ao 6)
suportando a nossa hipdtese de que os tecidos infectados estdo respondendo a presenca ou
aumento de uma auxina “exdgena”, ja que este hormonio ndo estaria sendo sintetizado pela
planta. Agora temos elementos suficientes para propor que M. perniciosa seria capaz de produzir
auxina durante a fase inicial da sua interacado compativel com o cacau. Repassando os fatos: (i) a
presenca do fungo provoca a expressao de genes responsivos a auxina nas fases iniciais da
vassoura de bruxa; (ii) ndo ha indugdo significativa de genes de sintese de auxina da planta nestas
horas; (iil) auxina produzida por patdégenos pode mimetizar a acdo da auxina endodgena e (iv)
trabalhos prévios sugerem que este fungo ¢ capaz de produzir auxina. Com estas premissas
passamos ao proximo capitulo. No entanto, e importante aclarar que a dosagem do hormonio no
tecido € critico para a ativagdo ou repressao os genes de resposta a auxina, por isso € necessario

determinar a concentracdo na qual esta sendo produzido assim pode ser melhor correlacionado.
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Conclusao do capitulo I

Analises de transcriptoma -seja por qPCR e/ou RNAseq- mostram que na fase inicial da interagao
cacau — M. perniciosa, a planta apresenta um perfil de expressao génica que sugere a presenca de
altos niveis de auxina, os quais poderiam modular suscetibilidade da planta ao patdgeno.
Entretanto, andlises de expressdo génica nas mesmas bibliotecas de interagdo indicam que a

planta ndo estaria sintetizando auxina de novo.
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CAPITULO II

Objetivo II: Determinacao do efeito in-planta de compostos secretados pelo fungo M. perniciosa

Para cumprir este objetivo, o trabalho foi dividido em etapas:

1. Efeito da aplicacdo exdgena de hormonios vegetais no desenvolvimento de sintomas da

vassoura de bruxa no caule sobre condigdes controladas.

2. M. perniciosa causa alteracdes no crescimento das raizes de Arabidopsis thaliana?

3. Extratos de sobrenadante do fungo causam alteragdes na producdo e transporte da auxina

em plantas de A. thaliana DR5::GUS.

A seguir se apresenta uma descricdo da metodologia, resultados e discussdo associada ao

desenvolvimento de cada uma destas etapas.
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1. Efeito da aplicacdo exoOgena de hormonios vegetais no desenvolvimento de sintomas da

vassoura de bruxa no caule sobre condicdes controladas.

Estd descrito que a inoculagdo de plantas com hormonios exdgenos leva ao pré-
condicionamento das mesmas para a chegada do patégeno tornando-as mais suscetiveis ou
resistentes a doenca (Grant e Jones, 2009). Dentre os hormonios estudados esta o acido salicilico
cuja aplicagdo conduz a inducdo da resposta sistémica adquirida (SAR) que combate
principalmente patdégenos biotroficos (Kazan e Manners, 2009). Contrariamente, a aplica¢do de
auxina torna as plantas mais suscetiveis a patégenos biotroéficos e mais resistentes aos fungos
necrotroficos (Lopez et al., 2008). Assim sendo, a aplicacao exdgena de hormonios vegetais em
plantulas de cacau antes da inoculacdo com esporos de M. perniciosa poderia interferir na sua

germinagdo e posterior infec¢do do tecido pelas hifas do fungo.

Metodologia

Para testar esta hipotese, hormonios vegetais (IAA e AS) foram aplicados em meristemas de
plantulas de cacau. Além disso, foi testada a efetividade do acido p-Chlorophenoxyisobutyric
(PCIB) que ¢ um inibidor da a¢do da auxina. Este composto ainda nao estd muito bem
caracterizado a nivel molecular, mas analises fisiologicas demonstram que PCIB inibe a
formacgdo de raizes laterais e o crescimento da raiz primaria em plantas de A. thaliana (Oono et
al., 2003). As plantulas de cacau tratadas com estes compostos foram posteriormente inoculadas
com esporos do fungo M. perniciosa com o objetivo de estudar os efeitos deste pré-tratamento
das plantas nas suas respostas de defesa e no desenvolvimento da doenca vassoura de bruxa.

Especificamente, meristemas apicais de plantulas de cacau mantidas em casa de vegetacao
(capitulo 1, se¢do 2) foram inoculados com 100 uM de acido indol-3-acético (IAA), 5 mM de
acido salicilico (SA) e 50 uM do inibidor da auxina (PCIB). Transcorrida uma hora deste pré-
tratamento foi aplicada por pipetagem 30 pL uma suspensdo de basididsporos do fungo M.
perniciosa (106 esporos / mL). As plantas inoculadas foram incubadas em camara imida por 24 h
em casa de vegetagao sob condicdes controladas de temperatura e umidade. Plantulas de cacau da

variedade 'Comum- Catongo' foram utilizadas como controles de suscetibilidade para estimar a
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eficiéncia da infec¢do. Igualmente foram utilizadas plantas controles (i) inoculadas com o esporos
do fungo sem pré-tratamento com hormonios, e (ii) plantas tratadas unicamente com hormonios
vegetais sem inocula¢ao com esporos do fungo. Para cada controle/tratamento foram feitas quatro
réplicas biologica. O experimento foi acompanhado e documentado através de fotos tomadas
durante um més para verificagdo do desenvolvimento de sintomas. Os resultados deste estudo sdo

apresentados na figura 18.

Resultados e discussao

Tratamento Dia 0 Dia 10 Dia20

A

Controle sem pré-
tratamento e sem
infecgdo

B

Controle infectado
sem pré-tratamento
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C

Controle JAA

D

Controle AS

E

Controle PCIB
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F

AS + M. perniciosa

G

IAA + M.
perniciosa

H

PCIB (inibidor TAA)
+ M. perniciosa

Figura 18. Tratamentos com hormoénios e inibidores em meristemas de plantulas de cacau prévio a infeccdo com M.
perniciosa.

Legenda: (A) controle sem infeccdo; (B) controle infetado; (C) planta tratada com 100 pM IAA; (D) planta tratada com 5 mM
AS; (E) planta tratada com 50 uM de PCIB; (F) planta tratada com 100 uM IAA e infectada 12 e 3 horas antes, (G) planta tratada
com 5 mM AS e infectada 12 e 3 horas antes; (H) planta tratada com 50 pM de PCIB e infectada 12 e 3 horas antes.

A figura 18 mostra que a plantas controle inoculadas com esporos de M. perniciosa sem

prévio tratamento com hormonios vegetais apresentam sintomas de vassoura verde apos 20 dias
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da inoculacao (Figura 18; B). Estes resultados garantem a eficiéncia do protocolo de inoculacao
utilizado e a capacidade de infeccdo dos esporos nas condigdes dos ensaios. Os controles tratados
somente com hormonios vegetais (IAA e AS) ou com inibidor de auxina (PCIB) nao mostraram
nenhum efeito na morfologia dos meristemas (Figuras 18; C, D e E, respectivamente).
Interessantemente as plantas previamente tratadas com IAA e posteriormente infectadas com
esporos do fungo, apresentaram sintomas de vassoura verde apds 20 dias da inoculagdo. Este
estagio da doenca vassoura de bruxa ¢ aquele em que prevalece a presenca do fungo na forma
biotréfica. Esta inducao dos sintomas de vassoura verde também foram observados nas plantas
inoculadas com esporos do fungo que foram previamente tratadas com o inibidor da auxina PCIB
(Figura 18; H) e 4cido salicilico (Figura 18; F).

Estes dados sugerem que a aplicagdo exogena destes hormonios nas concentracdes ensaiadas
nao tem influencia no desenvolvimento dos sintomas da doenga vassoura de bruxa. Entretanto,
uma conclusdo sobre esse efeito somente podera ser validada através do desenvolvimento de
outros experimentos utilizando abordagens diferentes. Isso porque no modelo de infec¢do em
condicdes controladas criado no nosso laboratorio as taxas de infec¢ao obtidas sdo muito baixas.
Vale a pena sublinhar que o cacau e a vassoura de bruxa sdo originarios de regides com
condi¢cdes climaticas muito diferentes das que ocorrem no Estado de Sdo Paulo e muito dificeis

de mimetizar mesmo em casa de vegetagao.

2. M. perniciosa causa alteracGes no crescimento das raizes de Arabidopsis thaliana?.

Virios trabalhos relacionam auxinas produzidas por fungos fitopatogénicos com indugdo de
mudang¢as macro-morfoldgicas nos respectivos hospedeiros (Tanaka, 2010; Reineke e al., 2008).
E bem conhecido que em plantas, o IAA pode afetar processos fisiologicos que incluem
alongamento e divisdo das células, diferenciacdo dos tecidos, além das respostas a luz e a
gravidade (Woodward e Bartel, 2005). Adicionalmente, a auxina ¢ o principal regulador da
formagao das raizes laterais (Laskowski et al., 2008) causadas por acumulagdo local deste
hormonio nos tecidos das raizes (Dubrovsky et al., 2008). Sendo assim, um experimento viavel
para identificar se o fungo M. perniciosa ¢ capaz de produzir algum composto com atividade
semelhante a auxina poderia ser o tratamento de sementes de uma planta modelo como A.

thaliana e a analise da indugdo de raizes laterais. Para isso, sementes de A. thaliana wild-type
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foram tratadas com extratos de sobrenadante de culturas do fungo coletadas nas fases biotrofica e

necrotrofica do seu desenvolvimento.

Metodologia

Obtencao de culturas do fungo M. perniciosa em meio liquido

Meio de cultura so6lido contendo M. perniciosa (isolado CP02, CBMAI 0350 em

http://webdrm.cpgba.unicamp.br/cbmai/) na fase necrotrofica foi seccionado; quatro (4) pedacos

esféricos (didmetro 5 mm) foram inoculados em meio liquido em Erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL de meio de crescimento biotrofico (Meinhardt et al., 2006), sem a adicdo de
[IAA. Os tratamentos consistiram na suplementagdo do meio de cultura com 0.08% de L-
triptofano (Trp, Sigma-Aldrich, SP, Brasil) ou 3 mM de indol acetonitrila (IAN, Sigma-Aldrich,
SP, Brasil) e crescido a 28 °C, 200 rpm, no escuro. Os controles negativos (fungo crescido em
meio de cultura sem suplementagdo de Trp ou IAN) foram submetidos as mesmas condi¢des de
crescimento. Os extratos foram preparados através da recolha do sobrenadante do fungo
utilizando um papel de filtro comercial. Para os experimentos em time-course de crescimento, as
culturas foram coletadas nos dias 3, 7, 14 e 30 dias apds a inoculagdo e posteriormente

armazenadas a -20 °C, até serem submetidas ao procedimento de extragao.

Extracao e purificacdo dos compostos

Todas as amostras foram acidificadas a pH 2.5 com HCI. Cem mililitros (100 mL) de acetato
de etilo foram adicionados as amostras, e cada mistura foi agitada em vortex pelo menos durante
5 minutos e imediatamente pipetada para um funil de separagdo. Posteriormente, 80 mL da fase
de acetato de etilo foram transferidos para um Erlenmeyer limpo. Este procedimento foi repetido
trés vezes para cada amostra e cerca de 250 mL de extrato foram coletados por amostra. A fase de
acetato de etilo foi reduzida por vacuo utilizando um roto-evaporador com uma temperatura do
banho Maria a 50 °C e 73 mm Hg de pressdo. Os extratos foram dissolvidos em 2 mL de acetato
de etilo e cada volume final foi dividido igualmente em cinco tubos. Um tubo foi usado para os
experimentos de GC-MS e outro foi armazenado a 4 °C. Os restantes trés extratos foram secados

totalmente usando um SpeedVac, e uma delas foi armazenado a 4 °C. Os outros foram
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ressuspendidos em 1 mL de etanol a 10% e 1 mL de 4gua para os experimentos com plantas e

LC-MS/MS, respectivamente.

Condicdes de crescimento para A. thaliana

Sementes de Arabidopsis wild-type, variedade Col-1 obtidas por autofertilizacdo (doagdo do
laboratorio de genoma funcional LGF/IB/UNICAMP), foram esterilizadas e colocadas de forma
alinhada em placas de Petri contendo meio MS 0.5X, sem vitaminas, 1% de Agar e 1% (wv) de
sacarose (Murashige e Skoog, 1962). Os tratamentos foram realizados suplementando o meio
com 1% (v/v) de EtOH como um controle negativo, 1% (v/v) de um meio de cultura extraido sem
inoculagdo com fungos como um controle negativo da extracdo, IAA a 20 uM, PCIB a 20 uM
(Sigma-Aldrich, SP, Brasil), 1% (v/v) do extrato do fungo induzido com Trp ou IAN. As
fotografias foram tomadas com um microscopio Olympus BX51 (Olympus, Alemanha).

O comprimento das raizes dos seguintes tratamentos também foi medido: 20 uM TIAA (IAA),
1% de extrato do sobrenadante de cultura do fungo necrotréfico (EN), 1% sobrenadante de
cultura do fungo necrotrofico (SN), 2% solugdo sonicada de esporos (SSS), PCIB 20 uM (PCIB),
1% sobrenadante de cultura do fungo biotréfico (SB), 1% de meio de cultura necrotrofico (MN),
1% meio de cultura extraido necrotrofico (EMN), extrato 1% micélio do fungo necrotrofico
(EMiN), 4gua (Mock), extrato de esporos de 1% (SE) e 1% de extrato de esporos sonicados
(SSE). Para a obtencdo da amostra SSE, 1 mL de solugdo com esporos de M. perniciosa foi
sonicada usando um disruptor de células ultrassonico (UNIQUE, SP, Brasil) por dois pulsos de
25 s de 20 kHz. As placas foram colocadas em casa de vegetacdo a 22 °C com um fotoperiodo de
16 luz 8 noite, durante 9 dias. Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes

com resultados semelhantes.
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Resultados e discussao

1 2 3
Controle sem tratamento (Meio MS) IAA 20 uM

[ —

PCIB 20 pm

4 5 6
Sobrenadante Necrotrofico Sobrenadante Biotrofico

8 9
Micelio Necrotrofico extraido

Figura 19. Crescimento de raizes de Arabidopsis thaliana com meio MS suplementado com hormdnios e extratos de fungo
M. perniciosa 9 dias depois do tratamento.

Legenda: (1) Controle negativo 1: meio de cultura das sementes sem tratamento; (2) Controle positivo: adicdo de TAA; (3)
Controle positivo: adi¢do de PCIB; (4) Controle negativo 2: meio de cultura do fungo na fase necrotrofica filtrado; (5) Tratamento
com sobrenadante do fungo na fase necrotrofica — filtrado; (6) sobrenadante do fungo na fase biotrofica; (7) Controle negativo 3:
meio de cultura do fungo na fase necrotréfica -extraido; (8) Tratamento com sobrenadante do fungo na fase necrotrofica —
extraido; (9) Extrato do micélio do fungo na fase necrotrofica extraido.

A figura 19 mostra o visivel efeito dos horménios IAA e PCIB sobre a redugdo da raiz

principal e no surgimento das raizes laterais (figura 19; 2 e 3, respectivamente) em contraste com
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a morfologia das raizes no controle sem tratamento (figura 19; 1). O tratamento com IAA reduz
drasticamente (na sua totalidade) o comprimento da raiz principal. Entretanto, a adicdo de PCIB
diminuiu as raizes e desorienta o crescimento das plantas (figura 19; 3).

A figura 19 (5 e 8), mostra o tratamento com o sobrenadante do fungo necrotrofico e pode-se
observar que hé um efeito maior na reducao do tamanho da raiz principal favorecendo a formacao
de raizes laterais. Este fenomeno ¢ parecido ao observado quando sdo adicionados IAA ou PCIB
no meio (figura 19; 2 e 3, respectivamente). Vale a pena destacar que o meio de crescimento do
fungo na fase necrotrofica (controle negativo 2, figura 19; 4) também induz alteragdes no
tamanho das raizes. Esse efeito ¢ devido provavelmente a que o meio de crescimento do fungo
nesta fase ¢ complexo contendo diversos nutrientes que poderiam interferir no desenvolvimento
da planta. Por esta razdo, foi utilizado um protocolo de extra¢dao acida, amplamente usado para
extrair IAA e outros acidos de amostras vegetais, incluido outros hormonios, como detalhado
acima na metodologia.

Plantas crescidas em meio suplementado com sobrenadante de fungo necrotrofico apds o
processo de extracdo de acidos apresentaram a mesma morfologia observada quando tratadas
com o sobrenadante depois de filtrado - sem passar pelo processo de extragao- (figura 19; 5 e 8,
respectivamente). Entretanto, no caso do controle negativo 3 referente ao meio de cultura do
fungo na fase necrotrofica extraido, verificou-se o normal desenvolvimento das raizes (figura 19;
7). Estes resultados validam o protocolo de extracdo utilizado mostrando que foi capaz de
eliminar substancia(s) acidas do meio de cultura do fungo necrotréfico que estariam induzindo
alteragcdes na morfologia das raizes e inviabilizando o experimento. Sendo assim, estes resultados
sugerem também que os efeitos induzidos nas sementes tratadas com sobrenadantes do fungo
apods o processo de extragdo (figura 19; 8) sdo devido a presenca de substancia(s) produzida(s)
pelo fungo.

Micélio do fungo necrotréfico coletado e sonicado também foi submetido ao protocolo de
extracdo previamente descrito. Sementes de A. thaliana foram tratadas com estas amostras e
apresentaram um crescimento das raizes semelhantes ao normal (figura 19; 9 e 1). Destes
resultados pode-se sugerir: (1) que M. perniciosa ¢ capaz de produzir um composto que induz
alteragdes morfologicas em raizes de A. thaliana (figura 19; 8); (i1) este composto seria secretado

pelo fungo e acumulado no meio de cultura.
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Adicionalmente, foi feito outro experimento incluindo mais tratamentos (ver metodologia)
tais como: esporos sonicados e sobrenadante de cultura do fungo em crescimento na fase
biotréfica. Foi medido o comprimento das raizes em todos estes experimentos. Os dados obtidos
foram utilizados para realizar um teste de comparacao de médias entre os tratamentos usando o
estatistico de Fisher. As analises estatisticas mostraram a existéncia de diferencas significativas

entre os tamanhos das raizes submetidas aos diferentes tratamentos (figura 20).

Meias e estatistico Fisher LSD 95%
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Figura 20. Tamanho de raizes de Arabidopsis thaliana apés nove dias de crescimento em meio MS suplementado com
hormonios e extratos de fungo M. perniciosa.
Legenda: Estatistico de Fisher com um 95% de confianga, n=30 por tratamento. (IAA); tratamento com IAA 20uM; (EN); Extrato
Necrotofico, (SN); Sobrenadante Necrotrofico; (SSS) Solugdo de esporos sonicados; (PCIB) 50 uM; (SB) Sobrenadante
Biotrofico; Meio Biotrofico; (SS) Solugdo Esporos; (MN); Meio Necrotrofico; (EMN); Extrato de Meio Necrotréfico; (EMiN)

Extrato de Micélio Necrotrofico; (Mock) controle sem tratamento; (SE) Sobrenadante Esporo; (SSE) Solugdo de esporos
extraidos.

Interessantemente, as amostras foram agrupadas em trés grupos: grupo (I) inclui os
tratamentos que ndo tiveram nenhum efeito sobre o desenvolvimento das raizes, ou seja,
semelhantes ao Controle negativo 1. Neste grupo estdo as amostras dos esporos (SE e SSE) e o

micélio necrotrofico extraido (EMiN); grupo (II) inclui os tratamentos que provocaram uma
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redu¢do média do crescimento das raizes em comparacdo com o controle negativo (Mock).
Fazem parte deste grupo, o controle negativo referente ao meio de crescimento do fungo
necrotrofico extraido e o tratamento com o sobrenadante de crescimento do fungo biotréfico (MN
e SB). Vale a pena ressaltar que mesmo que o meio de cultura do fungo necrotrofico extraido
(controle negativo) tem certo efeito nas raizes, este ¢ insignificante estatisticamente quando
comparado com o tratamento do sobrenadante de cultura do crescimento do fungo necrotréfico; o
grupo (III) inclui os tratamentos com o efeito mais drastico sobre o tamanho das raizes. Fazem
parte deste grupo, o tratamento das sementes com sobrenadante do fungo necrotrofico extraido
(EN) e os controles positivos (tratamentos com IAA e PCIB). Esta andlise reforca a nossa
hipdotese de que compostos secretados pelo fungo M. perniciosa causariam malformagdo nas

raizes de Arabidopsis, semelhantes aos induzidos quando tratadas com IAA ou PCIB exdgenos.

3. Extratos de sobrenadante do fungo causam alteracGes na producdo e transporte da auxina em

plantas de A. thaliana DR5::GUS.

Uma vez observado que extratos do fungo M. perniciosa poderiam alterar a morfologia
normal das raizes de Arabidopis thaliana de forma semelhante a adi¢do de auxina exogena
decidimos aprofundar no estudo deste fenomeno. Para isso aproveitamos o fato de que se trata de
uma planta modelo, tanto o desenvolvimento das raizes laterais quanto a sua regulacao molecular
estdo bem caracterizadas (Casimiro et al., 2001; De Smet et al., 2006). Recentes estudos
mostraram que raizes de A. thaliana em contato com o fungo ectomicorriza Laccaria bicolor
apresentaram mudancgas na resposta e transporte da auxina (Felten e Ditengou, 2010). Os autores
demonstraram que a presencga deste fungo potencializa a resposta e distribui¢ao da auxina na raiz.
Surpreendentemente, eles nao identificaram os compostos que poderia regular a homeostase da
auxina na planta, propondo que poderiam ser compostos volateis (Felten e Ditengou, 2010).

O gene sintético reporter DR5::GUS (T. Ulmasov et al., 1997) tem sido amplamente usado
em estudos de indugdo e transporte da auxina utilizando plantas de A. thaliana transformadas
(figura 21). Esta abordagem pode ser usada como marcador para monitorar a distribui¢ao da [AA

endogena (Sabatini et al., 1999). Adicionalmente, trabalhos recentes mostraram que auxinas
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produzidas por patdégenos eram capazes de induzir a expressdo de DR5::GUS em células de arroz

e tomate (Tanaka er al., 2011; Marelli et al., 2009).

Le HPH 7xDRS TxDRS GUS KAN RE

0 50 1M NAA

B.

Figura 21. Origem dos promotores de resposta 4 auxina DR5. Em A, plasmideo com a constru¢ao DR5::GUS original. Em
B, plantas de Arabidopsis trangénicas DR5(7x)-GUS com X-Glc sem e com a auxina sintética NAA (Ulmasov et al., 1997).

Assim sendo, decidimos utilizar esta metodologia para analisar se compostos do fungo M.
perniciosa seriam capazes de induzir a expressdo do gene repodrter de resposta a auxina. Para isso,
foram utilizadas plantas transformadas com a constru¢do DR5::GUS (gene repoérter de resposta a
auxina). Estas plantas foram obtidas do ABRC stock (CS16715, TAIR; www.arabidopsis.org).
Brevemente, esta construgdo permite visualizar regides de acumulagdo de auxina ja que DRS ¢
um promotor responsivo para auxina sintética fundido com o gene reporter GUS que codifica
para a enzima [-glucuronidase. Em Arabidopsis, DR5::GUS ¢ sensivel a auxina de forma dose
dependente, e a sua atividade reflete os niveis de auxina endogena em partes da planta. Em
presenca de auxina, se ativa o promotor DR5 que permite a expressao do gene da B-glucuronidase
que degrada o substrato 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide (X-glc) originando uma cor
azul. A intensidade da cor varia em dependéncia da quantidade de auxina presente (T. Ulmasov et
al., 1997). Amostras do fungo M. perniciosa, crescendo em meio de cultura liquida, foram
testados quanto a capacidade para induzir a expressao da enzima [-glucuronidase em plantulas de

Arabidopsis transformadas com DR5::GUS com 7 dias de crescimento.
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Metodologia

Os procedimentos para o crescimento das plantulas de A. thaliana transformadas e a
suplementagao no caso dos tratamentos com os meios e sobrenadantes de crescimento isolados do
fungo M. perniciosa foram semelhante aos descrita na se¢do anterior. Para o ensaio histoquimico
da atividade de GUS, todas as plantulas utilizadas no experimento foram submergidas em tampao
contendo 1 mM X-glc, 10 nM fosfato de soédio (pH7.5), 0.5 mM ferrocianida de potassio, 10 mM
EDTA, e 0.1% Triton X-100 (Kidd et al., 2011). A solugdo contendo as plantulas foi colocada no
vacuo por 2 min e posteriormente incubada a 37°C no escuro por 12 h. As plantulas foram

clareadas com etanol 70% e posteriormente fotografadas no microscopio Olimpus BX51TF.

Resultados e discussio

A figura 22 apresenta os resultados obtidos neste experimento. Pode-se observar que o
gene DRS5::GUS estd altamente expresso em raizes, folhas e caule das plantas suplementadas com
IAA 20 pM, especialmente nos apices da raizes e folhas comparado com o controle sem
tratamento (figura 22; B e A, respectivamente). Neste tratamento com [AA (figura 22; B),
podemos observar como ¢ realizado o transporte de auxina através da planta. Foi observada
também nestas plantas a formagao de raizes secundarias possivelmente devido a acumulacao de
IAA nos lugares de diferenciacao celular. Em correspondéncia com o esperado, no tratamento
com o inibidor da auxina PCIB se observa o contrario, uma drastica diminui¢do da expressao de
GUS e a ndo formagdo de raizes secundarias (figura 22; C). Trabalhos anteriores mostraram que
o tratamento de A. thaliana DR5::GUS com PCIB previne o fluxo da auxina no interior dos
tecidos (Oono et al., 2003).

Plantas de Arabidopsis transformadas com DR5::GUS e tradadas com sobrenadantes de
meios de cultura do fungo M. perniciosa nas fases necrotrofica e biotrofica (extraidos)
apresentam uma morfologia atipica nas raizes, com reducao da raiz principal, formacao de raizes
laterais e localizagdes da expressdo de GUS somente nos apices da raiz e folhas (figura 22; D e F,
respectivamente), propondo uma quebra no transporte da auxina pelo tecido. Estes resultados

sustentam a nossa hipdtese de que o fungo M. perniciosa poderia produzir e secretar um
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composto(s) semelhante a auxina ja que € capaz de ativar o promotor DRS e que estaria inibindo
o transporte da auxina. No caso das plantas tratadas com extrato do meio de cultura do fungo foi
observado efeito na expressdao de GUS (figura 22; E) sugerindo a presenga, mesmo apos a
extracdo, de algum composto capaz de estimular a produgao enddgena de IAA, provavelmente o

triptofano.

Raiz epicotilo Folha

Mock

IAA

PCIB

D
Sobre
Biotrofico

E
Meio
Biotrofico
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Figura 22. Ensaio histoquimico GUS com promotor de resposta a auxina DR5::GUS em Arabidopsis thaliana

Legenda: As plantulas foram crescidas em meios suplementados com extratos de meio de crescimento de M. perniciosa. (A)
Mock sem tratamento; (B) plantas crescidas em 20 pM de IAA; (C) plantas crescidas em 20 uM de PCIB; (D) plantas crescidas
em 1% (v/v) de extrato de sobrenadante de fungo biotréfico; (E) plantas crescidas em 1% (v/v) de extrato de meio de cultura de
fungo; (F) plantas crescidas em 1% (v/v) de extrato de sobrenadante de fungo necrotréfico. Plantulas de 7 dias de crescimento
com cada tratamento, foram sometidas a ensaio histoquimico de GUS, usando X-glc como substrato da enzima e incubada a 37°C
no escuro por 12 h antes da descoloragdo com etanol.
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Conclusdes do capitulo II

A aplicacdo exdgena de auxina e inibidor PCIB em plantulas de cacau ndo interfere na
inducao dos sintomas.
O fungo secreta um composto que afeta a formacao das raizes de Arabidopsis. Este efeito
¢ relacionado com um desbalan¢o nas concentragdes de hormonios, entre eles a auxina da
planta ¢ um candidato.
Composto(s) ndo identificado(s) secretado(s) pelo fungo causa inibicdo no transporte da

auxina em raizes de Arabidopsis thaliana.
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Capitulo III

Objetivo III: Identificacdo e quantificacdo de metabolitos relacionados com auxina produzidos

por M. perniciosa.

Para cumprir este objetivo, o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

l.
2.

Detecgao do IAA por Ressonancia Magnética Nuclear (NMR).

Quantificacdo do IAA por cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas
(LC-MS/MS).

Identificacdo de auxinas em amostras de M. perniciosa usando cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS).

Identificagdo das enzimas das vias metabdlicas propostas para M. perniciosa baseado em
analises do genoma.

Expressao dos genes envolvidos na biossinteses da auxina do fungo.

Analise filogenética na familia das nitrilases.

A seguir se apresenta uma descricdo da metodologia, resultados e discussdo associada ao

desenvolvimento de cada uma destas etapas.
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Uma vez que todos os nossos experimentos conduzem a hipotese de que M. perniciosa estaria
produzindo um composto com atividade semelhante a auxina, o proximo passo seria a
identificacao deste composto em amostras do fungo.

Na literatura tem sido relatado que a suplementacdo de L-triptofano a 0.1% aumenta a
concentragdo de compostos indolicos até¢ 1000 vezes em algumas espécies de Rhizoctonia
(Furukawa et al., 1996). Prevendo que a provavel substancia(s) analoga a auxina poderia estar
sendo produzida(s) pelo fungo M. perniciosa em baixas concentragdes - com relacdo aos limites
de deteccdo das técnicas de identificacdo e quantificacdo de metabolitos - decidimos suplementar
o meio de crescimento do fungo com triptofano no intuito de aumentar a produg¢ao dos compostos

indolicos.

Metodologia

Assim sendo foram preparados meios de cultura para crescimento de fungo biotréfico e
necrotréfico suplementados com triptofano (Trp) ou indol-3-acetonitrila (IAN). O triptofano € o
precursor primario da via de sintese de auxina em plantas (Zhao, 2012) e o IAN o ultimo
precursor antes de formagao do IAA (Park e Kriechbaumer, 2003). Os respectivos controles nao
foram suplementados com precursores da sintese de auxina. Tanto os tratamentos quanto os
controles foram crescidos até 4 semanas a 28 °C e 200 rpm no escuro. Posteriormente, amostras
de sobrenadante das culturas tratadas e controles foram submetidas ao processo de extragdo de
acidos seguindo a metodologia modificada proveniente de Zhang e colaboradores (2008). Para
1sso, todos os meios de cultura foram filtrados com papel filtro, e ajustado pH a 2.5 — 3 com 3M
de HCL. Cada amostra foi extraida trés vezes com acetato de etila usando um funil de separagao.
As fases organicas foram coletadas e evaporadas a vacuo em roto-evaporador até secar
completamente. Os extratos foram diluidos em 2 mL de ETOH 10% ou 2 mL de Eter e foram
adicionadas duas gotas de diazonometano a -20 °C. Posteriormente foram incubadas a 4 °C
durante 12 h. Os extratos resultantes foram usados para experimentos in-planta e para a
identificacdo de metabolitos por trés técnicas diferentes: Ressonancia Magnética Nuclear (NMR),
Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometro de massas (GC-MS) e Cromatografia Liquida

acoplada a espectrometro de massas (LC-MS/MS). NMR; permite uma alta resolucao na estrutura
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molecular quando os compostos estdo em altas concentracdes, além de que e possivel comparar
espectros entre os diferentes equipamentos. LC-MS/MS; permite quantificar moléculas
especificas com alta resolucdo e em baixas quantidades, mas ¢ restringido a usar um padrdo para
identificar o composto e o perfil dependente do tipo de coluna utilizada no equipamento. GC-MS;
permite identificar uma amplia gama de moléculas em baixas concentragdes, através de
comparagoes dos espectros com bibliotecas locais, ¢ restringido pelo tipo de coluna e natureza

das moléculas.

1. Deteccdo do IAA por Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)

Aproveitando a estreita colaboragdo entre o Laboratério Nacional de Biociencias (LNBio),
Campinas — SP e o LGE foi realizada a técnica de NMR sobre supervisao da Dra. Ana Carolina
M. Zeri. As amostras obtidas pela metodologia anteriormente descrita foram liofilizadas e
posteriormente resuspendidas em tampao B padronizado por Freund e Kalbitzer (1995). Os
espectros dos atomos de hidrogeno foram adquiridos num Agilent Inova NMR Spectrometer
(Agilent Technology, CA, USA) operando a 600 MHz. Foram acumuladas 256 scans com 32k
pontos a 25 °C usando sequéncias de pulsos de supressdao de dgua e depois analisado no programa

Chenomx NMR Suite V.7.5 (Edmonton, AB. CA).

Resultados e discussao

Na figura 23 sdo apresentadas as superposi¢des dos espectros obtidos comparando o extrato
do sobrenadante do meio de crescimento do fungo necrotréfico induzido com IAN durante 15
dias de crescimento, uma amostra controle negativo (meio de crescimento do fungo) e o padrao
de IAA. Pode-se observar que a amostra proveniente do fungo crescido em presenca de IAN
apresenta um espectro equivalente ao do padrao de TAA e que este espectro estd ausente no
controle negativo. Este resultado foi verificado em amostras de fungos necrotréficos induzidas
com precursores da sintese de IAA (tanto triptofano quanto IAN). Os espectros das amostras se
apresentam em forma independente no Anexo 3. Estes resultados mostram que efetivamente o
fungo M. perniciosa ¢ capaz de sintetizar IAA na presenca de precursores da sintese deste

hormonio.
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Figura 23. Deteccdo por NMR de IAA em meio induzido com o precursor (IAN).

2. Quantificacdo do TAA por cromatografia liquida acoplada ao espectrOmetro de massas

(LC-MS/MS)

Metodologia

Para quantificar a IAA produzida por M. perniciosa na fase necrotrofica foi realizado um
estudo de time-course coletando amostras do sobrenadante de cultura do fungo crescido em meio
suplementado com precursores da sintese de auxina (i) 4 mM de L-triptofano, ou (ii) 3 mM de
IAN. As condigcdes de crescimento e processamento das amostras foram as mesmas descritas na
secdo anterior. Ap6s 3 dias de crescimento do fungo em presenca dos precursores foi comegado o
time-course que consistiu na coleta de amostras em quatro tempos (3, 7, 14 e 30 dias). Cada
amostra constou com uma réplica biologica. Os sobrenadantes foram extraidos com o protocolo
de extragdo de acidos descritos no inicio do capitulo e analisados por LC-MS/MS. Para a
deteccdo dos compostos foi utilizado um detector de espectrometria de massa do tipo triplo

quadrupolo, com fonte de ionizacdo a pressdo atmosférica do tipo electrospray assistido por
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nebulizacdo no modo positivo (ESI+) como interface entre a cromatografia liquida e o detector de
massas (Acquity UPLC TQD [ultra performace] e uma coluna C18 ACQUITY UPLC BEH de
1.7 pm 2.1 x 50mm). A fase mével “A” foi dgua e fase mdvel “B” foi acetonitrila, ambos
continham 0.15% de 4cido férmico. O gradiente de eluicdo foi realizado em fluxo de 0.5 mL x
min'l, como se segue: 0-3.5 min, 1-30% de B e 3.6-4 min, 1% de B. Os espectros de massas
foram obtidos no intervalo de 100-400 [M/Z]" no modo negativo. Os dados de espectrometria de
massa (MS/MS) foram controlados pelo software Masslynx V4.1 (Waters, USA).

Os compostos TAA (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) e IAN (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) foram
usados como padrdes. Para isso cada um destes compostos foi injetado diretamente (a uma
concentracdo a 10 pg/mL) na fonte de ionizacao e foram obtidos os seus tempos de retengao e os
seus cromatogramas i6nicos.

Primeiramente foram identificados os ions moleculares da IAA e do IAN. Brevemente, cada
substancia ¢ caracterizada por um padrao de fragmentagdo. Este padrao ¢ visualizado no espectro
de massas em forma de picos de fragmentagdo, cada um com a sua massa molecular nominal
[M/Z]" especifica. O pico com maior valor de [M/Z]" é denominado ion molecular [M+] e
representa entdo a massa molecular relativa do composto analisado (Pan et al., 2010). Nos casos
de TAA e TAN os ions moleculares sdo 130.5 m z e 26.3 [M/Z]", respectivamente.

Para a quantificacdo das amostras tomou-se como referéncia uma curva analitica para cada
composto em estudo, IAA e IAN. Estas curvas foram confeccionadas contendo 3 pontos de
concentragdes seriadas conhecidas em cada caso (100, 10 e 1 mM). Nestas analises se considera
também o parametro cromatografico tempo de retencdo (tg) que ndo € mais do que o tempo que o
composto em estudo permanece na fase estaciondria. Caso os compostos IAA ou [IAN estarem
presentes em amostras do fungo, devem ser eluidos no tempo de retengdo caracteristico de cada
um dos padrdes de calibragdo correspondente, nas mesmas condigdes experimentais. Os tempos

de retencdo dos padroes IAA e IAN foram de 2.16 min e 2.75 min, respectivamente (figura 24).

Resultados e discussao

Os dados obtidos nas andlises dos padroes foram utilizados para a identificagdo e

quantifica¢do nas amostras provenientes do fungo. As analises dos cromatogramas obtidos indica
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que a amostra de fungo necrotréfico induzido com IAN (etiquetada em verde como 13A na figura
24) possui altas concentragdes de IAA (6159 foi o valor de area integrada comparado com 757 do
padrdo a uma concentragdo de 10 uM). Entretanto, ndo foi detectado o precursor IAN (2.75 min)
na amostra sugerindo que M. perniciosa ¢ capaz de utilizar IAN para a sintese de auxina. As
provaveis vias de sintese de IAA utilizadas pelo fungo sdo discutidas na se¢ao seguinte.

310812_IAN Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 1 Channel ES-

g 2.75 155.2 > 26.3 (IAN)
100, 8 194
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2
2.35
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Figura 24. Anélise LC-MS/MS do IAA e IAN derivado de extratos de sobrenadante de M. perniciosa cultivados em meio
suplementado com IAN liquido de 15 dias apés a inoculacio.

Legenda: linha roxa: cromatograma do padrdo de IAN com um tempo de retengdo de 2,75 min; linha verde: cromatograma do
extrato sobrenadante do fungo necrotréfica (amostra 13A) em meio suplementado com IAN. O pico a 2,15 min tem o mesmo
tempo de retengdo que o padrido de IAA (linha vermelha) e o espectro de massa foi semelhante ao do acido indol-3-acético.

A tabela 5 apresenta o time course da produc¢do de auxina de M. perniciosa na fase
necrotrofica durante um més (Anexo 4). Pode-se observar que a produgdo de IAA foi detectada
por LC-MS/MS numa concentragao de 0.52 uM, mesmo sem a adi¢ao de triptofano (Trp) ou IAN

no meio de cultura. Entretanto, a suplementacdo do meio com Trp aumenta a concentracdo de
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IAA até 486 uM. Nestas culturas verifica-se um aumento da producao de IAA no tempo até os 14
dias onde atinge esse maximo. As analises mostram que M. perniciosa ndo utilizou todo o Trp
adicionado no meio para produzir IAA (tabela 5 e Anexo 4). Interessantemente, quando o Trp do
meio de crescimento acaba (dia 30), o TAA foi rapidamente metabolizado (dia 30). Este
comportamento pode ser explicado (i) porque a partir do triptofano sdao sintetizados outros
metabolitos que podem ou nao pertencer a via de biossinteses do IAA (Mujahid ez al., 2011) e (i1)
porque o IAA pode ser catabolizado em outros produtos (Kumavath ez al., 2010). Quando IAN
foi adicionado ao meio de cultura, se observa que ¢ convertido em [AA (tabela 5) logo apos 3
dias de iniciado o experimento. Neste caso também nao foi detectada acumulacao de IAA no

sobrenadante de cultura do fungo (tabela 5; dia 7 para frente).

Tabela 5. Quantificacido por LC-MS/MS do IAA e precursores de culturas liquidas de M. perniciosa.

Meio com triptofano (4mM) Meio com IAN (3mM)
Tempo
(dias) TRP IAA IAN IAA
(media = SD) uM (media + SD) uM (media = SD) uM (media = SD) pM
3 688.8 £74.0 99.0 £23.1 403.1+£39.8 3015.8+111.2
7 92.1+1.6 168.2+76.2 33+0.2 231.3+46.9
14 71.8+11.2 486.0 = 86.6 1.3+0.1 0.4+0.0
30 9.1+1.1 3704 0.6+0.0 0.8+£0.0

3. Identificacdo de auxinas em amostras de M. perniciosa usando GC-MS

Paralelamente as técnicas de identificacdo e quantificacdo anteriormente descritas, foi
utilizada também a técnica de GC-MS. As amostras coletadas do sobrenadante de crescimento do
fungo em meios de cultura suplementados com precursores da sintese de auxina (Trp e [IAN)
foram utilizadas para a deteccdo de IAA e outros metabolitos inddlicos usando um detector de

GC-MS.
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Metodologia

As amostras extraidas foram reduzidas de volumem e posteriormente foram derivatizadas
com 50 pL N, O-bis(trimetilsilil -acetamida) (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) ou com diazonometano
antes da analise por GC-MS. As analises foram realizadas utilizando um cromatdgrafo de gas
GCT-Premier Waters, equipado com uma coluna Agilent HP-5 MS. O hélio foi utilizado como
gas transportador com uma coluna de ImLmin™. A temperatura do forno foi fixada em 60 °C,
depois aumentada para 200 °C a 15 °C min™, e posteriormente elevada para 280 °C a 10 °C min’
! e mantida durante 2 min. Os dados espectrais foram obtidos com a energia de ionizagio de 70
eV e faixa de varredura de massa foi a 50-700 amu. A temperatura da fonte do MS foi fixada em
250 °C. O volume de injecao foi de 1 puL. O experimento foi executado trés vezes para verificar
reprodutibilidade dos resultados. A faixa de varredura foi 29-540 [M/Z]". Os compostos em
analises foram identificados através da comparagdo com os padrdes disponiveis comercialmente
na biblioteca de referéncias do equipamento NIST (98) com probabilidades superiores a 70%.
Adicionalmente foi utilizado o indice de retencdo (minutos) do IAA e IAN como parametro para

a identificacao

Resultados e discussao

A andlise dos cromatogramas idnicos das amostras do fungo crescido com Trp ou IAN
permitiu a identificagdo de picos cromatograficos com um nucleo comum do indol 130 [M/Z]"
provavelmente correspondente aos metabolitos da via de biossintese de IAA e/ou subprodutos

(figura 25 e 26, respectivamente).
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Figura 25. Deteccio de GC-MS e quantificacio de IAA e derivados do indol produzidos por M. perniciosa em culturas

liquidas suplementadas com Trp.
Legenda: os sobrenadantes das culturas necrotroficas suplementadas com 0.8% de L-Trp foram

extraidos, derivatizados e

analisados por GC-MS/MS. Mock era um meio suplementado com triptofano, mas néo inoculado com o fungo. O time-couse foi
coletado em 3, 7, 14 e 30 dias ap6s da inoculacdo, com quatro secgdes meio de cultura contendo micélio necrotrofico cada um.
Um padrao de TAA foi adicionado ao meio de cultura suplementado com fungos e, em seguida, extraiu-se 30 dias apds a
semeadura e usado como um controle interno. Todos os procedimentos foram realizados utilizando as mesmas proporgdes
relativas. Antranilato (7.45 min), triptofol (8.04 min), IAN (11.36 min), IAA (11.43 min), indol-3-carboxilico (11.70 min).
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Figura 26. Producio de acido indol-3-acético (IAA) e acumulacio de acido indol-3-carboxilico e outros derivados, em
culturas de M. perniciosa suplementadas com IAN.

Legenda: GC-MS cromatogramas obtidos a partir dos extratos de culturas liquidas suplementadas com IAN aos 3, 7, 14 e 30 dias
apos a inoculagdo. IAN (11.36 min) foi convertido rapidamente em IAA (11.43 min) e indol-3-carboxilico (11.70 min)
acumulados durante até 30 dias apds a inoculag@o.

Em seguida, passamos a identificacdo de cada metabolito intermediério produzido durante o
time course da cultura do fungo necrotrofico (aos 3, 7, 14 e 30 dias).

Decidimos comparar os intermedidrios e derivados indolicos identificados com aqueles
produzidos pelas vias de sintese de IAA descritas previamente em bactérias, fungos € mesmo em
M. perniciosa (Mondego et al., 2008). Isso, no intuito de validar quais via(s) biossintéticas de
auxina estariam sendo utilizadas pelo fungo M. perniciosa. A figura 27 apresenta os
intermediarios e os metabdlitos principais derivados da via de IAA que foram identificados. Trés
destes metabolitos, antranilato, indol-3-carboxaldeido (IALD) e indol-3-carboxilico (ICA) foram
se acumulando progressivamente acompanhando a producdo de IAA no tempo (figura 26, em

11.70, 7.45 e 11.97 min, respectivamente, depois dos 14 dias de crescimento). Entretanto, pode-
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se observar que os compostos indol-3-piruvato (IPyA) e indol-3-acetaldeido (IAALD) sao
produzidos mas ndo acumulados ao longo do tempo do experimento (figura 25). E conhecido que
IPyA ¢ um intermedidrio muito instdvel e decompde-se naturalmente para produzir outros
compostos indolicos, incluindo IAA (Tanaka et al., 2011).

A figura 27 apresenta um resumo das vias biossintéticas de auxina propostas em bactérias e
fungos. A sobreposi¢do dos nossos resultados de identificagdo de compostos inddlicos sugere a
via de sintese de auxina que estaria sendo utilizada por M. perniciosa. Assim, pode-se observar
que foram identificados os derivados indodlicos das vias da IPA, IAM e IAN previamente
descritas por Woodward e Bartel (2005). A via da IPA mostrou se como a via dominante quando
o Trp ¢ adicionado ao meio de cultura do fungo. Neste mesmo meio foi observado também a
acumulagdo do triptofol (figura 25; 8.04 min). Este composto tem sido proposto que serve como
reservatorio de IAA e mantém os niveis de [AALD em equilibrio em plantas (Brown e Purves,
1980). No caso dos meios de cultura do fungo suplementado com IAN, pode-se observar que este
intermediario foi rapidamente convertido em IAA, e subsequentemente, a auxina foi
metabolizada a TALD; e por ultimo o IALD foi convertido ICA (figura 26, depois do dia 14 em
11.70 e 11.97 min). Em plantas, IALD e ICA sao acumulados nas células servindo de substratos
na via de biossintese da camalexina (Bottcher er al., 2009). Na conclusdo geral se discutira o

papel que poderia ter a camalexina na patogenicidade do fungo.
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Figura 27. Vias biossintéticas sugeridas para M. perniciosa para a producao de IAA dependentes do Trp.

Legenda: As vias propostas para o catabolismo do Trp baseia-se num time-course de intermediarios detectados por GC-MS e a
evidéncia de algumas das enzimas obtidas a partir da literatura (Spaepen et al., 2007; Spaepen e Vanderleyden, 2010). Circulos
com numeros indicam as enzimas referidos na tabela 6. Trés vias biossintéticas do IAA sdo propostas para existir em M.
perniciosa: IAN (indol-3-acetonitrila, no amarelo), IAM (indol-3-acetamida, cor de laranja), e IPA (indol-3-acido pirtvico, em
azul). Enzimas da via dos alcaloides inddlicos estdo em castanho. TRP, L-Trp; IpyA, acido indol-3-piravico; IND, indol; TAA,
acido indol-3-acético; IAM, indol-3-acetamida; IAN, indol-3-acetonitrila; ICA, indol-3-acido carboxilico; TAALD, indol-3-
acetaldeido e IALD, indol-3-aldeido.

4. Identificacao das enzimas das vias metabdlicas propostas para M. perniciosa baseado em

analises do genoma.

Uma vez demonstrado que M. perniciosa produz IAA e proposto as vias metabdlicas que o
fungo utiliza para a sintese deste composto, passamos as analises do seu genoma para a
identificacdo das enzimas potencialmente envolvidas na producdo do horménio. Para isso,
procuramos na montagem do genoma do fungo M. perniciosa as enzimas envolvidas na sintese
de TAA previamente descritas para microrganismos (Spaepen et al., 2007; Spaepen e
Vanderleyden, 2010), incluindo M. perniciosa (Mondego et al., 2008), usando a ferramenta

BLASTP. Vale a pena ressaltar que a montagem do genoma de M. perniciosa utilizada para este
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trabalho inclui maior cobertura do que o draft do genoma publicado em 2008, no qual foram
montados 18000 contigs e uma cobertura do genoma de 1.92X. A versdo mais recente da
montagem do genoma (http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/perniciosa v3/) contém menos de 300
contigs com uma cobertura de 40X o genoma do fungo, oferece a possibilidade de ter genes
completos e precisdo nas anotacdes dos genes. J4 em 2008 o nosso grupo tinha identificado no
genoma de M. perniciosa os genes para: Trp decarboxilase, amina oxidase e uma triptamina
oxidase. Essas enzimas fazem parte das vias de TAM (triptamina) e IPA (indol-3-piruvato), e
foram referenciadas no manuscrito do genoma como potencialmente envolvidas na sintese da
auxina (Mondego et al., 2008). Neste trabalho, aproveitamos os Ultimos avangos na gendmica
deste patogeno para aprofundar na caracterizagdo das vias em procura dos genes chaves que
compdem todas as possiveis vias para a sintese auxina do fungo M. perniciosa. Assim temos um

panorama mais amplo do potencial bioquimico que o fungo poderia gerar durante a infecgao.

Resultados e discussao

Os genes candidatos de M. perniciosa para as vias de biossintese do [IAA foram
identificadas utilizando como critério de identidade significativa (e-value <0,005 e identidade >
30%). Estes resultados sdo apresentados na tabela 6. Pode-se observar que foi identificada a
maioria dos genes que codificam para as enzimas necessarias para o funcionamento das vias do
IPA, TAM e do IAN. Mas ndo esta claro ainda quais sdo as enzimas que fazem parte do
catabolismo do IAA para formar IALD, ICA e finalmente Isatin. A proposta foi baseada no
modelo de Kumavath er al. (2010) e nos tempos de aparecimento dos compostos no
cromatogramas do GC-MS. Curiosamente, trés membros putativos da via IPA (MP05600,
MP5598, MP05180) estdo localizados num cluster numa regido de 6336 bp. Em bactérias ¢é

comum encontrar este tipo de genes em clusters formando operons (Leveau e Gerards, 2008).

Tabela 6. Enzimas putativas envolvidas na via de biossintese do IAA em M. perniciosa.
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Num  MP Gene  Gene Nome enzima Numero % Organismo Codigo
EC Identida Referéncia Kegg
Blastp
1 MP02299  bna2  Indoleamine 2,3- 1.13.11.52 62 Coprinopsis K00463
MP05600 dioxygenase cinerea
gb|[EAU88739.2|
1 MP05180  trpC Indole-3-glycerol ~ 4.1.1.48 68 Coprinopsis K13501
phosphate scobicola
synthase gb|CAC41002.1]
2 MP08247  katl Aromaric 2.6.1.27 38 Saccharomyces K14265
MP05598 aminoacid(trp) cerevisiae
transferase sp/P38840.3|
3 MP01945 ipdC  Indole-3-pyruvate 4.1.1.43 70 Punctularia K04103
decarboxylase strigosozonata.
EIN12769.1
4 MP11796  iad2 Indole-3- 1.2.1.3 62 Ustilago maydis K14085
acetaldehyde FB1 gi|1658175|
dehydrogenase
5 MP09667  myr Myrosinase 3.2.1.147 45 Verticillium K01237
MP15654 dahlia
gi|346972977|
7 ? nth Nitrile hydratase 4.2.1.84 - Agrobacterium K01721
radiobacter
8 MP12757 gmd  Amidase 3.5.1.4 54 Laccaria bicolor K01426
A gb|[EDR04307.1|
9 MP12307  trpl bifunctional 4.2.1.20 81 Laccaria bicolor K01694
tryptophan XP 001874776.1
synthase

5. Expressao dos genes envolvidos na biossinteses da auxina do fungo.

Com o intuito de verificar se a expressao dos genes candidatos para as vias biossintéticas do
IAA, encontrados no genoma de M. perniciosa (tabela 6), sdo co-regulados durante diferentes
fases de vida do fungo, foi realizada uma andlise de co-expressdo génica usando dados de
expressao de RNA-seq de amostras coletadas em diferentes estadios de desenvolvimento do

fungo M. perniciosa crescido em meio de cultura liquido.

Dados de sequenciamento de RNA flingicas de M. perniciosa em estilos de vida foram
obtidos a partir de pesquisas realizadas por o estudante de doutorado de nosso laboratorio, as
quais foram publicados no manuscrito final para obter o titulo de doutor (Teixeira et al., dados

nao publicados). A descricdo do material bioldgico aparece detalhada em Paulo J.P.L. Teixeira et

Metodologia
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al. (2012). As seguintes bibliotecas de RNA fungicas foram usadas: BDA4, basidiomas formado;
PRDI, primoérdio de basidiomas; GEI, esporos germinando; NGS1, esporos ndo germinando;
BIO7, o estagio biotréfico micelial de 7 dias apds a inoculagdo; PTA1, o estagio biotrofico
micelial 14 dias ap6s a inoculagdo; SAP7, o estagio necrotrofico micelial de 7 dias apos a
inoculacdo; NEC14, o estagio necrotroéfico micelial de 14 dias apo6s a inoculagdo; SB1, o estagio
biotrofico micelial 28 dias apds a inoculagdo, e NS28, o estagio necrotrofica micelial 28 dias apos
a inoculacdo. Foram contrastadas; Basidio = BDA4 vs PRD1; Germina = GE1 vs NGS1; Bio7 =
PTA1 vs BIO7; Biol4 = PTA1 vs SB1; Nec7 = NEC14 vs SAP7 e Necl4 = NS28 vs NEC14.

Os fold-change foram calculados usando o RPKM para cada gene de M. perniciosa,
utilizando o algoritmo BLASTN. Em seguida, as matrizes foram agrupados usando a correlacao
de Spearman e algoritmos de ligacao centroide contido no pacote CLUSTER V 3 (de Hoon et al.,
2004). A aplicagao Java Tree View (Saldanha, 2004) foi usada para ver os resultados de

agrupamento gerados.

Resultados

Pode-se observar que os genes que codificam para as enzimas 5 e 6 (tabela 6) potencialmente
envolvidas na via do AN (amarelo) estdo co-regulados atingindo o maior nivel de expressao
durante a germinagdo dos esporos € nos pontos que caracterizam a fase biotrofica de
desenvolvimento do fungo (micélio monocariotico).

As nitrilases sdo enzimas que catalisam a conversdo do indol-3-acetonitrila a auxina IAA
(Bartling et al., 1992). Na nova versao do genoma de M. perniciosa foram identificadas 5
proteinas com similaridade com genes que codificam nitrilases (identidade >30% e e-value <
0.001), a diferencia da primeira versdo onde s6 foi possivel encontrar 4 genes (Mondego et al.,
2008). Na figura 28 pode-se observar que o perfil de expressdo do gene mpNit2 (MP04374), ndo
agrupou com os outros membros das nitrilases, Contrariamente, mpNit2 parece estar mais co-
relacionado com o perfil de expressao da via do IPA (figura 28, em azul). Adicionalmente,
mpNit2 apresentou uma alta expressdo durante a fase necrotrofica do desenvolvimento de M.
perniciosa.

Foi verificada também a expressdo dos genes que codificam para enzimas envolvidas na

biossintese do alcaloide acridona, como indoleamina 2,3-dioxigenase e indol-3-glicerol-fosfato
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sintase, enzimas envolvidas na conversdo do triptofano a antranilato, composto relacionado com
a resposta de defensa em Arabidopsis e conservado em fungos como S. cerevisiae (Niyogi e Fink,
1992), posteriormente o antranilato pode virar alcaloides de acridona através de uma acridona
sintase (Rohde et al., 2008), estes alcaloides poderiam estar relacionados com atividade
antifingica contra outros fungos oportunistas (Bohlmann et al., 1996). Os genes que codificam
para estas duas enzimas foram co-expressos com as enzimas da via do IPA (figura 28, enzimas 1
e 9; em castanho). Estes resultados levam a hipotese de que a sintese tanto do alcaloide acridona
quanto dos compostos indolicos (IAA) seriam ativados no estddio necrotrofico do
desenvolvimento de M. perniciosa (14 dias apos iniciado o crescimento do fungo) usando como
substrato, o triptofano. Este resultado foi coerente com o perfil cromatografico caracteristico da
fase necrotrofica do fungo M. perniciosa obtido por GC-MS, o qual mostra que ocorre uma

acumulagdo progressiva de antranilato e indol apos sete dias de crescimento do fungo (figura 26).
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Figura 28. Perfil transcricional das enzimas putativas para a biossintese do IAA em todo o ciclo de vida de M. perniciosa
com base em dados de RNA-seq

Legenda: Fold-change foi calculado comparando os RPKMs (reads por kilo base por milhdo) de cada gene contra cada condicdo
de controle. Nas matrizes foram agrupados usando software CLUSTER 3. Basidio, basidiomas; Germina, germinagdo de esporos;
Bio7, Micélio biotréfico aos 7 dias apos a inoculacdo; Biol4, Micélio biotrofico aos 14 dias apos a inoculacdo; Nec7, micélio
necrotrofica aos 7 dias apds a inoculagdo; Nec14, micélio necrotréfico aos 14 dias apods a inoculagdo, e Bio-Nec, transi¢do de fase
de biotrofico a necrotrofico. As cores indicam enzimas pertencentes a vias para biossintese do IAA. Numeros apoés nomes de
genes referem-se as anotagdes na Tabela 3.

Sendo assim, podemos concluir que em M. perniciosa parece estarem funcionais nas
diferentes fases de vida do fungo, as vias de sintese de auxina [PA e IAN. Contrariamente na via
IAM s6 foi encontrada uma enzima putativa e esta ndo apresenta variagdo na expressao em

nenhum estadio do fungo (figura 28; enzima 8 em laranja).

6. Analise filogenética na familia das nitrilases

80



As nitrilases atuam nd biossintese de IAA em plantas (Bartling er al., 1992). Estas enzimas
atuam principalmente na detoxificacdo de compostos cianogénicos através da degradacao de B-
cianoalanina produzindo asparagina ou acido aspartico mais amodnia, até agora s em apenas
algumas familia das Angiospermas as nitrilases sdo capaz de converter indol-3-acetonitrila em
indol-3-acetoacido (Piotrowski, 2008). O outro grupo de nitrilases ¢ o das homologas a NIT1 de
A. thaliana, este muito mais reduzido se limita a familia Brasicaceae e possuem atividade de
producao de auxina e também atuam no metabolismo de compostos secundarios (Piotrowski,
2008).

Na primeira versao do genoma de M. perniciosa (Mondego et al., 2008) foram identificadas
duas enzimas que podem no ultimo passo para a biossintese de IAA. Uma delas ¢ uma nirilase
putativa, MpNIT1, a qual foi clonada e sequenciada, demostrando alta similaridade com nitrilases
de plantas de ambos os grupos, mas predominantemente com o grupo NIT4 (Resultados do
trabalho de iniciagdo cientifica do aluno de biologia Marcos Enrique Morais).

Assim, seria interessante analisar a evoluc¢ao desta familia de proteinas em fungos do género
Moniliophthora, ja que a espécie M. perniciosa ¢ a Gnica que consegue infetar ramos e induzir as
vassouras, entre tanto M. roreri s6 infecta frutos. Assim, as nitrilases poderiam ser chave para a

formacao de IAA por vias alternas a partir de aminoécidos induzidos durante a infeccao.

Metodologia

Os dados do genoma de M. roreri (dados nao publicados;

http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/roreri/) foram utilizados para a identificacio dos genes

codificadores das nitrilases ja caracterizados em M. perniciosa. Foi feito alinhamento da
sequencia de nucleotideos da regido codificadora (¢xons) mais conservada de cada gene da
nitrilase (figura 29; B). A abordagem filogenética foi inferida pelo método Neighbor-Joining
(Saitou e Nei, 1987). A arvore ideal ¢ apresentada na figura 29 (A) com a soma do comprimento
dos ramos = 3.3722. A arvore esta desenhada a escala, com comprimentos dos ramos nas mesmas
unidades como os das distdncias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método de corre¢ao de Poisson e estdo dadas em
unidades do numero de substitui¢des de aminoacidos por site. A andlise envolveu 10 seqiiéncias

de aminoacidos. Todas as posigdes que contém lacunas e dados faltantes foram eliminadas.
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Houve um total de 144 posi¢des no conjunto de dados final. Andlises evolutivas foram realizadas

em MEGAS (Tamura et al., 2011).
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Figura 29. Relacio filogenética dos genes das nitrilases nos genomas de M. perniciosa e M. roreri.

Legenda: A regido mais conservada dos éxons dos genes das nitrilases foi usada para analisar a historia evolutiva com o método
de Neighbor-Joining. A, arvore filogenética. B, diagrama da estrutura génica. Em vermelho, estrutura dos genes Nit de M.
perniciosa. Em verde, estrutura dos genes Nit de M. roreri.

Esta abordagem mostrou que quase todos os genes da familia das nitrilases identificada em
M. perniciosa tem um ortélogo em M. roreri, com exce¢do da nitrilase 2 (mpNit2). Das andalises
filogenéticas pode-se inferir que o gene da nitrilase no genoma de M. perniciosa tem sofrido
eventos consecutivos de duplicacdo j4 que os genes apresentam identidade entre eles de >90%.
Além disso, os genes codificadores das nitrilases 2 e 5 (mpNit2 e mpNit5) estdo localizadas no
mesmo locus gendmico (contig sctg 0045 0001: regido 112000-118000 pb), com uma distancia
entre eles de nao mais do que 10 Kb. Interessantemente, flanqueando este cluster das nitrilases se
encontram dois genes codificadores de proteinas hipotéticas com funcdes desconhecidas. A
figura 29 (B) apresenta um diagrama com a estrutura de cada um dos genes das nitrilases
identificados. Pode-se observar que existe conservacdo tanto no numero de introns e éxons
quanto na orientacdo dos genes MpNit2, MpNit3 e MpNit5 e estes genes formam um grupo
evolutivo independente das outras nitrilases junto com o ortdlogo da MpNit2 em M. roreri
(MR06250). Estes dados sugerem que eventos de duplicagdo devem ter acontecido no ancestral
destes dois organismos antes da diversificacdo das duas espécies. Assim, podemos hipotetizar

que o gene da MpNit2 (MP04374), divergiu por duplicagdo num ancestral comum a estes dois
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fungos. Existem relatos prévios de que eventos de duplicacdes nesta familia génica té€m
acontecido em plantas de milho e que estes genes tém adquirindo perfis de expressao diferentes
dependendo do tecido da planta (Park e Kriechbaumer, 2003). A especializacao das nitrilases
poderia ter um papel fundamental durante a infec¢ao do fungo nos ramos de cacau; por exemplo,
conferindo-lhe ao fungo maior capacidade de producdo de IAA e causando suscetibilidade do

tecido a infecgao.

Discussao do Capitulo

Examinamos a via biossintética do IAA em culturas liquidas de M. perniciosa analisando
produtos intermedidrios e realizando experimentos de indugcdo do IAA. Provou-se que o
triptofano ¢ um indutor € um precursor da via do IAA em M. perniciosa, consistentes com relatos
prévios que propdem que o triptofano estaria envolvido na biossintese de IAA em muitas
espécies, incluindo fungos (Normanly, 2010). De acordo com os nossos dados, M. perniciosa foi
capaz de utilizar as vias [PA e IAN para sintetizar IAA, mas a via dominante foi o acido indol-3-
piravico (IPA), uma via tipica em plantas com flores (L-triptofano — indol-3 -piruvico acido —
indol acetaldeido — TAA). Tanaka e colaboradores (2003) encontraram resultados semelhantes
pesquisando a vassoura do bambu causada por Aciculosporium take. Vias biossintéticas do IAA
dependentes de triptofano, também tém sido descritas em bactérias tais como Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas savastanoi € Rhizobium, através das vias do indol-3-acetamida (IAM)
e/ou indol-3-acetonitrila (IAN) (Yamada et al., 1985; Kobayashi et al., 1995). Tem sido
documentado que a existéncia de vias redundantes em organismos fitopatogénicos, pode estar
contribuindo independentemente a diferentes aspectos do ciclo de vida como por a
patogenicidade ou a maior adaptacao epifita. Assim por exemplo, as vias da IPA e IAM estdo
adaptadas para estar mais ativas em superficies das plantas e no apoplasto, respectivamente
(Manulis et al., 1998). Apoés estas consideragdo sugere-se que M. perniciosa teria a capacidade de
utilizar preferencialmente diferentes vias metabdlicas para sintetizar o IAA dependendo do tecido
da planta que esta sendo infectado.

Verificou-se, também que outros derivados de indol sdo produzidos e acumulados por M.

perniciosa em culturas liquidas induzidas por triptofano, tais como o triptofol, antranilato e
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isatina, estes ultimos tém sido relacionados com atividade antifungica (Yue et al., 2000; Nidiry e
Babu, 2005), podendo entdo desempenhar um papel na resisténcia a outros microrganismos. A
viruléncia de muitas plantas e fungos patogenos de animais envolve a capacidade de sofrer
transi¢des morfoldgicas (Hogan, 2006). O triptofol e as baixas concentragdes de nitrogénio no
meio sdo usados por Saccharomyces cerevisiae ¢ Candida albicans como sinalizadores
extracelulares para regular a filamentacdo e o quorum-sensing, permitindo responder a densidade
celular e ao estado nutricional do ambiente (H., Chen e G., Fink, 2006). Assim, M. perniciosa
poderia usar esta molécula extracelularmente para transmitir informagdes sobre a densidade
populacional e como sensor das condigdes ambientais nas que se encontra. Curiosamente, outro
importante metabolito acumulado foi o acido indol-3-carboxilico (ICA). ICA pode ser conjugado
a uma cisteina por uma enzima GH3.5 para formar indol-3-acil-cisteinato (ICA-Cis) que ¢ um
precursor das camalexinas (Wang ef al., 2012). Rogers e colaboradores (1996) relataram que a
camalexina exibe citotoxicidade contra as bactérias gram-negativas e também ¢ toxica para as
células de Arabidopsis in-vitro. No entanto, alguns fungos apresentam resisténcia a camalexina
devido tanto a degradacdo ativa (Glawischnig, 2007) como a uma descodificagcdo eficiente na
célula. Botrytis cinerea, tem um mecanismo de resisténcia contra a camalexina usando
transportadores ABC que funciona como ex-fluxo de compostos fungitoxicos, sendo, portanto,
um fator de viruléncia durante a infeccdo em plantas (Stefanato et al., 2009). Assim, M.
perniciosa poderia estar promovendo a morte celular vegetal por um excesso de producdo de
camalexina ou ao mesmo tempo, resistir as altas concentragdes do metabolito usando algum
transporte multidroga de efluxo.

Encontramos no genoma de M. perniciosa algumas das principais enzimas putativas
envolvidos nas vias de biossintese da auxina e sua expressdo génica em nossas bibliotecas
fungicas de RNA-seq. Enzimas do via IPA sdo mais expressos durante a fase necrotrofica,
enquanto as enzimas IAN apareceu mais ativo na fase inicial de crescimento. O fato de que
fitopatogenos sejam capazes de produzir auxina através de diferentes vias de sintese lhes confere
a vantagem de ativar aquelas rotas metabolicas que ndo sdo reguladas (ou estdo fracamente
reguladas) pela planta, possibilitando a acumulagdo de grande quantidade de IAA no local da
infeccdo. Esta acumulacao de IAA facilitaria a invasao e patogenicidade do fungo pela supressao

das respostas de defesa da planta (Manulis ef al., 1998). Assim, M. perniciosa usaria diferentes
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vias biossintéticas para produzir IAA, dependendo do microambiente e estadios de

desenvolvimento do fungo.
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Conclusdes do Capitulo 111

M. perniciosa produz &cido indol-3-acético (IAA, a auxina natural) em meios
suplementados com os precursores triptofano e indol 3-acetonitrila (IAN).

O TAA produzido por M. perniciosa ndo ¢ acumulado, ¢ rapidamente convertido em
metabolitos de outras vias indolicas.

Foram propostas trés vias (IPA, IAN, IAM) de biossinteses do IAA em M. perniciosa
baseada em (i) identificacdo e quantificagdo de metabolitos produzidos pelo fungo em
culturas suplementadas com precursores da sintese de auxina mediante GC-MS; e (ii)
identificacdo no genoma de M. perniciosa de genes codificadores de enzimas envolvidas
na sintese de [AA.

Verificamos a produ¢do pelo fungo de triptofol, indol-3-carbaldeido (ICA) e outros
alcaloides de natureza inddlica (antranilato e isatin). Sugerimos que estes compostos
poderiam ser utilizados pelo fungo com fatores de viruléncia e no controle da mudanga
de fases do fungo da fase biotrofica para necrotrofica.

As nitrilases em M. perniciosa confeririam ao fungo maior plasticidade para sintetizar

IAA dependendo do ambiente e fase de desenvolvimento do fungo.
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Capitulo IV

Objetivo IV: Andlise dos efeitos in planta de um composto produzido por M. perniciosa,

semelhante a auxina (auxin-like).

Para cumprir este objetivo, o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:
1. Identificagdo de metabolitos com potencial andlogo a auxina (auxin-like).
2. Estudo dos efeitos do [1AA em sementes de A. thaliana mediante utilizagdo do sistema

DR5::GUS

A seguir se apresenta uma descri¢do da metodologia, resultados e discussdo associada ao

desenvolvimento de cada uma destas etapas.
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Como foi descrito no capitulo anterior, sugerimos que a auxina ¢ sintetizada por M.
perniciosa através de varias vias metabolicas redundantes. Estas vias tém sido descritas
previamente na literatura fazendo parte do metabolismo de microrganismos produtores de auxina.
Entretanto, a maior parte das enzimas envolvidas nestas vias ndo estd bem caracterizada (Zhao,
2010). Ao contrario, inibidores da sinalizagdo da auxina, sejam estes produzidos na natureza ou
por via sintética, tém sido investigados mais exaustivamente (Rybel e Audenaert, 2009). E o caso
das auxinas sintéticas: acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 1-naftaleno-acético (NAA-
1), e picloram (Rybel e Audenaert, 2009). Estudos realizados mostram que estes compostos sao
analogos estruturais de auxina, mas desempenham uma atividade antagonista ao hormonio;
critério que tem sido utilizado para denominé-las como anti-auxinas (Rybel e Audenaert, 2009).
O 4cido p-Chlorophenoxyisobutyric (PCIB), por exemplo, ¢ uma auxina sintética que tem sido
usado como uma anti-auxina. O alvo e o modo de acdo de PCIB nas cé¢lulas da planta tém sido
objeto de pesquisas prévias. (Oono et al., 2003). Postula-se que o PCIB age como um inibidor
competitivo ja que concorre com o IAA pela ligacdo aos receptores da auxina bloqueando a
sinaliza¢do desencadeada pelo hormonio (Hayashi er al., 2012). No entanto, o PCIB nao ¢ capaz
de gerar uma resposta totalmente antagonica as respostas da auxina. Este composto atua, apenas,
como um antagonista parcial do IAA (Oono et al., 2003).

Neste trabalho temos insistido no fato de que auxinas sdo produzidas por alguns
patdgenos e desempenham um papel importante na interacdo microorganismo — planta
(Mathesius et al., 1998; Tanaka et al., 2003) Entretanto, existem poucos relatos de antagonistas
de auxina produzidos por fungos em interacdes com células da planta. O primeiro trabalho a
respeito foi desenvolvido por F., a Ditengou e Lapeyrie (2000). Estes autores mostraram que a
hypaphorine, composto inddlico produzido pelo fungo ectomicorriza Pisolithus tinctorius
neutraliza a atividade do IAA nas raizes de Eucalyptus globulus sugerindo que a hypophorine —
em determinadas concentragcdes comporta-se como um antagonista da auxina.

Compostos de origem natural ou sintéticos com capacidade de inibir a sinalizacdo da
auxina nas células da planta tém ganhado especial atengdo nos tltimos anos (Hayashi et al., 2003;
Yamazoe et al., 2005); fundamentalmente no que diz respeito a compreensao do mecanismo de

ligacdo aos receptores de auxina TIR1/AFB. Assim, um potente antagonista da auxina chamado
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auxinole foi desenhado como ferramenta para o estudo de possiveis inibidores da sinalizagdo da
auxina (Hayashi et al., 2012).
Nos capitulos anteriores mostramos que (i) M. perniciosa produz e secreta um composto com
as mesmas caracteristicas acidas, composi¢ao dos atomos e peso molecular que o descrito para o
acido indol 3- acético (IAA), e (i1) sugerimos baseados em analises do transcriptoma da interacao
fungo-cacau que este composto pode ter um papel importante na fase inicial da doenga vassoura
de bruxa. Estes resultados confirmam a nossa hipdtese de que o fungo M. perniciosa esta
produzindo este hormonio durante a colonizagdo dos tecidos da planta. Entretanto, sementes de
Arabidopsis tratadas com sobrenadantes do fungo —de onde foi identificada a [AA- nido
reproduziram exatamente a morfologia das raizes de Arabidopsis observada quando tratadas com
IAA exogena (figura 19; F e B, respectivamente). Estas observagdes conduzem a hipotese de que
no extrato de sobrenadante de cultura de M. perniciosa poderia(m) existir outro(s) composto(s)
capaz(es) de interferir na sinaliza¢ao da auxina na planta.
Assim sendo, foram desenhados experimentos para (i) identificacdo e caracterizacdao
molecular de metabolitos produzidos pelo fungo, e (i1) ensaios in-planta para a validacao de uma

possivel fungdo de auxina dos metabdlitos identificados.

1. Identificacdo de metabolitos com potencial analogo a auxina (auxin-like).

Metodologia

Experimentos de detec¢do por GC-MS foram desenvolvidos no laboratério de
espectrometria de massas do Instituto de Quimica da UNICAMP. Tanto o procedimento
empregado para a obtencdo dos extratos de sobrenadantes do fungo quanto a metodologia para a
preparagdo das amostras e medi¢cdes no GC-MS utilizados nestes experimentos, foram as mesmas
descritas no Capitulo III (se¢des 1, 2 e 3, respectivamente). Simplificadamente, M. perniciosa na
fase necrotrofica foi crescido em meios de cultura suplementados com triptofano ou IAN
1soladamente. Os sobrenadantes do meio de cultura do fungo foram extraidos para a recuperagao
e concentracdo dos compostos acidos presentes. Estas amostras foram utilizadas tanto nos
experimentos de deteccdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas como
nos ensaios in planta. Nesta secao analisamos os extratos de sobrenadante de fungo necrotréfico

suplementamos com os precursores IAN (amostras 2 e 13A) ou triptofano (amostra 7). O controle
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negativo foi obtido a partir do sobrenadante de cultura do fungo necrotréfico crescido em meio

nao suplementado com precursores da sintese de auxina (amostra 10).

Resultados e discussiao

A figura 30 apresenta o cromatograma idnico obtido quando analisada uma amostra de
sobrenadante do fungo necrotrofico crescido durante 20 dias em meio suplementado com IAN;
tempo suficiente para induzir a produgao de IAA e dos derivados indolicos. Pode-se observar que
na amostra se destacam trés picos com alta concentra¢do: (i) pico com tg de 11.37 min
correspondendo com o tg do precursor de auxina [AN; (ii) pico com tg de 11.98 min, 0 mesmo tg
do TAA; e um terceiro pico (iii) com tg de 12.19 min.

A figura 30 (quadrante superior) apresenta o espectro de massas do composto com tg de
12.19 min. Na tentativa de identificar este composto, o seu espectro de massas foi comparado
com espectros de massas disponiveis na biblioteca do equipamento NIST (98), através da
comparagdo com os padroes de referéncias do equipamento disponiveis comercialmente. A
comparacdo dos espectros pode ser observada na figura 30 (quadrante superior). O espectro
inferior corresponde a biblioteca referéncia e o espectro de massas da parte superior € relativo ao
espectro de massas gerado pelo composto com tg de 12.19 min. Interessantemente, a estrutura
obtida a partir do espetro de massas deste composto tem uma identidade de 93.9% com o acido

1H-indol 1-acético (I1AA).
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Figura 30. Deteccio por GC-MS de compostos indélicos derivados da cultura de M. perniciosa necrotréfico suplementado

com IAN depois de 20 dias de inoculacao.

Legenda: Os tg dos picos apresentam identidade significativa com: IAN (11.37 min); precursor adicionado na cultura, IAA (11.98
min); auxina natural gerada pela via do IAN, I1AA (4cido 1H-Indol 1-acético, 12.19 min), nova auxin-like. No quadrante
ponteado se apresenta a comparacdo dos espectros do I1AA referencia do equipamento e o espectro da auxin-like com uma

identidade >90%.

A figura 31 apresenta os cromatogramas idnicos obtidos quando aplicadas as amostras
referentes a: sobrenadantes do fungo necrotrofico crescido em meio de cultura suplementado com
triptofano (cromatogramas 1 e 3 da figura 31); e sobrenadante do fungo crescido em meio de
cultura NAO suplementado com triptofano (cromatograma 2). Pode-se observar que o pico que
provavelmente corresponde ao I1AA com tg de 12.16 min (neste experimento) ndo aparece na
amostra controle; entretanto esta presente nas amostras dos tratamentos com triptofano. Estes
resultados sugerem que o triptofano e o IAN sdo precursores na sintese de [1AA. Hipotetizamos

entdo que, M. perniciosa produz I1AA como derivado da via de sintese de IAA.
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Figura 31. Cromatogramas com o tempo de retencio do composto novo procurado por ion molecular 189 [m/z]*.

Legenda: Cromatograma (1), sobrenadante do fungo necrotrofico crescido em meio de cultura suplementado com triptofano;
Cromatograma (2) sobrenadante do fungo crescido em meio de cultura NAO suplementado com triptofano; Cromatograma (3),
replica biologica da amostra usada para a obteng¢ao do cromatograma 1.

Nao existem dados na literatura mostrando que I1AA seja produzido de forma natural.
Este composto ¢ sintetizado artificialmente por derivagdo do indol com um grupo carboxila. Os
relatos na literatura referentes a este composto sao escassos dificultando uma discussao mais
detalhada. O I1AA tem sido utilizado como base para a obtencdo de moléculas sintéticas tais
como os acidos indol-3-tio-, 3-sulfonil-, e 3-oxi-aril-1- acéticos, Estas substancias tém sido
empregadas como antagonistas CRTh2, receptores das prostaglandinas presentes nos linfécitos T.
A ativacdo destes receptores desencadeia reagdes de quimiotaxia e liberagdo de mediadores
envolvidos na asma e outras reacdes alérgicas (Luker et al., 2011; Schmidt et al., 2013).

Devido a analogia estrutural do [1AA com o IAA e as propriedades de ligacdo a
receptores celulares atribuidas aos derivados deste composto, uma pergunta surge
obrigatoriamente: Sera que o I1AA aparentemente sintetizado por M. perniciosa se liga aos
receptores de auxina TIR/AFB afetando - potencializando (agonista) ou bloquendo (antagonista)
— a sinalizagdo do hormonio? Na tentativa de responder esta pergunta, analisamos a atividade do
gene reporter sob controle de promotor de gene responsivo a auxina DR5::GUS em sementes de

A. thaliana tratadas com amostras do fungo onde foi identificado o composto [1AA.
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2. Estudo dos efeitos do I1AA em sementes de A. thaliana mediante utilizacdo do sistema

DR5::GUS.

Metodologia

As amostras do fungo utilizadas nestes experimentos foram as mesmas da se¢ao anterior
do presente capitulo, onde se identificou o composto I1AA. Como controle positivo, foi
adquirido o composto I1AA (4cido 1H-indol 1-acético, cas: 24297-59-4) da companhia Capot
Chemical Co (San Diego, CA, USA), apresentando 96% de pureza e estrutura garantida segundo
perfil obtido por NMR. Foram preparados os seguintes meios de cultura para sementes de A.
thaliana (MS): suplementado com [AA (20 uM); suplementado com I1AA (20 uM); extrato de
sobrenadante de fungo necrotrofico suplementado com IAN (1% v/v); sem suplementacdo -
controle negativo (mock). Esses meios foram utilizados para o crescimento de sementes de A.
thaliana DR5::GUS durante 7 dias. Posteriormente foi feito colora¢ao histoquimica semelhante a

descrita no capitulo II (secdo 3). Os resultados foram documentados mediante fotografia.

Resultados e discussdo
A figura 32 apresenta as fotos mostrando a expressao do gene responsivo a auxina
DR5::GUS em raizes de A. thaliana apds o crescimento por 7 dias em meios de cultura

suplementados com os diversos tratamentos.

A. Mock
B.IAA
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Figura 32. Resposta de sementes de Arabidopsis thaliana DR5::GUS ao tratamento com estratos de fungos e I1AA.
Legenda: (A), controle de plantas crescidas em meio MS, sem tratamento. (B), plantas crescidas por 7 dias em meio MS
suplementado com IAA 20. (C), plantas crescidas por 7 dias em meio MS suplementado com [1AA. (D), plantas crescidas por 7
dias em meio MS suplementado com extrato do sobrenadante do fungo necrotréfico suplementado com IAN. Os experimentos
foram feitos em triplicata, 5 sementes por placa.

Observa-se que no caso das sementes colocadas para crescimento das plantas em meio de
cultura sem suplementagdo (controle negativo) a expressao do gene permaneceu confinada aos
lugares de sintese endogena do hormoénio na planta e o transporte de auxina permanece normal
pelo tecido da raiz (figura 32; A). No caso das sementes crescidas em presenga de IAA, observa-
se inducdo do sinal GUS devido ao incremento da concentragdo de auxina ¢ ao aumento do
transporte deste hormdnio pela raiz (figura 32; B). A figura 32 (C) mostra o efeito do I[1AA sobre
a morfologia das raizes de A. thaliana. Pode-se observar que este tratamento induz marcadamente
o brotamento das raizes laterais e produz um forte sinal do gene reporter GUS.

Estes resultados sugerem que o composto I1AA ativa genes relacionados com a auxina e
causa uma forte acumulacdo no apice da raiz induzindo o surgimento das raizes laterais. Este
fendtipo ¢ comparavel com o observado em sementes de A. thaliana crescidas em meio MS
suplementado com sobrenadante de cultura do fungo necrotréfico crescido em meio contendo
IAN (figura 32; D). Estes resultados sugerem que o I1AA aparentemente produzido por M.
perniciosa tem fun¢do analoga a auxina. Entretanto, ndo existe na literatura descricdo de enzimas
capazes de catalisar as reagcdes necessdrias para a sintese deste composto. Propomos que uma
plausivel via de sintese deste composto seria por derivagdo quimica a partir do indol, sem
intervencdo enzimatica provavelmente favorecida pelo ambiente oxidativo presente nas culturas

do fungo M. perniciosa (de Oliveira et al., 2012). Pfeiffer e Hoftberger (2001) mostraram que
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auxinas podem induzir burst oxidativo causado pelo aumento drastico na geragdo de espécies
reativas de oxigénio em células em suspensao de culturas de Chenopodium rubrum. Nao esta
claro se existe uma enzima peroxidase responsavel por catalisar a oxidacao do IAA produzindo
O; para o inicio do burst oxidativo (Kawano et al., 2001).

Qual seria o papel de um composto com fun¢do auxin-like no contexto da patogénese do
fungo M. perniciosa? Aumento da sinalizacdo da auxina em sistemas de patogenicidade fungo-
planta tem sido associado ao incremento dos sintomas de doengas causadas por fungos
hemibiotroficos produtores de auxina, tal como Magnaporthe grisea - patégeno do arroz (Fu et
al., 2011). Esta acumulacdo parece estar relacionada com a modulagdo do transporte da auxina
mediante duas vias fundamentais: (i) via proteinas transportadores de ex-fluxo do tipo PIN2, e (ii)
via proteinas importadoras no reticulo endoplasmatico do tipo PINS. Estas proteinas PIN2 e PINS
estdo bem caracterizadas em A. thaliana (Felten et al., 2009). Existem exemplos na literatura
mostrando que alguns patdégenos sdo capazes de modular a expressdo das proteinas PIN para
favorecer a infeccdo como ¢ o caso do nematoide Heterodera schachtii (Grunewald, Cannoot, et
al., 2009). Assim, a reagdo susceptivel de cacau a M. perniciosa, poderia estar associada a
modulagdo destas proteinas e a um rapido aumento e acumulagdo tanto de IAA como de I11AA,
produzidos e secretados pelo fungo.

Qual seria o mecanismo de acdo do I1AA para exercer a sua fungdo auxin-like? Esta
descrito a auxina natural (IAA) e a auxina sintética 1-NAA induzem a expressio de GUS.
Entretanto, a indugdo pelo IAA ¢ mais forte quando comparado ao 1-NAA (Wang et al., 2007).
Foi sugerido que o anel do naptaleno na estrutura da 1-NAA, em vez do anel de indol do [AA, ¢ o
responsavel pela reducdo da expressao do DR5::GUS (Chapman e Estelle, 2009). Isto foi também
consistente com dados que mostram que o IAA se liga mais fortemente a TIR1 que a 1-NAA
devido a ligagdo do atomo de hidrogénio entre o grupo amino do indol e o grupo amida da
leucina da posicao 439 (Leu439) desta proteina (Tan et al., 2007). Estes estudos indicam que a
afinidade das auxinas pelo receptor TIR ¢ um mecanismo chave para determinar a intensidade
das respostas de sinalizagdo do complexo. Sendo assim, no caso do I1AA aparentemente
produzido por M. perniciosa, nos hipotetizamos que este composto poderia ter uma grande

afinidade pelo receptor TIR induzindo os altos niveis de expressdao do gene GUS observados.
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Este ¢ o primeiro relato de um composto produzido por um microrganismo com agao de
auxina natural, capaz de alterar a morfologia das raizes da planta. No entanto, outros trabalhos
devem ser desenvolvidos no intuito de validar ou ndo se o [1AA poderia exercer uma fungao

auxin-like e se este teria que ver com a patogenicidade do fungo.
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Conclusdes do capitulo IV

Foi identificado no sobrenadante do fungo M. perniciosa na fase necrotrofica um
composto andlogo estruturalmente a auxina, o [1AA. E o primeiro relato de existéncia
deste composto sintetizado naturalmente por microrganismos.

Foi mostrado que o I1AA tem fun¢do analoga a auxina.
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Consideracoes Gerais do Trabalho

Consideramos que a principal conquista da nossa pesquisa foi identificar uma auxina de
natureza fngica ativa. A sintese deste composto ¢ induzida por triptofano e acontece através de
vias biossintéticas diferentes e redundantes. Este trabalho provou que M. perniciosa é produtor de
IAA e que este hormdnio altera a sinalizagdo normal da auxina na planta promovendo a
acumulac¢ao transiente de IAA no local da infec¢do. Esta auxina fingica altera os genes GH3 das
plantas e pode ter um importante papel na suscetibilidade do cacau a este patdgeno, diminuindo a
regulagao da resposta por AS. Mostramos que a auxina sintetizada pelo fungo ¢ “degradada”
gerando ampla gama de derivados indo6licos com possivel fungdo na patogenicidade do fungo
como ¢ o caso da camalexina. Foi também identificado um metabdlito secretado pelo fungo, com
uma estrutura inddlica proxima a auxina da planta, o qual estaria causando as malformacgdes
observadas nas raizes de Arabidopsis e inibicdo no transporte da auxina vegetal, efeito
semelhante ao acontecido com a suplementacdo exdgena do composto artificial. A relevancia
desta descoberta estaria no fato que este tipo de composto nunca foi descrito na literatura como
sendo produzido por microrganismos patogénicos de plantas. Além de que o efeito que este
composto causaria no hospedeiro, seria relevante para direcionar uma suscetibilidade da planta ao
patdgeno, devido a que poderia causar um desbalango nas outras vias hormonais.

Os resultados obtidos sustentam a nossa hipdtese inicial, na qual compostos de natureza
proteica e/ou metabolica causariam supressao na defesa basal da planta por modulagdo nas vias
hormonais. Assim, durante o desenvolvimento do projeto foram aportados valiosos
conhecimentos a genética e a biologia da interacdo de M. perniciosa — cacau, mas também para a
area da fitopatologia em geral. Aprofundamos no entendimento dos mecanismos hormonais que
levam ao sucesso do patdgeno no seu estabelecimento na planta conseguindo evadir as reacdes de
defesa basal e especifica para finalmente causar a doencga. Acreditamos ainda que os resultados
obtidos neste trabalho poderiam servir de base para o desenvolvimento de ferramentas

biotecnoldgicas para o controle da doenca vassoura de bruxa.
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Estes resultados foram objeto de um artigo cientifico submetido para publica¢do na revista
Molecular Plant — Microbe Interaction (MPMI), umas das principais revistas nesta area de

conhecimento (Anexo 6).
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Conclusoes do trabalho

Foi analisada a expressdo de genes relacionados com a resposta & auxina em cacaueiro
durante uma interacdo compativel inicial com M. perniciosa. Encontramos que na fase
inicial da interacdo cacau — M. perniciosa, a planta apresenta um perfil de expressao
génica que sugere a presenca de altos niveis de auxina que estariam modulando a
suscetibilidade da planta ao patdégeno. Entretanto, analises de expressdo génica realizados
nas mesmas bibliotecas de interacdo indicam que a planta ndo estaria sintetizando auxina
de novo.

Foi determinado o efeito in-planta de compostos secretados pelo fungo usando sementes
de A. thaliana. Assim, o fungo afetaria a formagao das raizes de Arabidopsis pela agdo de
um composto secretado que estaria relacionado com desbalanco das concentragdes de
auxina na planta causando inibi¢do do transporte deste hormoénio em raizes de
Arabidopsis.

Foram identificados e quantificados os metabdlitos relacionados com a auxina produzidos
por M. perniciosa. Especificamente o acido indol-3-acético (IAA, a auxina natural) em
meios suplementados com os precursores triptofano e indol 3-acetonitrilo (IAN).
Considerando (i) os metabdlitos indolicos produzidos pelo fungo, e (ii) analises das
enzimas envolvidas na via de sintese de auxina no genoma e transcriptoma do fungo,
foram propostas trés vias de biossinteses do IAA utilizadas por M. perniciosa (IPA, IAN,
IAM) dependendo do tecido infectado.

Foi descoberto que M. perniciosa sintetiza um composto com funcao semelhante a auxina
(acido 1H-indol 1-acético) que poderia ter um papel importante na patogenicidade do

fungo.
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Anexo 1

A

Pipeline: Andlise in-silico da expressao de genes de resposta a auxina durante interacdo
compativel e incompativel com M. perniciosa em meristemas de cacau.

TAIR CACAO
DB subject
Affymetrix Arabidopsis data Electronic northern EST
with IAA treatment meristem — M. perniciosa
(12 slides, 22814 elements) TBlastX alignments (4586 contigs and singles)
. . A4
- \l/ (1113 interactions) Normalize fold value for
I Expression.pl I i expressed genes
Bestblast hit, bit score > 60 \/

(Perl<merging_fold_blast.pl>

Fold change value between

IAA differential expressed \ libraries RT, SP and NT (Perl)
genes (2160 genes) Cacao homologous genes T
with respond to IAA || Cacaofasta sequences (4586
(1084 genes) genes)

Finding sequences by Arabidopsis
ID

Fold change of cacao genes
FrameDP related with IAA

i

Cluster 3.0

Arabidopsis fasta sequences

(2157 genes) 3 T ;
Cacao homologous predicted reeview
proteins (1084 peptides)
TribeMCL PhyloTree expression
algorithm genesinvolved with
auxin induction
Protein clusters (families) involved | |
with auxin induction

B.
CorID Family_name RT SpP XeRT XeSP
1 oxygenase 4 0 1,3249 -2,8375
2 copper-binding 1 0 -2,0000 -3,0000
3 cytochrome 4 2 3,3540 0,6460
4 Kinase 5 5 2,7357 2,3679
5 plasmembrane 0 2 -2,0470 -0,0617
6 calcium-binding 1 1 -1,6676 -0,1573
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7 peroxidase 1 0 0,5110 0,0619

8 nitrate reductase 1 2 0,037915 0,540727

9 ubiquitin carrier 1 2 0,034036 0,037111

10 leucine-rich repeat 1 2 -3 -2

11 cinnamoyl-CoA reductase 1 2 -1 0

12 pathogenesis-related 0 2 0 2

13 heat shock 1 2 -1 0

14 pectinesterase 2 0 1 0

15 mitochondrial sorting 1 1 (1} (1}

16 DNA-binding 5 1 5 1

17 Auxin-related 3 5 -2 1,4346

18 hormone-related 3 3 1,9581 1,8692

CorID NAME eRT eSP

1 AOP2 (ALKENYL HYDROXALKYL PRODUCING 2) -1 -1

1 EFE (ETHYLENE-FORMING ENZYME) 1 0

1 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 1 0

1 oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein 1 0

1 F3H (FLAVANONE 3-HYDROXYLASE) -0,68 -0,84

1 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 1 0

1 FLS5 (FLAVONOL SYNTHASE 5) -1 -1

2 heavy-metal-associated domain-containing protein 1 0

2 copper-binding family protein -1 -1

2 heavy-metal-associated domain-containing protein / copper chaperone (CCH)- -1 -1
related

2 ATFP3 -1 -1

3 CYP72C1 (CYTOCHROME P450 72C1) 1 0

3 CYP86A2 (CYTOCHROME P450 86 A2) 1 0

3 CYP71A16 0,68 0,32

3 CYP705A5 0,68 0,32

118




CLAVATAL receptor kinase (CLV1) 0 1
protein kinase, putative -1 -1
leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, putative 0 1
protein kinase, putative 1 0
protein kinase family protein -0,26 -0,63
RBK1 (Rop Binding protein Kinases 1) 1 0
leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, putative 0 1
1BS1 (IMPAIRED IN BABA-INDUCED STERILITY 1) -1 -1
protein kinase, putative 0 1
protein kinase family protein 1 0
CIPK15 (CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 15) 0 1
CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1) 1 0
THE1 (THESEUS1) 1 0
NLM1 -1 -1
TIP4 0 1
PIP1A (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1A) -1 -1
TIP2 0 1
PIP2 -0,05 -0,06
calcium-binding EF hand family protein -1 -1
TCH3 (TOUCH 3) -0,3 -0.08
calcium ion binding 0 1
SOS3 (SALT OVERLY SENSITIVE 3) -1 -1
TCH2 (TOUCH 2) -0,33 -0,08
TCH4 (Touch 4) 1 0
peroxidase, putative -0,55 -0,77
peroxidase, putative 1 0
RCI3 (RARE COLD INDUCIBLE GENE 3) 0,06 -0,16
peroxidase 27 (PER27) (P27) (PRXR?7) 0 1
NIA1 (NITRATE REDUCTASE 1) 0,51 0,49
CBS5-C (CYTOCHROME BS ISOFORM C) -0,47 0,05
SCE1 (SUMO CONJUGATION ENZYME 1) 0 1
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9 UBC7 (UBIQUITIN CARRIER PROTEIN 7) -0,64 -0,28
9 UBC6 (ubiquitin-conjugating enzyme 6) 0,67 0,32
10 other RNA -1 -1
10 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, putative -1 -1
10 RLK (Receptor-like kinase) -1 -1
10 LRX2 (LEUCINE-RICH REPEAT/EXTENSIN 2) 0,61 0,38
10 AtRLP27 (Receptor Like Protein 27) 0 1

11 cinnamoyl-CoA reductase family -1 -1
11 BEN1 0,51 0,49
11 cinnamoyl-CoA reductase-related 0 1

12 pathogenesis-related protein, putative 0 1

12 PR-1-LIKE (PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN-1-LIKE) 0 1

13 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein -1 -1
13 J8 0 1

13 DNAJ heat shock protein, putative 0,68 0,32
14 pectinesterase family protein 0,08 -0,46
14 PMEPCRA (METHYLESTERASE PCR A) 1 0

15 ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX, putative -1 -1
15 CIP111 (CAM INTERACTING PROTEIN 111) 1 0

15 MSP1 protein, putative / intramitochondrial sorting protein, putative 0 1

16 RNA recognition motif (RRM)-containing protein 0 1

16 RNA recognition motif (RRM)-containing protein 1 0

16 WRKY33 1 0

16 WRKY70 1 0

17 SHY2 (SHORT HYPOCOTYL 2) 0 1

17 AXR1 (AUXIN RESISTANT 1) 0 1

18 GA30X1 (GIBBERELLIN 3-OXIDASE 1) -0,68 -0,84
17 TAAS (INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 5) -1 -1
17 GH3.1 0 1

17 auxin-responsive family protein 1 0

17 TAA1 (INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE) 0 1
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17 auxin-responsive protein, putative / small auxin up RNA (SAUR_C) 1 0
17 auxin-responsive family protein -1 -1
17 F-box family protein 1 0
18 ERF5 (ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR 5) 0,68 0,32
17 NIT3 (NITRILASE 3) -1 -1
18 JAZ1 (JASMONATE-ZIM-DOMAIN PROTEIN 1) -1 -1
18 GAI (GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE) 1 0
12 pathogenesis-related thaumatin family protein -0,26 -0,63
17 PID (PINOID) 0 1
19 XTH18 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE 18) 1 0
18 APM1 (AMINOPEPTIDASE M1) 0 1
19 xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative / xyloglucan endotransglycosylase, 1 0
putative / endo-xyloglucan transferase, putative
18 CRF2 (CYTOKININ RESPONSE FACTOR 2) 0,68 0,32
19 ADF9 (ACTIN DEPOLYMERIZING FACTOR 9) 0,51 0,49
17 ABC transporter family protein -1 -1
17 ABC transporter family protein -1 -1
16 WRKY22 1 0
16 WRKYS53 1 0
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Anexo 2

Pipeline 2: Anélise in-silico da expressao de genes de resposta a hormonios durante a progressao
da doenga vassoura de bruxa

—
Auxin Related

genes (26)
——

RNAseq
libraries

TBlastX alignments
(26 sequence)

L

Fold change value between
libraries (Perl)

l

Cluster 3.0

Expression chart
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Anexo 3

Espectros NMR
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Anexo 4.

Time course da produgdo de IAA no transcurso do tempo.

TRFI0 12-5ep-2012 15814
120602 TRPI000T S (e, 223 - MAM of 1 Channel ES-
TS (TAA)

1.55a5

Area

Term Heght Amm Amah

4 B4 04T  SOGUDD

% Area

Bio 20 Day
30" Day

14" Day

7" Day

3* Day
Megative Contral
A e

0 e 5 —

200 208

125



% Producao de IAA em cultura

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

liquida

m TRP

= JAN

3 7 14 30
Dias depois de inoculagao

Concentracao uM detetadas por LC-MS

4500,0
4000,0
3500,0
3000,0
2500,0
2000,0
1500,0
1000,0

500,0

0,0

e=(=eTRP
e=]AA_TRP

e/wo]AN

e AA_TAN

30

126




Anexo 5.
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Abstract

Auxin is probably the best-characterized phytohormone, with important roles
in plant growth and development. An increasing number of microorganisms appear
to synthesize plant hormones that interfere with the hormonal balance of the host,
altering the plant’s metabolism and defense response to favor symbiosis or
pathogenesis. Moniliophthora perniciosa is a hemibiotrophic fungus that causes
Witches” Broom Disease (WBD) in cacao. This disease is characterized by
symptoms that are apparently hormonally induced, such as hypertrophy,
hyperplasia, and loss of apical dominance. Here, an RNAseq global transcriptome
analysis of the asymptomatic stage of WBD indicated that genes related to auxin
signaling, such as GH3, are overexpressed in infected plants due to a high
concentration of free auxin from a non-plant source. Furthermore, an active M.
perniciosa auxin (indole-3-acetic acid), induced by both L-Trp and indole-3-
acetonitrile, was identified through gas chromatography-nuclear magnetic
resonance analysis. This auxin-like molecule causes morphological alterations and
promotes the overexpression of the DR5::GUS auxin-responsive reporter gene in
Arabidopsis roots, indicating that it modulates plant hormone signaling. We
propose that M. perniciosa produces auxin early in the infection process, and that
this brings about hormonal disharmony in the infected cacao plants and thereby

promotes disease progression.
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INTRODUCTION

The cacao tree (Theobroma cacao L., Malvaceae), a native plant of the
Amazonian basin, is considered to be one of the most important crops in the world.
For many years, Brazil was the biggest producer and exporter of cacao seeds.
However, this changed in 1989 with the emergence of Witches’ Broom Disease
(WBD) in the principal producing region of Brazil, in the south of Bahia state
(Pereira et al., 1996). WBD is caused by a hemibiotrophic basidiomycete fungus
named Moniliophthora perniciosa and it represents one of the most pressing
phytopathological problems in South America (Meinhardt et al., 2008).

During the asymptomatic stage, M. perniciosa infects young meristematic
tissues and colonizes the apoplastic space as monokaryotic hyphae (biotrophic).
Then, it induces distinctive structures, termed ‘green brooms’ (Scarpari et al.,
2005), which are characterized by hypertrophy, hyperplasia, loss of apical
dominance, and axillar shoot proliferation (Frias et al., 1991; Purdy and Schmidt,
1996), and appear to be hormonally induced (Chaves and Gianfagna, 2006). The
biotrophic stage lasts for 1-2 months in infected tissue (Meinhardt et al., 2008).
Although only a few fungal cells are detected in this stage of WBD, it causes
drastic changes in the morphology of plant stem tissue (Penman et al., 2000). It is
well known that plant hyperplasias are also caused by pathogens that induce a
hormonal imbalance in the host, mainly by producing hormones such as auxin
(indole-3-acetic acid, IAA) and/or cytokinins (CK) or by altering the phytohormone
metabolism of the host (Jameson, 2000; Tanaka et al., 2003). The second and final
stage of WBD, termed ‘dry broom’, occurs only during the final stages of infectionis

due to the growth of necrotrophic dikaryotic hyphae, which form clamp connections
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for nuclear transfer and rapidly colonize the dead host cells (Meinhardt et al.,
2008).

Many phytopathogenic fungi, including M. perniciosa, are proposed to
produce IAA in enriched axenic cultures (Tsavkelova et al., 2006; Kilaru et al.,
2007). However, few studies have examined in detail the biosynthetic pathways
underlying auxin production by phytopathogenic fungi in infected host tissue
(Reineke et al., 2008; Tanaka et al., 2011; Tsavkelova et al., 2011), partly because
it is difficult to modify the auxin biosynthetic genes in fungi and partly due to the low
amount of auxin secreted during fungal growth (Felten and Ditengou, 2010). With
the release of the entire M. perniciosa genome sequence (Mondego et al., 2008), it
became possible to infer which pathway is involved in auxin biosynthesis in this
pathogen. Genes that encode enzymes involved in the conversion of Trp to auxin
precursors were identified, including one Trp decarboxylase, one amine oxidase,
and one tryptamine oxydase. These enzymes may be part of the TAM (tryptamine)
and IPA (indole-3-pyruvate) pathways, which lead to the synthesis of two direct
auxin precursors, |IAD (indole-3-acetaldehyde) and IAN (indole-3-acetonitrile).
Furthermore, other genes capable of metabolizing the last step of auxin synthesis
using these precursors were identified, i.e., an IAD dehydrogenase and four
nitrilases, enzymes thought to convert IAN to IAA and ammonium (Alvarez et al.,
2012).

Auxin and/or its signaling pathway modulate plant disease resistance both
directly, by interfering with the plant defense circuitry, and indirectly, by altering
plant development to change the progression of the interaction (Kazan and

Manners, 2009). An example of direct alteration is the ability of some plant
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pathogens to alter the expression of auxin biosynthetic genes and down-regulate
the plant defense pathways via cross-talk with other hormone signaling pathways,
such as those involving salicylic acid (SA), ethylene (ET), and jasmonic acid (JA)
(Lépez et al., 2008). Arteca and Arteca (2008) concluded that ET production is
enhanced by auxin, because I|AA directly stimulates the activity of a 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) synthase gene, which encodes a key
enzyme in ET biosynthesis. In a complementary fashion, ET has a feedback action
on auxin biosynthesis (Woltering et al. 2005). Similarly, JA and auxin signaling
share many commonalities and interact positively. In contrast, JA signaling is
generally antagonistic to SA signaling (Kazan and Manners, 2009) and SA and
auxin signaling seem to be mutually antagonistic, because auxin suppresses SA-

dependent defenses, such as PR1 expression (Wang et al., 2007).

In plants, IAA can influence important physiological processes, including cell
enlargement and division, tissue differentiation, and responses to light and gravity
(Woodward and Bartel, 2005). Also, it is the main trigger regulating different steps
of lateral root (LR) formation (Laskowski et al., 2008), including the LR emergence
caused by local auxin accumulation in lateral root founder cells (Dubrovsky et al.,
2008). LR development and the molecular regulation of this process have been
well described in the model plant Arabidopsis thaliana (Casimiro et al., 2001; De
Smet et al.,, 2006). Felten and Ditengou (2010) detected changes in the auxin
response and transport in poplar and Arabidopsis thaliana roots during contact with
the ectomycorrhizal fungus Laccaria bicolor, demonstrating that this fungus

enhances the auxin response and alters auxin distribution in the root apex.
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However, the exogenous application of a similar concentration of IAA as released
by L. bicolor (i.e., ~10 nM) did not stimulate lateral root formation in Arabidopsis
thaliana (Felten et al., 2009).

DR5::GUS is a marker used to monitor the distribution of endogenous free
IAA (Sabatini et al., 1999). Transgenic Arabidopsis plants expressing the
DR5::GUS (B-glucuronidase) reporter have been widely used in auxin induction
and transport studies. Previous studies shown that pathogen-derived [AA
stimulated GUS activity in the infected vascular tissues of transgenic tomato and
rive plants harboring DR5::GUS (Marelli et al., 2009; Tanaka et al., 2011). DR5
consists of seven-copy tandem direct repeats of an 11-bp sequence that includes
the auxin-responsive TGTCTC element found in the GH3 family. Several members
of the GH3 family encode |AA-conjugating enzymes and are regulated by auxin
response factors (ARFs) (Park et al., 2007). Interestingly, plants expressing some
of these genes show activated defense responses, and overexpression of some
GH3 genes results in reduced levels of free auxin and in increased disease
resistance to biotrophic pathogens (Domingo and Andrés, 2009; Fu et al., 2011).

In the present work, we inspected RNA-seq data of cacao plantlets infected
with M. perniciosa during the initial asymptomatic stage and identified auxin-related
gene expression, probably induced by the fungus, during WBD infection. Then, we
investigated the mechanism by which auxin could be produced by M. perniciosa
and tested whether fungal auxin could trigger or modulate the susceptibility of

cacao to this hemitrophic pathogen.

RESULTS
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The expression of auxin-related genes is altered during the asymptomatic
interaction between T. cacao and M. perniciosa

Recently, Teixeira et al. (2013) revealed that members of the three families
of auxin-responsive genes (SAUR, AUX/IAA, and GH3) are over-expressed in the
green broom stems characteristic of the symptomatic infection stage in cacao. To
determine the timing of the induction of these genes and to establish whether plant
or fungal auxin synthesis was responsible for altering the gene expression, we
evaluated the expression of these genes during in the early stages of WBD. To do
so, we inspected illumina RNAseq libraries from the initial asymptomatic stage of
WBD. To globally assess gene expression after challenge by M. perniciosa, a
bioinformatics pipeline was constructed (see Materials and Methods).

We performed an enrichment analysis to identify Gene Ontology (GO) terms
that are overrepresented in genes that exhibited significant differential expression
during the early interaction, and found that three hormone-related GO descriptions
were enriched using InterPro terms. All three of the dormancy/auxin-associated
proteins in cacao were differentially expressed, five of the twenty-six (19%) GH3
auxin-responsive proteins were differentially expressed (19% of representation),
and two of the three late embryogenesis abundant proteins were differentially
overexpressed. We obtained the annotations of these genes from the Cacao
Genome Project database and determined the significant values of expression
(FDR <0.05). In addition, we searched for differentially expressed genes related to
the auxin-signaling pathway, from synthesis to response. No one gene related to
auxin synthesis was identified as being differentially expressed during early

infection. The fold-change and annotation of auxin-related genes altered during the
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first contact with the pathogen, such as GH3, SAUR, and, interestingly, PILS, an

auxin efflux carrier, are presented in Table 1.

M. perniciosa extracellular media alters root development and inhibits polar
auxin transport

To investigate if a possible phytohormone-like molecule produced by M.
perniciosa would alter plant growth and development, we examined whether
extract supernatants of the necrotrophic stage of M. perniciosa supplemented with
IAN (labeled “Supernatant” in Figure 1) or Trp 15 days after inoculation, could
change normal root formation in wild-type Arabidopsis seedlings and, moreover,
whether they could mimic the LR stimulation induced by exogenous |IAA-auxin or,
contrarily, an auxin antagonist (p-chlorophenoxyisobutyric acid, PCIB). We
detected and measured changes in the morphology of the roots of 9-day-old
seedlings grown in Petri dishes containing different treatments. A negative control
was included that consisted of medium that lacked vitamins and contained 1%
ethanol (the solvent of IAA; Fig. 1). A second negative control, named "Mock™ and
consisting of medium that lacked vitamins and 1% (v/v) of medium extract that had
not been inoculated with fungus, was included to test if the components of the
medium influenced root growth. We found that treatment with the fungal
supernatant extract drastically decreased the length of the primary root and
influenced LR development compared with the controls (Fig. 1, Supplementary Fig.
S2). Similarly, LR formation and primary root growth were reduced by applying a

high concentration (20 uM) of IAA or PCIB, an inhibitor of auxin action (Oono et al.
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2003). We also supplemented growth media with necrotrophic mycelium and spore
extracts. Then, we measured the root lengths of seedlings subjected to each
treatment and performed a Fisher LSD statistical test to compare the mean values
for different treatments. The supernatant fungal extract treatments grouped
together with treatments supplemented with exogenous auxin and PCIB. On the
other hand, treatments supplemented with mycelium and spore extracts grouped
with the negative controls and did not alter root formation of wild-type Arabidopsis

(Fig. 1, Supplementary Fig. S2).

We analyzed the auxin response in transgenic Arabidopsis roots expressing
DR5::GUS during contact with the fungal extracts. We found that the presence of
fungal supernatant caused GUS signal to accumulate in the basal meristem of 7-
day-old seedlings (Fig. 1). IAA treatment expanded the GUS signal throughout the
root of all plants. Conversely, PCIB treatment resulted in a low signal in the
provascular tissue that was only localized to the root tip. Similarly to auxin
treatment, roots subjected to the mock treatment showed an intense GUS signal
(Fig. 1). This suggests that the fungal growth medium contains some components

that increase endogenous auxin production.

Detection of IAA and related indoles produced by M. perniciosa in liquid
cultures

In view of the possibility that M. perniciosa produces IAA and/or other
indole-related components capable of altering auxin signaling, we searched for

secreted indole metabolites in M. perniciosa liquid cultures. Supernatant cultures
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were extracted and analyzed by nuclear magnetic resonance (NMR), liquid
chromatography-mass spectrometry (LC/MS), and gas chromatography/tandem
mass spectrometry (GC-MS/MS). IAA was detected 15 days after inoculation in the
supernatant extract of necrotrophic cultures supplemented with L-Trp or IAN
(samples named 15A and 13A, respectively). The spectra of these samples were
identical to those in the local Chenomx NMR reference library and to standard
spectra, whereas |AA spectra were absent in all of the medium controls (samples
10B and 14B, respectively). Figure 2 is a superposition of NMR spectra derived
from the IAN-induced necrotrophic supernatant extract (13B), the medium control
(10B), and IAA standard samples. The IAN-induced sample had an equivalent
spectrum to |AA that was not present in the control sample.

To quantify IAA production in liquid culture, we performed a time-course
analysis of the supernatant culture of necrotrophic fungus externally supplemented
with 4 mM of Trp or 3 mM of IAN using LC-MS/MS analysis. IAA and IAN were
identified based on their daughter ions at 130.5 [M/Z]" and 26.3 [M/Z]",
respectively, and quantified according to standards. The retention time peaks of
the standards were at 2.16 min for IAA and 2.74 min for IAN. We found a high
concentration of IAA in the necrotrophic sample supplemented with IAN (13A) and
no signal for the IAN precursor, showing that the IAN pathway could efficiently
convert the precursor to auxin, probably by means of a nitrilese enzyme
(Supplementary Fig. S3).

The quantity of IAA produced by the necrotrophic fungus in one month is
shown in Table 2. IAA production was detected even in the absence of Trp or IAN

(0.52 yM) using LC-MS/MS. However, externally supplemented Trp increased I1AA

Alvarez, JC MPMI 10
139

Page 10 of 53



Page 11 of 53

O©CoOoONOOA,WN =

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

Molecular Plant-Microbe Interactions

formation up to a concentration of 486 + 86.6 uM. IAA production increased over
time, reaching a maximum at the 14 day post inoculation for the Trp-induced
culture (Supplementary Fig. S4). However, not all of the added Trp was used to
produce IAA, and when Trp was exhausted the |IAA was rapidly metabolized. When
the culture was externally supplemented with IAN, almost all of the IAN was
converted to IAA during the first seven days of growth and, similarly, no IAA

accumulated in the supernatant.

Biosynthetic pathway of IAA in M. perniciosa

IAA and other indole metabolites were detected in the aforementioned
samples using a GC-MS detector. Several chromatographic peaks with a common
indole nucleus of 130 [M/Z]", mostly corresponding to metabolites and sub-
products of the IAA biosynthesis pathway, were identified. Some of these peaks
are shown in Supplementary Fig. S5. Next, we identified each intermediate
metabolite produced during the time-course in supplemented media to obtain a
global view of the biosynthesis network (Supplementary Fig. S6 and S7). The main
intermediates and metabolite derivatives from the IAA pathway were identified,
some of which were previously found in bacteria and fungi (Fig. 3). Three of these
metabolites, anthranilate, indole-3-carboxaldehyde (IALD), and indole-3-carboxylic
acid (ICA), accumulated progressively with IAA production. We found that indole-3-
pyruvate acid (IPyA) and indole-3-acetaldehyde (IAAld) were produced, but did not
accumulate. IPyA is unstable and naturally decomposes into indole compounds,

including IAA (Tanaka et al.,, 2011). Thus, the IPA pathway emerges as the

Alvarez, JC MPMI 11
140



O©CoONOOAWN =

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

Molecular Plant-Microbe Interactions

dominant |IAA biosynthetic pathway when Trp is added to the medium. Further,
tryptophol also accumulated in the Trp-supplemented media (Fig. 3). This
compound has been proposed to serve as a reservoir for IAA and to maintain IAAId
levels in equilibrium in plants (Brown and Purves, 1980). In the other experiment
with media supplemented with IAN, IAN was rapidly converted into IAA, then to
IALD, and subsequently to ICA. IALD and ICA were found to accumulate in other
IAN feeding experiments in plants, and both are used as substrates of the
camalexin biosynthesis pathway (Bottcher et al., 2009).

We conducted a literature survey to identify the main enzymes that catalyze
IAA pathways in microorganisms (Spaepen et al., 2007; Spaepen and
Vanderleyden, 2010), including those previously predicted to be present in the M.
perniciosa genome, using Blastp and the latest version of the M. perniciosa
genome (Thomazella et. al., manuscript in preparation). Candidate M. perniciosa
genes of the IAA biosynthesis pathway, with significant levels of identity (E-value
<0.005 and identity >30%), are shown in Table 3. Curiously, three putative

members of the IPA pathway are located in a 6336-bp cluster.

Expression of genes involved in the auxin pathway

A co-expression analysis using RNA-seq data from cultures of fungi at
various development stages was performed to test whether the candidate genes of
the IAA biosynthetic pathway found in the M. perniciosa genome were co-regulated
(Fig. 4). Genes encoding enzymes 5 and 6 (see Table 3 and Table S1) from the
IAN pathway (Fig. 4, in yellow) were co-regulated and had higher expression

during basidiospore germination and in the monokaryotic mycelium (biotrophic

Alvarez, JC MPMI 12
141

Page 12 of 53



Page 13 of 53
1
2
3 287
4
5
6 288
7
8 289
9
10
by 290
12
13 291
14
15 292
16
17
18 293
19
20 294
21
22 295
23
24
o5 296
26
27 297
28
29 298
30
31
32 299
33
34 300
35
36
3 301
38
39 302
40
41 303
42
43
44 304
45
46 305
47
48 306
49
50
51 307
52
53 308
54
55

309
56
57
58 310
59
60

Molecular Plant-Microbe Interactions

stages). mpNit2 (MP04374) was the exception, with an expression profile clustered
outside that of other nitrilase members and more co-related with the profile of the
IPA pathway (in blue). Furthermore, mpNit2 was strongly expressed during the
necrotrophic stage. Genes encoding enzymes involved in acridone alkaloid
biosynthesis, such as indoleamine-2,3-dioxygenase and indole-3-glycerol
phosphate synthase, were co-expressed with IPA enzymes (2 and 4, Fig. 4, in
brown). Thus, both acridone and indole alkaloid biosynthesis from L-Trp would be
activated late in the necrotrophic stage (14 days after inoculation). This result was
coherent with GC-MS data, which showed a progressive accumulation of

anthranilate and indole after seven days of fungal growth (Supplemental Fig. S7).

DISCUSSION

Moniliophthora perniciosa, a peculiar hemibiotrophic phytopathogen,
exhibits an unusually extended biotrophic stage, lasting for 2—3 months in infected
stems. Herein, we formally propose that M. perniciosa functions as a producer of
IAA using a variety of biosynthetic pathways. This IAA production could influence
physiological processes of the plant, result in cell enlargement and division by
changing the spatial and temporal distribution of the plant IAA pool, and lead to
diverse changes in plant development and plant defense mechanisms.

Ouir first evidence that the distribution of auxin is altered in cacao infected by
M. perniciosa was derived from an analysis of the global transcriptomic response
of cacao during the asymptomatic stage of infection. We identified six GH3.1 genes
that were up-regulated in the host plants during the first 48 h of infection. Proteins

of the GH3 family catalyze the synthesis or hydrolysis of IAA—amino acid
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conjugates. Specifically, GH3.17 is an amino synthetase that promotes the
conjugation of auxin with the amino acids Glu or Asp, leading to the degradation of
the auxin (Staswick et al., 2005). Thus, the plant may use these enzymes to
reduce the concentration of free auxin in the cell. Additionally, the expression of an
auxin efflux carrier protein is increased during early infection, and this could
represent a plant defense mechanism aimed at controlling the amount of hormone.
Some pathogens that secrete IAA may efficiently induce GH3 expression upon
pathogen infection (Fu et al., 2011). For instance, infection of Botrytis cinerea and
Pseudomonas syringae leads to transcriptional activation of auxin-conjugating
GH3.2 and consequently to the accumulation of IAA-Asp in Arabidopsis (Gonzalez-
Lamothe et al., 2012), showing that this auxin conjugation promotes plant disease
development. Based on these data, we infer that the fungus causes auxin-
responsive gene expression fluctuation during the early stages of WBD, and that
such modulation of gene expression could be due to a fungal auxin-like molecule
that interferes with the expression of plant auxin-responsive genes.

Does M. Perniciosa impair auxin signaling in plants? We approached this
question by testing which fungal compounds are secreted and by examining
whether they could induce an auxin-dependent response in the lateral roots of
Arabidopsis seedlings by stocking an auxin. Consistent with the model for lateral
root initiation in Arabidopsis (Casimiro et al., 2001), primary root elongation was
reduced and lateral root formation was promoted in Arabidopsis roots
supplemented with induced fungal extract, probably due to the inhibition of auxin
transport. Thus, M. perniciosa enhances the auxin response and changes its

distribution in the root apex of Arabidopsis. Molecular and functional analyses
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revealed that auxin transport and signaling are key mechanisms in the regulation of
LR development in response to fungal signaling molecules (Felten et al., 2009), but
that auxin antagonists, such as PCIB, can also target the auxin signaling pathway,
impairing the cellular auxin response and thereby inhibiting primary root growth,
lateral root initiation, and gravity orientation (Oono et al., 2003). A comparison of
treatment with exogenously applied PCIB with that of fungal extract revealed that
both treatments impaired the auxin response, but not equally, indicating that other
signaling pathways combined with auxin signaling contribute to the changes in root
development observed with the fungal extract treatment.

DR&::GUS has been used as a marker of free-auxin concentrations in the
shoots and roots of transgenic Arabidopsis plants (Ulmasov et al., 1997), providing
a convenient means of monitoring changes in auxin responses during plant
defense (Kazan and Manners, 2009). We observed a clear activation of the GUS
reporter gene in root tips when the fungus supernatant was included in the growth
medium of DR5::GUS Arabidopsis. Two hypothetical scenarios could explain this
auxin accumulation. First, an auxin-like molecule secreted by the fungus may be
taken up into the root and accumulate in the tip. Second, endogenous auxin
biosynthesis may be activated in the root apex by another fungal molecule, such as
ET (Stepanova et al., 2008). Although we cannot exclude the second possibility,
we have verified that M. perniciosa is able to produce auxin under in vitro
conditions, and this would explain the increased auxin response in Arabidopsis
roots after treatment with fungal cultures.

SA treatment is known to repress auxin biosynthesis and the expression of

the reporter gene in DR5::GUS plants (Wang et al., 2007). Interestingly, the fungal
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treatments did not appear to repress the GUS signal, and no SA-like molecules
were produced by the fungus in the supernatant extract. Therefore, we believe that
no hormone antagonist to auxin is present, at least not in the Trp-induced liquid
cultures. All of the above findings support our first hypothesis that polar auxin
transport and signaling are impaired by an auxin-like substance, which causes a
hormonal imbalance in the plant and subsequently increases susceptibility during
the early phase of the fungal-plant interaction.

How could an auxin-like molecule be produced by the fungus? We
examined the biosynthetic pathway of IAA in liquid cultures of M. perniciosa by
analyzing intermediate products and by performing various feeding experiments.
Based on the finding that Trp is involved in the biosynthesis of IAA in many
species, including fungi (Normanly, 2010), we tested whether Trp is an inducer and
precursor of this pathway in M. perniciosa. According to our data, M. perniciosa is
capable of utilizing IPA and IAN pathways to synthesize IAA, but the dominant
pathway is IPA, the typical pathway detected in higher plants (L-Trp — indole-3-
pyruvic acid — indole acetaldehyde — |IAA). Tanaka et al. (2003) reported similar
results for witches’ broom of bamboo, which is caused by Aciculosporium take.
Trp-dependent IAA biosynthetic pathways have also been described in bacteria
such as Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi, and Rhizobium;
however, these organisms synthesize |AA via the indole-3-acetamide (IAM) and/or
indole-3-acetonitrile (IAN) (Yamada et al., 1985; Kobayashi et al., 1995) pathways.
Redundant pathways in phytopathogenic organisms could separately contribute to

different aspects of the fungal lifecycle (e.g., pathogenicity or epiphytic fitness). IPA
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and |IAM pathways are adapted for expression in plant surfaces and the apoplast,
respectively (Manulis et al., 1998). Thus, M. perniciosa may be capable of using
different pathways for IAA synthesis depending on the microenvironment.

We also detected other indole derivatives, such as tryptophol, anthranilate,
and isatin, which have antifungal activities, in Trp-induced liquid cultures. These
compounds accumulated in M. perniciosa beyond 14 days after inoculation and
may play a role in disease resistance (Yue et al., 2000; Nidiry and Babu, 2005).
The virulence of many plant and animal fungal pathogens involves the ability to
undergo morphological transitions between a single cell and filamentous forms
(Hogan, 2006). Tryptophol and low nitrogen conditions are used by
Saccharomyces cerevisiae and Candida albicans as extracellular signals to govern
filamentation and then Quorum-sensing, which facilitate the response to both cell
density and the nutritional status of the environment (Chen and Fink, 2006). Thus,
M. perniciosa could use this extracellular molecule to transmit information about
population density and environmental conditions. Interestingly, another important
metabolite that accumulated in M. perniciosa supernatant cultures was indole-3-
carboxylic acid (ICA). ICA can be conjugated with Cys by a GH3.5 enzyme to form
indole-3-acyl-cysteinate (ICA(Cys)), which is a precursor of camalexin (Wang et al.,
2012). Rogers et al. (1996) reported that camalexin exhibits cytotoxicity against
Gram-negative bacterial pathogens, but is also toxic to Arabidopsis cells growing in
tissue culture. However, some fungi show resistance to camalexin due to both
active degradation (Glawischnig, 2007) and efficient exportation. Botrytis cinerea
has a mechanism of resistance against camalexin that involves ABC transporters

that function in the efflux of fungitoxic compounds (Stefanato et al. (2009). Thus,
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M. perniciosa could promote plant cell death by camalexin over-production and
resist high concentrations of this compound by means of an efflux multi-drug
transporter.

We detected some of the main genes encoding putative enzymes involved
in the auxin biosynthetic pathways in the M. perniciosa RNA-seq libraries. IPA
enzymes were upregulated during the necrotrophic phase, whereas IAN enzymes
appeared to be more active during the initial stages of growth. An advantage of
pathogens being able to produce IAA by different pathways is that they can
selectively use pathways that are not, or are only weakly, regulated by the plant.
Such pathogens can accumulate a large amount of IAA, and thereby facilitate
invasion and pathogenicity by suppressing the plant defense response (Manulis et
al., 1998). This notion is consistent with the hypothesis that M. perniciosa uses
different IAA biosynthetic pathways depending on the microenvironment and

developmental stage.

In conclusion, the main achievement of our study was to identify an active
fungal auxin induced by Trp and produced via different biosynthetic pathways
depending on environmental conditions. We propose that M. perniciosa produces
IAA, which impairs auxin signaling in the host plant and promotes IAA
accumulation at the infection site. Fungal auxin alters GH3 expression in plants
and this could alter the susceptibility of cacao to M. perniciosa, down-regulate the

SA response, and promote camalexin production from ICA.
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MATERIALS AND METHODS

Plant infection

Infection was performed in a greenhouse at a temperature of 26+4°C, a
photoperiod of 12 h, and a humidity of >80% using Theobroma cacao L. variety
‘comum’ (Catongo type). Active apical meristems were inoculated with 20 pl of a
basidiospore suspension (105 spores mI'1) or suspension buffers as a control,
followed by incubation in a humid chamber for 24 h (Frias et al., 1991). A time-
course of total RNA was isolated for the early plant—fungus interaction (6, 12, 24,
and 48 h after inoculation) using an RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA), according to the manufacturer’s instructions. RNA was treated with DNAse |
AmpGrade (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and its concentration was determined
using an ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, DE, USA). The total
RNA at all time points was extracted in triplicate and then sequenced at the High-
Throughput Sequencing Facility at the University of North Carolina at Chapel Hill,

USA.

RNA sequencing and analysis

Libraries were constructed from mRNA isolated from the meristems of infected
cacao plants and their respective controls using TruSeq RNA Sample Preparation
Kits v.2 (lllumina, San Diego, CA, USA) and sequenced using lllumina RNAseq
technology (Hiseq2000, SEx50 at UNC-HTSF — USA). The sequenced data from

infected plants at 12, 24, and 48 hours after infection were pooled, and each point
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was treated as a replicate. Infection of the samples was validated; first, before
sequencing, by gPCR amplification of both fungal housekeeping genes B-Actin
(ACTF; 5-CCCTTCTATCGTCGGTCGT-3, ACTR; 5-
AGGATACCACGCTTGGATTG-3) and a-Tubulin (TUAF; 5-
TGTCAACCTGGTTCCTTTCC-3', TUAR; 5-GACAGCACGGTACTGTTGG-3’) and,
second, after sequencing, by quantifying the expression of fungal reads in each
library dataset. Then, reads were aligned against the cacao and M. perniciosa
transcriptome using gene models from the Cacao Genome Project (Argout et al.,
2011) and the last version of the Witch’s Broom Project (Mondego et al., 2008).
Read Counts and RPKMs (reads per kilo base per million) were calculated for each
gene relative to the corresponding control values using homemade Perl scripts
(Mortazavi et al., 2008). In addition, the edgeR package (Robinson et al., 2010)
was used to calculate the Biological Coefficient of Variation (McCarthy et al., 2012)

of the libraries and the fold-changes of differentially expressed genes.

GO term enrichment analysis

The frequency of the GO term was calculated from the differentially expressed
(DE) genes and determined statistically with a False Discovery Rate correlation
(FDR) = 5% when infected and controls libraries were compared. The annotations
of the DE genes were compared with the whole cacao gene annotation as
reference set using the InterPro database as Curator and a level of significance
selected as 0.05. Genes that were up- and down-regulated were analyzed

separately and a hypergeometric test was run using the Benjamini and Hochberg's
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correlation (Benjamini and Hochberg, 1995) as a statistical method contained in
the BINGO 2.44 plug-in (Maere et al., 2005) from Cytoscape 2.8 software (Smoot
et al.,, 2011). Hormone categories were differentially enriched in this global
analysis, and then auxin-related gene annotations were found to represent these

categories (Table in e-Xtras material).

Expression analyses of fungal genes

Fungal RNA sequencing datasets of M. perniciosa lifestyles were obtained from
previous research conducted by a co-author of this paper (Teixeira et al.,
unpublished data). The following read counts from fungal libraries were analyzed:
BDA4, basidiome formed; PRD1, primordium of basidiome; GE1, germinating
spores; NGS1, non-germinating spores; BIO7, the mycelial biotrophic stage 7 days
after inoculation; PTA1, the mycelial biotrophic stage 14 days after inoculation;
SAP7, the mycelial necrotrophic stage 7 days after inoculation; NEC14, the
mycelial necrotrophic stage 14 days after inoculation; SB1, the mycelial biotrophic
stage 28 days after inoculation; and NS28, the mycelial necrotrophic stage 28 days
after inoculation. Then, we contrasted Basidio = BDA4 vs PRD1; Germina = GE1
vs NGS1; Bio7 = PTA1 vs BIO7; Bio14 = PTA1 vs SB1; Nec7 = NEC14 vs SAP7;
and Nec14 = NS28 vs NEC14.

Fold-changes were calculated using the RPKM for each MP gene identified using
Blastn algorithms. Then, arrays were clustered using the Spearman correlation and
centroid linkage algorithms contained in the free package CLUSTER 3 (De Hoon et
al., 2004). JavaTreeView (Saldanha, 2004) was used to view the clustering results

generated.
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Arabidopsis and Fungal Material and Growth Condition Experiments

Wild-type and transgenic Arabidopsis plants containing the auxin-responsive
promoter DR5::GUS construct were obtained from an ABRC stock (CS16715,
TAIR; www.arabidopsis.org). A. thaliana seeds were surface-sterilized first with
75% ethanol, 6% sodium hypochlorite (100% commercial laundry bleach) and then
washed four times with sterile distilled water. The seeds were spread in a row on
vitamin-free MS medium (Murashige and Skoog, 1962) with 0.8% plant agar and
1% (w/v) sucrose. The plates were maintained at 4°C for two days to enhance
germination. Then, the plants were grown vertically at 22°C under continuous white
light (20-40 pymol m-? s™') for 7-9 days.

Four spherical pieces (5-mm diameter) from necrotrophic M. perniciosa
fungal isolate CP02 (Mondego et al., 2008) were cultured in 125-ml Erlenmeyer
flasks containing 50 ml of biotrophic-like growth medium (Meinhardt et al. 2006)
without the addition of IAA, but supplemented (or not) with 0.08% L-Trp (Sigma,
cat: 51145) or 3 mM indole acetonitrile (Sigma, Cat. 129453) at 28°C, 200 rpm in
the dark. Extracts were prepared by collecting liquid media using filter paper. In
time-course experiments, cultures were harvested at 3, 7, 14, and 30 days after

inoculation and stored at -20°C until the extraction procedure.

Extraction and purification of compounds
All samples were acidified to pH 2.5 with HCI. One hundred milliliters of ethyl
acetate was added to the samples and each mixture was vortexed for at least 5

min and then pipetted into a separatory funnel. Then, 80 ml of the ethyl acetate
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layer was transferred to a new tube. This procedure was repeated three times for
each sample and approximately 250 ml of extract was collected per sample. The
ethyl acetate phase was reduced under vacuum using a rotary evaporator with a
water bath temperature of 50°C and 73 mm Hg. Extracts were dissolved in 2 mL of
ethyl acetate and each final volume was evenly divided into five tubes. One tube
was used for GC-MS experiments and one was stored at 4°C. The remaining three
extracts were totally dried using a SpeedVac, and one of these was stored at 4°C
and the others were suspended in 1 ml of 10% ethanol and 1 ml of water for plant

experiments and LC-MS/MS, respectively.

Observation of root development

Vitamin-free MS media were supplemented with 1% EtOH as a control, 1% (v/v) of
a medium extracted without fungal inoculation as a mock, 20 uyM |IAA (Sigma-
Aldrich, cat: 13750), 20 uM PCIB (Sigma-Aldrich, cat: 197777), or 1% (v/v) of a Trp-
or IAN-induced fungal extract. For the GUS assay and root length observations,
seven to ten DR5::GUS or wild-type Arabidopsis plants were seeded per Petri dish
and root morphology was observed 7 and 9 days after germination, respectively.
Photomicrographs were acquired using an Olympus BX51 microscope (Olympus,
Germany). The root length of seedlings subjected to the following treatments was
also measured: 20 uM IAA (IAA), 1% necrotrophic supernatant extract (EN), 1%
necrotrophic supernatant (SN), 2% sonicated spore solution (SSS), 20 uM PCIB
(PCIB), 1% biotrophic supernatant (SB), 1% necrotrophic medium (MN), 1%
extracted necrotrophic medium (EMN), 1% mycelium necrotrophic extract (EMiN),

water (Mock), 1% spore extract (SE) and 1% sonicated spore extract (SSE; 1 ml of

Alvarez, JC MPMI 23
152



O©CoONOOAWN =

549

550

551

552

553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572

Molecular Plant-Microbe Interactions

solution with M. perniciosa spores was sonicated using an ultrasonic cell disrupter
[UNIQUE, SP, Brazil] by two 25-s pulses of 20 kHz and then extracted). The

experiments were prepared in triplicate and repeated twice with similar results.

GUS activity assays

For histochemical analysis of GUS activity, DR5::GUS plants treated with the
different extracts were submerged in GUS staining buffer (X-Gluc) containing 1 mM
5-bromo-4- chloro-3-indolyl B-glucoronidase, 10 nM sodium phosphate (pH7.5), 0.5
mM potassium ferrocyanide, 10 mM EDTA, and 0.1% Triton X-100. Seedlings were
vacuum-infiltrated with the staining solution for 3 min, incubated at 37°C in the dark

for 12 h, and then cleared with 70% ethanol.

Metabolomics Analysis

IAA detection by NMR

Nuclear magnetic resonance (NMR) was performed on three lyophilized samples
(13B, 10B, and the IAA standard) at the Brazilian Biosciences National Laboratory
(LNBio), Campinas, SP — Brazil. The hydrogen spectra were acquired using an
Agilent Inova NMR Spectrometer operating at 600 MHz. Two-hundred-and-fifty-six
scans were accumulated with 32k points at 25°C using a water suppression pulse

sequence and then analyzed using Chenomx NMR Suite V.7.5.

GC-MS analyses
Samples immersed in a volume excess of ethyl acetate were reduced under a

stream of dry, oxygen-free nitrogen gas. Fifty microliters of N,O-bis(trimethylsilyl)-
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acetamide (Sigma-Aldrich, cat: 15238) or methane gas was used as derivatizing
reagent prior to GC-MS analysis. Analyses were performed using a GCT-Premier
Waters gas chromatographer, equipped with an Agilent column HP-5 MS using
helium as carrier gas with a flow rate of 1 mL min™". The oven temperature was set
at 60°C, increased to 200°C at 15°C min™", and then increased to 280°C at 10°C
min” and held for 2 min. Spectral data were obtained with an ionization energy of
70 eV and mass scan range from 50 to 700 amu (atomic mass units). The MS
source temperature was set to 250°C. The injection volume was 1 pL and the
experiment was run three times. The scan range was 29-540 [M/Z]". Compounds
were identified by comparison with commercially available standards or the
equipment’s library (NIST 98) with an identity of at least 70% for spectrum-
structure consistency and also by comparison with the retention index (minutes) of

methylated IAA and IAN.

IAA detection by LC-MS/MS analysis

IAA (Sigma-Aldrich, cat: 13750) and indole acetonitrile (Sigma-Aldrich, Cat.
129453) were analyzed as standards. Furthermore, media supplemented with a
known concentration of IAA or IAN was included as positive controls. Liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) was performed using a Waters
Acquity UPLC/TQD with a photodiode array (UV) and triple quadrupole mass
spectrometer (MS/MS) equipped with an electrospray ionization (ESI) source. The
column used was an Acquity UPLC BEH C18 1.7 ym 2.1x 50 mm. Mobile phase A
was water and mobile phase B was acetonitrile; both contained 0.15% formic acid.

The gradient elution was performed at a flow rate of 0.5 ml min™ as follows: 0-3.5
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min, 1-30% B and 3.6-4 min, 1% B. The mass spectra were obtained in the range
100-400 [M/Z]" in the negative mode. Data mass spectrometry (MS/MS)
experiments were controlled by the software Masslynx V4.1. The experiment was

repeated three times with similar results.

Supplementary Data

The following materials are available in the online version (e-Xtras) of this article.

Fig. S1. Cacao plant infection with spores from M. perniciosa under controlled

greenhouse conditions.

Fig. S2. Average root lengths of 7-day-old Arabidopsis seedlings subjected to M.
perniciosa and control treatments. Fisher least significant difference (LSD) tests

were used to compare the treatments and 95% confidence intervals are shown.

Fig. S3. LC-MS/MS analysis of IAA and IAN derived from supernatant extracts of
M. perniciosa cultured in IAN-supplemented liquid 15-days after inoculation. Purple
line: chromatogram of the IAN standard with a retention time of 2.75 min. Green
line: chromatogram of the supernatant extract of necrotrophic fungus (sample 13A)
in IAN-supplemented culture. The peak at 2.15 min has the same retention time as
the IAA standard (in line red) and the mass spectrum was similar to that of indole-

3-acetic acid.
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Fig. S4. LC-MS/MS detection and quantification of IAA produced by M. perniciosa
in L-Trp-supplemented liquid cultures. Supernatant cultures from necrotrophic
cultures supplemented with 0.8% of L-Trp were extracted and subjected to a time-
course analysis. Three pieces (5-mm diameter) of necrotrophic mycelia were
collected at 3, 7, 14, and 30 days after inoculation. To quantify IAA production, an
IAA standard of known concentration was included (in red). All procedures were

carried out using the same proportions in dilutions and injections.

Fig. S5. GC-MS detection of IAA and indole derivatives produced by M. perniciosa
in supplemented liquid cultures. Supernatant cultures from necrotrophic cultures
supplemented with 3 mM IAN (sample 13A, in red) or 0.8% of L-Trp (sample 15A,
in brown) were extracted, derivatized, and analyzed by GC-MS. The green and red
chromatograms are the peaks identified based on the daughter ions at [M/Z]" 130
for the indole ion mass in 15A and 13A samples, respectively. IAA (purple) and IAN

(green) standards were included.

Fig. S6. GC-MS detection and quantification of IAA and indole derivatives
produced by M. perniciosa in Trp-supplemented liquid cultures. Supernatants of
necrotrophic cultures supplemented with 0.8% L-Trp were extracted, derivatized,
and analyzed by GC-MS/MS. Mock was a medium supplemented with Trp, but not
inoculated with fungus. A time-course was collected at 3, 7, 14, and 30 days after
seeding with three pieces of necrotrophic mycelium each. An IAA standard was

added to medium supplemented with fungus and then extracted 30 days after
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seeding and used as an internal control. All procedures were carried out using the

same relative proportions.

Fig. S7. Production of indole-3-acetic acid (IAA) and accumulation of indole-3-
carboxylic acid and other derivatives in M. perniciosa cultures. GC-MS
chromatograms obtained from the extracts of IAN-supplemented liquid cultures 3,
7, 14, and 30 days after seeding. IAN (11.36 min) was rapidly converted into IAA
(11.43 min) and indole 3-carboxylic acid (11.70 min) accumulated for up to 30 days

after inoculation.

Supplementary Table S1. Nitrilase gene families in M. perniciosa and M. roreri.

The identities were determined by Blastp and Gene Ontology analyses.
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7 868 Table 1. Genes related to auxin response differentially expressed in meristems of cacao plants during early infection with
8

5190 869 M. perniciosa.
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12 GENE Putative function Log fold- FDR P-Value
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CGD0016638

CGD0003025

CGD0020104

PILS

CGDO0000019

AUX/IAA

CGD0003885

Auxin-induced protein 10A5

Indole-3-acetic acid-induced protein ARG2

Indole-3-acetic acid-induced protein ARG2

Auxin efflux carrier family protein

IAA3 | SHY2 (SHORT HYPOCOTYL 2)

1,233

1,787

1,654

2,660

-1,192

0,034

0,023

0,030

0,000

0,094

1,3E-03

8,0E-04

1,1E-03

6,7E-10

0,005

@ Data were based on RNA sequencing analyses using the edgeR package from Bioconductor.
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872 Table 2. LC-MS/MS quantification of IAA and precursors of necrotrophic supplemented liquid cultures of M. Perniciosa.

Time
(days)

Trp (4 mM) @

IAN (3 mM)

Trp (mean + SD) yM °

IAA (mean = SD) uM ©

IAN (mean £ SD) uM

IAA (mean + SD) uM

O©CoONOOAWN =

3

11 7
12 14
13 30

688.8 £ 74.0
921+1.6
71.8+11.2
9.1+11

99.0 + 231

168.2 £ 76.2

486.0 + 86.6
3.7+x04

403.1 £ 39.8
3.3+£0.2
1.3+0.1
0.6+0.0

3015.8 £ 111.2
231.3+46.9
0.4+0.0
0.8+0.0

16 873 2 Liquid cultures supplemented with either 4 mM Trp or 3 mM Indole-3-acetonitrile (IAM).

18 874
19 g75

oo 876

N
(&)
991

24 877

26 g7g

Alvarez, JC

MPMI

“Values are means of two replicates + standard deviation (SD).

® Amounts (MM) were calculated by comparing data with the integrated area curve of known IAA, IAN, and Trp
concentrations.
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Table 3. Putative enzymes involved in IAA biosynthesis pathways in M. perniciosa.

Number MP Gene  Gene Enzyme name EC % Blastp Organism - Reference Kegg

number  Identity
Symbol Code

1 MP05180 trpC Indole-3-glycerol 4.1.1.48 68 Coprinopsis scobicola gb|CAC41002.1| K13501
phosphate synthase

3 MP01945 ipdC Indole-3-pyruvate 4.1.1.43 70 Punctularia strigosozonata. EIN12769.1 K04103
decarboxylase

5 MP09667 myr Myrosinase 3.2.1.147 45 Verticillium dahlia gi|346972977| K01237
MP 15654

8 MP12757 gmdA  Amidase 3.5.14 54 Laccaria bicolor gb|EDR04307.1| K01426

2 |dentity was assumed blasting (>40%) known protein sequences from IAA producer microorganism against M. perniciosa

gene models.
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Table S1.

(6) Nitrilase |[MP code Locus Size (bp) [MR code Locus Size (bp)
nit1 MP00491 sctg 0002 0001 951 MRO00552 sctg 0002 0009 951

nit4 MP00452 sctg 0002 _0001 1077 MRO00505 sctg 0002_0009 1046

nit3 MP04511 sctg 0047 0001 993 MR06250 sctg 0057 0001 937

nit5 MP04368 sctg 0045 0001 993 MRO06259  Sctg 0057_0003 930

nit2 MP04374 sctg 0045 0001 993 No HIT No HIT cc825
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FIGUERE LEGENDS

Fig. 1. Altered root development and inhibition of polar auxin transport in
Arabidopsis by indole-3-acetonitrile (IAN)-supplemented M. perniciosa supernatant
culture. Top, 9-day-old roots of wild-type Arabidopsis thaliana. Bottom,
histochemical root localization of GUS activity in 7-day-old transgenic Arabidopsis
seedlings expressing DR5::GUS. Arabidopsis was grown in vitamin-free MS media
supplemented with 1% EtOH as a control, 1% (v/v) of a medium extracted without
fungal inoculation as a mock, 20 yM of indole-3-acetic acid (IAA), 20 uM of p-
chlorophenoxyisobutyric acid (PCIB), and 1% (v/v) of supernatant extract of

necrotrophic culture induced with 3 mM IAN.

Fig. 2. Nuclear magnetic resonance (NMR) detection of |IAA produced by M.
perniciosa in |IAN-supplemented liquid cultures. Supernatant from necrotrophic
culture supplemented with 3 mM of IAN 15 days after inoculation (sample 13B, in
red) was extracted and its spectrum compared with that of the mock (sample 10B,

in blue) and the IAA standard from the Chenomx library (in purple).

Fig. 3. Trp-dependent IAA biosynthetic pathways of M. perniciosa. The proposed
scheme for L-Trp catabolism is based on a time-course of intermediates detected
by GC-MS and the evidence for some of the enzymes was obtained from the
literature (Spaepen et al., 2007; Spaepen and Vanderleyden, 2010). Circles with

numbers indicate the enzymes referred to in Table 3. Three IAA biosynthetic

Alvarez, JC MPMI 40
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pathways are proposed to exist in M. perniciosa: IAN (indole-3-acetonitrile, in
yellow), IAM (indole-3-aetamide, in orange), and IPA (indole-3-pyruvic acid, in
blue). Enzymes from indole alkaloid pathways are in brown. TRP, L-Trp; IpyA,
indole-3-pyruvic acid; IND, indole; IAA, indole-3-acetic acid; |AM, indole-3-
aetamide; IAN, indole-3-acetonitrile; ICA, indole-3-carboxylic acid; IAAld, indole-3-

acetaldehyde; and IALD, indole-3-aldehyde.

Fig. 4. Transcriptional profile of putative IAA biosynthesis enzymes throughout the
lifecycle of M. perniciosa based on RNA-seq data. Fold-change was calculated by
comparing the RPKMs (reads per kilo base per million) of each gene against each
control condition. The arrays were clustered using CLUSTER 3 software. Basidio,
basidiome; Germina, germinating spores; Bio7, mycelial biotrophic stage at 7 days
after inoculation; Bio14, mycelial biotrophic stage at 14 days after inoculation;
Nec7, mycelial necrotrophic stage at 7 days after inoculation; Nec14, mycelial
necrotrophic stage at 14 days after inoculation; and Bio-Nec, biotrophic to
necrotrophic stage transition. Colors indicate enzymes belonging to IAA pathways.

Numbers after gene names refer to the annotations in Table 3.
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::GUS

Figure 1. Altered root development and inhibition of polar auxin transport in Arabidopsis by indole-3-
acetonitrile (IAN)-supplemented M. perniciosa supernatant culture. Top, 9-day-old roots of wild-type

34 Arabidopsis thaliana. Bottom, histochemical root localization of GUS activity in 7-day-old transgenic

35 Arabidopsis seedlings expressing DR5::GUS. Arabidopsis was grown in vitamin-free MS media supplemented
36 with 1% EtOH as a control, 1% (v/v) of a medium extracted without fungal inoculation as a mock, 20 uM of
37 indole-3-acetic acid (IAA), 20 uM of p-chlorophenoxyisobutyric acid (PCIB), and 1% (v/v) of supernatant
38 extract of necrotrophic culture induced with 3 mM IAN.
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Figure 2. Nuclear magnetic resonance (NMR) detection of IAA produced by M. perniciosa in IAN-
supplemented liquid cultures. Supernatant from necrotrophic culture supplemented with 3 mM of IAN 15
days after inoculation (sample 13B, in red) was extracted and its spectrum compared with that of the mock
(sample 10B, in blue) and the IAA standard from the Chenomx library (in purple).
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32 Figure 3. Trp-dependent IAA biosynthetic pathways of M. perniciosa. The proposed scheme for L-Trp

33 catabolism is based on a time-course of intermediates detected by GC-MS and the evidence for some of the

34 enzymes was obtained from the literature (Spaepen et al., 2007; Spaepen and Vanderleyden,

35 2010). Circles with numbers indicate the enzymes referred to in Table 3. Three IAA biosynthetic pathways

36 are proposed to exist in M. perniciosa: IAN (indole-3-acetonitrile, in yellow), IAM (indole-3-aetamide, in

37 orange), and IPA (indole-3-pyruvic acid, in blue). Enzymes from indole alkaloid pathways are in brown. TRP,

L-Trp; IpyA, indole-3-pyruvic acid; IND, indole; IAA, indole-3-acetic acid; IAM, indole-3-aetamide; IAN,

indole-3-acetonitrile; ICA, indole-3-carboxylic acid; IAAIld, indole-3-acetaldehyde; and IALD, indole-3-
aldehyde.
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Figure 4. Transcriptional profile of putative IAA biosynthesis enzymes throughout the lifecycle of M.
perniciosa based on RNA-seq data. Fold-change was calculated by comparing the RPKMs (reads per kilo base
per million) of each gene against each control condition. The arrays were clustered using CLUSTER 3
software. Basidio, basidiome; Germina, germinating spores; Bio7, mycelial biotrophic stage at 7 days after
inoculation; Bio14, mycelial biotrophic stage at 14 days after inoculation; Nec7, mycelial necrotrophic stage
at 7 days after inoculation; Nec14, mycelial necrotrophic stage at 14 days after inoculation; and Bio-Nec,
biotrophic to necrotrophic stage transition. Colors indicate enzymes belonging to IAA pathways. Numbers
after gene names refer to the annotations in Table 3.
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32 Figure S1. Cacao plant infection with spores from M. perniciosa under controlled greenhouse conditions.
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Figure S2. Average root lengths of 7-day-old Arabidopsis seedlings subjected to M. perniciosa and control
treatments. Fisher least significant difference (LSD) tests were used to compare the treatments and 95%
confidence intervals are shown.
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Figure S3. LC-MS/MS analysis of IAA and IAN derived from supernatant extracts of M. perniciosa cultured in
IAN-supplemented liquid 15-days after inoculation. Purple line: chromatogram of the IAN standard with a
retention time of 2.75 min. Green line: chromatogram of the supernatant extract of necrotrophic fungus
(sample 13A) in IAN-supplemented culture. The peak at 2.15 min has the same retention time as the IAA
standard (in line red) and the mass spectrum was similar to that of indole-3-acetic acid.
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Figure S4. LC-MS/MS detection and quantification of IAA produced by M. perniciosa in L-Trp-supplemented
liquid cultures. Supernatant cultures from necrotrophic cultures supplemented with 0.8% of L-Trp were
extracted and subjected to a time-course analysis. Three pieces (5-mm diameter) of necrotrophic mycelia
were collected at 3, 7, 14, and 30 days after inoculation. To quantify IAA production, an IAA standard of
known concentration was included (in red). All procedures were carried out using the same proportions in

dilutions and injections.
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Figure S5. GC-MS detection of IAA and indole derivatives produced by M. perniciosa in supplemented liquid
cultures. Supernatant cultures from necrotrophic cultures supplemented with 3 mM IAN (sample 13A, in red)
or 0.8% of L-Trp (sample 15A, in brown) were extracted, derivatized, and analyzed by GC-MS. The green
and red chromatograms are the peaks identified based on the daughter ions at [M/Z]+ 130 for the indole
ion mass in 15A and 13A samples, respectively. IAA (purple) and IAN (green) standards were included.
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Figure S6. GC-MS detection and quantification of IAA and indole derivatives produced by M. perniciosa in
Trp-supplemented liquid cultures. Supernatants of necrotrophic cultures supplemented with 0.8% L-Trp
were extracted, derivatized, and analyzed by GC-MS/MS. Mock was a medium supplemented with Trp, but
not inoculated with fungus. A time-course was collected at 3, 7, 14, and 30 days after seeding with three
pieces of necrotrophic mycelium each. An IAA standard was added to medium supplemented with fungus
and then extracted 30 days after seeding and used as an internal control. All procedures were carried out
using the same relative proportions.
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31
32 Figure S7. Production of indole-3-acetic acid (IAA) and accumulation of indole-3-carboxylic acid and other
33 derivatives in M. perniciosa cultures. GC-MS chromatograms obtained from the extracts of IAN-
34 supplemented liquid cultures 3, 7, 14, and 30 days after seeding. IAN (11.36 min) was rapidly converted
35 into IAA (11.43 min) and indole 3-carboxylic acid (11.70 min) accumulated for up to 30 days after
36 inoculation.
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