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RESUMO

O guarana da Amazonia € muito apreciado por suas propriedades medicinais e energéticas, sendo
0 Amazonas a segunda contribuig&o nacional na producgéo. Esta producgéo, entretanto, acaba sendo
afetada por uma das principais doencas da cultura: o superbrotamento, que tem como agente causal
o fungo Fusarium decemcellulare. Os sintomas da doenca sdo: o superbrotamento de gemas, a
hiperplasia e hipertrofia floral e as galhas do caule. Em diversos estudos, associa-se sintomas
semelhantes aos do superbrotamento a uma producédo, ou ainda modulacdo, do hormonio auxina
por parte do patdgeno. Assim, o objetivo deste trabalho foi de identificar genes de vias de sintese
do horménio auxina em Fusarium decemcellulare e analisar diferencas entre perfis
transcriptdbmicos de isolados homotélicos e heterotalicos. Foram sequenciadas 12 bibliotecas,
referentes a seis réplicas biologicas (trés isolados homotalicos e trés isolados heterotalicos de F
decemcellulare) para cada condi¢cdo de crescimento: meios BD e MS. O controle de qualidade das
reads foi realizado pelos softwares Trimmomatic-0.33, FastQC e SortMeRNA. O mapeamento de
reads no genoma de referéncia foi realizado com o software TopHat2 e a montagem do
transcriptoma final em cada condicdo, bem como o célculo de expressdo diferencial, foram
realizados através do pacote Cufflinks (Cufflinks, Cuffmerge e Cuffdiff). A anotacao funcional dos
transcritos foi realizada através das ferramentas KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) e
Blast2GO. Para verificar a habilidade de F decemcellulare em sintetizar auxina, os isolados
FDC200 e CML 2241 foram crescidos em meio MS, o qual foi posteriormente analisado por meio
de cromatografia liquida de ultra performance. Foram identificados, a nivel gendmico e
transcriptomico, duas putativas vias de sintese do hormonio auxina: a via do indol-acetaldeido,
mais o desvio desta via, além da via da triptamina. A expressdao destes genes foi detectada tanto
em individuos heterotdlicos, quanto em homotalicos. Foi identificado ainda, também a nivel
gendmico e transcriptdmico, um gene de uma putativa aminociclopropano (ACC) deaminase,
responsavel por degradar o precursor do hormdnio etileno, 0 ACC. Além disso, o hormdnio auxina
foi detectado no meio de cultura MS, onde foram crescidos os isolados FDC200 ¢ CML2241,
confirmando biossintese por parte do fungo. Os dados aqui obtidos sugerem, portanto, que
Fusarium decemcellulare estaria se utilizando da sintese de auxina e bloqueio da producdo de

etileno da planta para burlar o sistema de defesa da hospedeira, sendo os sintomas do



superbrotamento em guaranazeiro uma consequéncia do desequilibrio hormonal causado pelo

fungo.

ABSTRACT

Guarana from Amazonia is much appreciated for its medicinal and energizing properties, and the
Amazonas state is the second national contribution in production. However, this production has
been affected by a major disease of culture: the overbudding, whose causal agent is the fungus
Fusarium decemcellulare. The symptoms of the disease are overbudding, hyperplasia and
hypertrophy floral and stem galls. In other studies, the development of symptoms similar to those
overbudding’s symptoms is associated to production, or modulation, of auxin hormone by the
pathogen. Thus, this study aimed identify genes from biosynthesis pathways of auxin hormone in
Fusarium decemcellulare and analyze differences between transcriptomic profiles of homothallic
and heterothallic individuals. Twelve libraries were sequenced referring to six biological replicates
(three homothallic individuals and three heterothallic individuals) for each growth condition: BD
and MS media. Quality control of reads was carried out by Trimmomatic-0.33, FastQC and
SortMeRNA softwares. Mapping reads to reference genome was done with TopHat2 software and
the transcriptome assembly in each condition, as well as differential expression, were performed
using the Cufflinks package (Cufflinks, Cuffmerge and Cuffdiff). Functional annotation of
transcripts was performed by KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) and Blast2GO. To
verify the ability to synthesize auxin, FDC200 and CML2241 were grown in MS medium, which
was then analyzed by ultra performance liquid chromatography. Genes from two putative auxin
biosynthesis pathway were identified at genomic and transcriptomic levels: the indole-
acetaldehyde pathway, its deviation and the tryptamine pathway. The expression of these genes
was detected in both individuals, heterothallic and homothallic. A gene from a putative
aminocyclopropane (ACC) deaminase also has been identified at genomic and transcriptomic
levels, which is responsible for degrading the precursor of hormone ethylene, ACC. Furthermore,
the auxin hormone was detected in the MS medium, where FDC200 and CML2241 were grown,
confirming biosynthesis of IAA (indole-3-acetic acid) by the fungus. Therefore, the data obtained
suggest the use of auxin biosynthesis and blocking of plant ethylene production by Fusarium
decemcellulare to evade the host defense system, and the symptoms of overbudding in guarana

plant would be a consequence of hormonal imbalance caused by the fungus.
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1. INTRODUCAO

O guarana comercial da Amazonia € produzido a partir das sementes de Paullinia cupana
var. sorbilis, o guaranazeiro, ¢ ¢ muito apreciado por suas propriedades medicinais, afrodisiacas,
energéticas e cosméticas (Henman, 1982; Duke, 2002, Majhenic, 2007; Caniceiro, 2012). O Brasil
¢ o tnico produtor mundial em escala comercial, sendo o Amazonas o segundo estado com maior
producdo, estando atras somente da Bahia (CONAB, 2014). No Amazonas, esta produ¢do acaba
sendo prejudicada pela proliferacdo de doengas, estando a antracnose e o superbrotamento entre
as duas doencgas que mais acometem a cultura.

O superbrotamento é causado pelo fungo Fusarium decemcellulare e caracteriza-se por
apresentar os sintomas de galhas no caule, hiperplasia e hipertrofia floral e superbrotamento de
gemas (Batista e Bolkan, 1982). As galhas consistem em uma proliferagdo de uma massa compacta
e desorganizada, semelhantes a tumores, podendo ocorrer por toda a planta; a hiperplasia e
hipertrofia floral fazem com que as flores tomem aspecto compacto e endurecido, o que impede a
polinizagdo, com posterior e precoce secamento dos tecidos; € o superbrotamento de gemas
vegetativas e/ou florais consiste em brotacdes sucessivas ao longo dos ramos, a partir de pontos
muito proximos uns dos outros (Aratjo et al., 2006). Até 100% da producdo de uma planta
acometida com o superbrotamento pode ser comprometido, devido aos sitios de forte competicao
que representam as partes afetadas para as partes sadias da planta.

Os sintomas do superbrotamento em guaranazeiro assemelham-se com outros sintomas
causados também por F. decemcellulare em outras culturas. Em mangueira e cacaueiro também
causa galhas e superbrotamentos, além de sintomas como dilatagdes (cancrose) em fruteira-do-
conde (Junqueira et al., 2001; Ploetz et al., 1996; Vicente ef al., 2012; Guimaraes, 2013). Estes
sintomas observados em diferentes culturas estdo ancorados em um mesmo principio:
multiplicagdo exagerada e desordenada de células. A literatura apresenta, ainda, diversos outros
estudos com diferentes organismos, entre eles bactérias, fungos, insetos, nematoides, que
produzem auxina e sdo capazes de causar galhas em seus hospedeiros (Maor et al., 2004; Lee et
al., 2009; Straka et al., 2011; Gisbert et al., 2013). As analises destes trabalhos revelam um
desequilibrio do hormonio durante a interacdo planta-patégeno, uma vez que além de exercer
importante papel no crescimento e desenvolvimento da planta, o hormonio também esta

relacionado com a resposta de defesa da planta a infec¢des (Yang et al., 2007; Kazan e Manners,



2009). Buscando a homeostasia do hormonio, a planta conta com um mecanismo de regulacao
baseado em proteinas da familia GH3, capazes de conjugar a auxina em excesso principalmente
com aminoacidos, agucares e peptideos. As conjugacdes tém por finalidade estocar, inativar ou
conduzir a degradacao o hormonio em demasia em determinado tecido (Woodward e Bartel, 2005;
Ludwig-Miiller, 2011). Segundo Ludwig-Muller (2015), no seu recente levantamento, os niveis de
proteinas GH3, auxina e conjugados estao intimamente ligados a resisténcia ou suscetibilidade do
hospedeiro a infeccao.

Com o avango nas tecnologias de sequenciamento, métodos acurados de obtencdo de
sequéncias de transcritos (RNA-seq), bem como analises destas sequéncias, surgiram e contribuem
significativamente com o estudo de expressao de genes (O’Connell et al., 2012, Thakur et al.,
2013; Ke et al., 2014; Alkan et al., 2015). Deste modo, compreender o perfil transcriptomico de F.
decemcellulare, principalmente quanto a possiveis genes de vias de biossintese de auxina, podera
contribuir fortemente com o desenvolvimento de taticas de combate a doenca, angariando dados

importantes ao melhoramento genético.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Guarana: importancia social, cultural e econéomica

Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke ¢ uma trepadeira lenhosa da familia
Sapindaceae, popularmente conhecida como guaranazeiro, encontrada também na forma de semi-
arbusto, quando cultivado. E uma planta alégama, perene e, em condigdes favoraveis, pode viver
até 40 anos. O guarana ¢ produzido a partir das sementes de P. cupana var. sorbilis, possuindo
propriedades medicinais e estimulantes. Além disso, o guarand também ¢é muito apreciado na
gastronomia, valendo ressaltar sua utilizagdo ainda nas industrias farmacéuticas e de cosméticos
(Henman, 1982; Nascimento Filho ef al., 1993; Souza, 2011).

Historicamente, o guarana exerce importante papel social, cultural e religioso no
desenvolvimento da comunidade amazonica. Atualmente, além de comprovadas todas as suas
propriedades medicinais o guarana continua apreciado culturalmente e religiosamente. A historia
de cultivo do guarand, desde os primérdios com os indios Saterés, revela uma associacdo mistica

da sua manipulagdo com o ritualismo religioso que acompanha os costumes da tribo até os dias de



hoje. Tal sistematizagdo, que se estende do plantio ao preparo e consumo, tem fundamentacao
religiosa e somente cede espaco as demais vertentes de usos do guarana quando em posse do
comerciante. Vale ressaltar, portanto, a importancia do guarana para o povo amazonense como
patrimonio cultural, uma vez que consiste em um trago do hébito regional, ja enraizado pelo tempo
(Souza, 2011).

A partir deste uso empirico, pesquisas tendo o guarand como objeto de estudo evoluiram,
a fim de investigar suas propriedades tao estimadas pelos povos da regido e que tanto sdo atrativas
ao consumo. Segundo Tfouni et al. (2007), ao comparar niveis médios de cafeina no guarana em
p6 com o po de café, verificou-se que metade das amostras analisadas exibiram teor de cafeina,
aproximadamente, trés vezes maior. Diante disso, o guarana tem grande aplicagdo medicinal: tem
propriedades  analgésica, anti-inflamatoria, afrodisiaca, bronco-relaxante, diurética,
gastroestimulante, além de termogénica e tonica. E indicado a cardiopatias, diarreia, disenteria,
fadiga mental, melhorando a performance cognitiva, no controle de doencas inflamatdrias e
autoimunes, maldria, reumatismo, estresse, retencdo de agua. Apresenta também atividade
antimicrobiana e antioxidante, prevenindo, inclusive, a formagao de placas dentarias (Duke, 2002;
Basile et al., 2005; Yamaguti-Sasaki et al., 2007; Kennedy et al., 2008; Caniceiro, 2012). A partir
destas propriedades, uma gama de produtos a base de guarana ¢ extensamente comercializada. Na
gastronomia ¢ muito utilizado na elaboragdo de produtos de chocolate, mas ¢ na industria de
bebidas que se encontra a sua maior utilizagdo, sobretudo compondo bebidas gaseificadas. O
extrato das sementes de P. cupana var. sorbilis serve de base também para outros produtos como
bebidas energéticas, suplementos alimentares e at¢ mesmo produtos naturais para perda de peso
(Boozer, 2001; Harmerski et al., 2013). Na industria de cosméticos, o guarand consiste em uma
importante matéria-prima, uma vez que apresenta fortes atividades antimicrobianas e
antioxidantes, podendo ser usado, portanto, em formulagdes cosméticas e farmacéuticas (Majhenic
et al., 2007). O guarand, para formulagdo dos produtos mencionados ou para consumo direto,
também ¢é comercializado nas suas formas de guarand em bastdo (a forma mais antiga de
comercializacdo, desenvolvida pelos indios Maués), guarand em rama (sementes torradas
utilizadas na produgdo de xaropes e extratos de guarand) e guarand em po (sementes torradas e
moidas, utilizadas na preparagao de bebidas, sorvetes, cremes) (Tavares et al., 2005).

Diante do exposto, o guarana figura como um importante contribuinte para a economia

regional e nacional. Segundo dados da CONAB, o Levantamento de Avaliacdo de Safra realizado



pelo IBGE para os anos de 2014 ¢ 2015 (CONAB, 2015) ranqueia o Amazonas como o segundo
estado da federagdo em contribui¢cdo na producao nacional de guarand em graos, estando atras do
estado da Bahia. Em termos de produtividade e produg¢ao, os nimeros sdo ascendentes, mostrando
para o ano de 2015 uma participacao de 23,4% do Amazonas no total da produgdo do pais (Tabela

1) (CONAB, 2016).

Tabela 1. Contribuicio do Amazonas na produciio nacional de guarana em grios — Area,
Produtividade e Producao.

Area colhida  Produtividade Producio Participacao (%)
(hectares) (kg/hectare) (toneladas)
Safra Safra Safra Safra Safra Safra Producio Producio
2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
Brasil 11348 11767 313 311 3554 3659 100 100
Bahia 6719 6500 401 400 2691 2600 71,1 71,3
Amazonas 4087 4912 153 174 624 855 23,4 23,4

Dados da CONAB do intervalo que compreende os anos de 2009 a 2014 mostram que, até
2013, houve recuo na area colhida de 22,18% e na produgao em 20,16%, embora a produtividade
tenha registrado um aumento de 2,7%. A reducdo na producdo pode ser explicada, neste dado
intervalo de tempo, a erradicacdo de guaranazeiros antigos que nao contribuiam mais com a
producao, nao havendo replantio nas mesmas proporgoes (CONAB, 2014). H4 ainda que ressaltar
que a producdo de 2013 caiu de aproximadamente 3,9 mil toneladas (CONAB, 2012) para 3,6 mil
toneladas, registrando nova queda no ano de 2014 para 3,5 mil toneladas (CONAB, 2015). As
condigdes climaticas adversas estdo entre os principais fatores apontados como causa deste déficit
registrado na producdo (CONAB, 2013).

O mesmo fator de condi¢des climdticas da regido amazonica favorece também a
diversidade de micro-organismos. Logo, as causas ja mencionadas apontadas pela CONAB
acabam somando-se ainda a ocorréncia de doengas causadas por fitopatdgenos, que acometem o
guaranazeiro e também comprometem a producdo. As condi¢cdes de plantio a pleno sol, a

disposicdo das plantas de modo contiguo, méas condi¢cdes de drenagem, ferimentos causados
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durante rogamento e coroamento € ambiente excessivamente umido (em casos de viveiro) sao
pontos importantes, caracteristicos da rotina de cultivo e que favorecem a disseminacdo e
instalacdo de doencgas (Duarte et al., 1983; Castro, 1992).

Virias sdo as doencas que prejudicam a produtividade do guarana. Dentre elas, pode-se
destacar a podridao vermelha das raizes (Ganoderma philippii), a mancha angular (Xanthomonas
campestris patovar paullinae), a requeima-das-mudas (Phytophthora nicotianae var. nicotianae) €
as duas principais doencas da cultura, a antracnose (Colletotrichum guaranicola) e o
superbrotamento (Fusarium decemcellulare) (Duarte et al., 1983; Batista, 1983). Esta tltima, o
superbrotamento, ¢ de crescente incidéncia e forte contribui¢do para a baixa de produtividade do
guarand no estado do Amazonas. A doenga desencadeia uma multiplicacdo desordenada de células
nas gemas vegetativas e florais da planta, além de provocar galhas no caule, o que resulta em sitios
de competicao entre partes infectadas e ramos e/ou folhas sadias. Tal injuria ocorre em detrimento
do desenvolvimento estrutural e, consequentemente, da produtividade da planta. O
superbrotamento ¢ observado em todos os estddios de desenvolvimento do guaranazeiro e tem sua

etiologia atribuida ao fungo Fusarium decemcellulare (Batista e Bolkan, 1982).
2.2. Fusarium decemcellulare

2.2.1. Classificacao e Morfologia

Fusarium decemcellulare esta classificado taxonomicamente no dominio Eukarya, reino
Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Nectriaceae, género
Fusarium, complexo de espécies Fusarium decemcellulare
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=57161).

Em meio BDA, apresenta coldnias de crescimento rapido, atingindo de 7,5 a 8,0 cm de
diametro, em 10 dias a 25 °C. O micélio aéreo se apresenta de forma abundante e flocosa, com
breve surgimento de pd pela produgcdo de microconidios. A pigmentacdao, nos primeiros dias,
consiste em uma cor de branco ao creme, mudando depois para rosa acinzentado, carmim ou roxo,
ou ainda amarelo ocre (Gerlach e Nirenberg, 1982). F. decemcellulare inicia o processo de
esporulagdo depois de 3 a 5 dias no micélio aéreo, na forma de microconidios dispostos em cadeia
ou falsas cabegas. Mais caracteristicamente, estas culturas produzem esporodoquio de coloragao

amarelada, das quais gotas de exsudato podem se formar e conferir a colonia uma aparéncia umida.



Os macroconidios geralmente sdo longos, robustos e de paredes espessas. Tém a morfologia
celular apical arredondada e sem corte, enquanto que a morfologia basal tem o formato de um pé.
Podem ser encontrados de 5 a 9 septos nos macroconidios, sendo mais comum de 7 a 9 septos. Sao
geralmente abundantes no esporodoquio, cujos macroconidios costumam ser uniformes quanto a
forma e tamanho. Quanto aos microconidios, assumem uma forma oval e nao sao septados, estando
geralmente dispostos na forma de longas cadeias, ou ocasionalmente falsas cabegas (Gerlach e
Nirenberg, 1982; Leslie ¢ Summerell, 2006). Tem como estddio sexual a forma Albonectria
rigidiuscula, cujo peritécio varia a colora¢do de branco ao palido, de forma subglobosa, globosa
ou elipsdide. Os ascos contém de 4 a 8 ascosporos de formato elipsoide, podendo ser longos e

apresentar 3 septos (Leslie e Summerell, 2006).

2.2.2. O sistema mating-type

Os sistemas de acasalamento em fungos variam de simples aos mais complexos. A
terminologia utilizada para descrever o sistema mating-type de acasalamento ¢ baseada no nimero
de loci genéticos e no niimero de alelos nestes /oci envolvidos no processo. O sistema mais simples
geneticamente € o encontrado na maior parte de espécies heterotalicas de ascomicetos, incluindo
todas as espécies heterotalicas de Fusarium. Em Fusarium, ha um simples /ocus denominado MAT,
que tem dois alelos funcionais, MAT-1 e MAT-2. Estes alelos sdo denominados “idiomorfos” e
ocorrem na mesma posicao relativa do cromossomo, ndo havendo similaridade nas suas
sequéncias, podendo até mesmo apresentar tamanhos diferentes. Os termos mais comuns
encontrados para definicdo do sistema de acasalamento em fungos sdo ‘“homotélico” e
“heterotalico”. Culturas homotalicas sdo culturas que produzem esporos sexuais a partir de uma
cultura crescida de um unico esporo (Blakeslee, 1904; Leslie ¢ Summerel, 2006), enquanto que o
ciclo de vida de espécies heterotalicas requer a interacdo entre dois individuos morfologicamente
indistinguiveis, mas fisiologicamente distintos, crescidos de esporos separados. Uma das
importantes diferencas fisioldgicas entre individuos heterotalicos consiste exatamente na diferenca
de alelos mating-type. Individuos que portam diferentes alelos mating-types funcionais e que
podem interagir para formarem o estadio sexual (como a formagao de A/bonectria rigidiuscula do
anamorfo Fusarium decemcellulare) sdo denominados ‘“compativeis”. Individuos que

compartilham todo ou parte de um alelo mating-type e que ndo podem interagir para formar o



estadio sexual sdo denominados “incompativeis”. A maior parte das espécies em Fusarium sao
heterotalicas (Leslie ¢ Summerell, 2006). Segundo Guimaraes (2013), Fusarium decemcellulare
consiste em um complexo filogenético formando clados distintos entre homotalicos e
heterotalicos. Em cacaueiro (Theobroma cacao), existem registros de isolados homotélicos e
heterotalicos, porém, apenas os heterotalicos sdo capazes de causar a doenga (Reichle e Snyder,
1964). Em mangueira (Mangifera indica), os isolados responsaveis pela doenca desencadeada

também sdo heterotalicos (Guimaraes, 2013).

2.2.3. Doencas e Hospedeiros

E geralmente encontrado em areas tropicais e subtropicais e estd associado com diversas
patogenicidades em uma gama de hospedeiros (Leslie e Summerel, 2006). Em fruteira-do-conde,
F. decemcellulare causa cancrose, onde observam-se areas mais dilatadas em ramos mais
desenvolvidos e no tronco, surgindo pequenas rachaduras sobre essas dilatagdes. Em cancros
adiantados, observam-se casca e lenho escurecidos, a seiva ndo circula, causando a morte da planta
(Junqueira et al., 2001). Em limdo-de-caiena os sintomas consistem no superbrotamento de
inflorescéncias a partir do eixo floral, com inchamento e posterior secamento dos talos florais, com
queda prematura de flores e frutos (Bastos e Santos, 2001). Em mangueira, sdo comuns relatos
que descrevem a formacao de galhas. Além deste sintoma, ha ainda a proliferacdo excessiva de
gemas que saem do apice e axilas foliares com entrenos reduzidos e agrupados. Em plantas adultas
o desenvolvimento de galhas continua, enfraquecendo a arvore e prejudicando a sua producdo
(Rondén et al., 1983; Guimaraes, 2013). Em cacau, causa a doenga galha-floral ou buba-floral,
consistindo em galhas e superbrotamento de gemas vegetativas e florais, a partir do crescimento
meristematico tanto em ramos como no caule do cacaueiro (Vicente et al., 2012). Além das
doengas e hospedeiros mencionados, F. decemcellulare estd também associado a podridao de raizes
em plantio de erva-mate (Poletto et al., 2006), sendo também o agente causal de cancrose em
Cedrelinga cateniformis e Calycophyllum spruceanum (Lombard et al., 2008; Brioso, 2012).
Existem, ainda, recentes registros de F. decemcellulare associado a murcha de inflorescéncias e
necrose vascular e floral em plantas de rambuta, longan e manga (Serrato-Diaz et al., 2015),
estando ainda associado ao superbrotamento de inflorescéncias em cajueiro (Matos ef al., 2016).

Atualmente, representa uma das grandes ameagas a cultura do guaranazeiro no estado do



Amazonas, causando a doenca denominada superbrotamento (Batista e Bolkan, 1982; Araujo et

al., 2006).

2.2.4. O superbrotamento em guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis)

Em guaranazeiro, o primeiro relato de superbrotamento, atribuido a F. decemcellulare, foi
no trabalho de Batista e Bolkan (1982). O superbrotamento consiste em uma das principais doengas
em guaranazeiro, com crescente incidéncia nos municipios do estado do Amazonas, sendo grande
responsavel pela baixa produtividade da cultura no estado. As partes afetadas pela doenga, devido
a multiplicacdo exagerada de células, configuram-se em sitios de competicdo com estruturas
sadias, prejudicando o desenvolvimento estrutural da planta e, por conseguinte, a produtividade.
Os sintomas ocorrem em estruturas em desenvolvimento ativo, como ramos e inflorescéncias, € a
planta os manifesta tanto em fase de muda, como em fase adulta, sendo possivel prejudicar até

100% a produgdo de uma planta (Aratjo et al., 2006).

a) Superbrotamento de gemas: o fungo causa brotacdes sucessivas ao longo dos ramos, a partir de

pontos muito proximos uns dos outros. A partir de uma gema pode resultar a proliferacdo de ramos
vegetativos e/ou inflorescéncias (Figuras 1 e 2), sendo a proliferacio de gemas vegetativas
predominante no primeiro semestre do ano e a de inflorescéncias no segundo semestre. Os novos
ramos apresentam entrends mais curtos, dos quais hd novos langamentos de ramos secundarios,
dando origem a uma massa densa, semelhante a vassoura-de-bruxa do cacaueiro e do
cupuaguzeiro. Este quadro deve-se a multiplicagdo exagerada de células (hiperplasia) e também
ao aumento de tamanho de parte das células (hipertrofia) com secamento precoce dos tecidos

(Batista, 1983; Araujo et al., 2006).



Figura 1. Superbrotamento de gemas vegetativas. A: visdo geral de ramo infectado. B: visdo
ampliada de regido com lancamentos de ramos secundarios. C: visdo ampliada — entren6s mais
curtos.
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Figura 2. Superbrotamento de inflorescéncias. A: visdo geral de ramo com inflorescéncias
infectado. B: visao ampliada.
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b) Hipertrofia e hiperplasia floral: ¢ possivel também observar a ocorréncia de hipertrofia e

hiperplasia nas inflorescéncias (Figura 3). As flores adquirem aspecto mais compacto e
endurecido, quando comparadas com inflorescéncias sadias (Figura 4), impedindo a polinizacao,
com posterior e precoce secamento dos tecidos. Este sintoma ocorre no segundo semestre do ano,

dependendo do estadio de desenvolvimento da planta (Aragjo et al., 2006).
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Figura 3. Hipertrofia e hiperplasia das inflorescéncias. A: visdo geral de inflorescéncia infectada.
B: visdo ampliada — flores compactas e endurecidas.
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Figura 4. Inflorescéncias sadias.

c) Galhas do caule: consiste na proliferagdo de uma massa compacta e desorganizada em uma

mesma gema (Figura 5). Podem ocorrer em gemas terminais de plantas jovens, ou em gemas
sucessivas de ramos maduros de plantas mais desenvolvidas, ou ainda se distribuirem por toda a
planta. Ocorre também o secamento precoce destas massas de brotagdes diminutas, sem formagao

de novos ramos a partir destas gemas (Araujo et al., 2006).
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Figura 5. Galhas do caule. A: visao geral de galha no caule. B: visdo ampliada — massa compacta
e desorganizada.
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2.2.5. Estudos com Fusarium decemcellulare

Fusarium decemcellulare é reportado na literatura em diversos tipos de estudos, esteja o
fungo na condi¢do de endofitico ou de fitopatégeno. O fungo ja foi reportado apresentando
atividade antagonica com uma taxa de inibicdo maior que 80% contra 6 patogenos de importantes
culturas (Fusarium graminearum, Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, F. oxysporum,
Glomerella glycines e Phytophthora capsici) (Liu et al., 2010), além de apresentar atividade
antagonica significativa também contra Bacillus cereus, Escherichia coli e Aspergillus niger
(Singh e Thakur, 2014), em ensaios com extrato de lectina. Além das lectinas de F. decemcellulare,
também foram focos de estudos a agdo fitotoxica e sintese de naftoquinonas, bem como aspectos
da atividade respiratoria, estando o fungo em condi¢des de estresse oxidativo e a sua adaptacao
nestas condi¢des (Medentsev e Akimenko, 1992; Medentsev et al., 2001; Medentsev et al., 2002).
Além destes estudos, F. decemcellulare ¢ reportado ainda em trabalhos com identificacdo
morfolégica (Gerlach e Nirenberg, 1982; Leslie e Summerell, 2006), além de identificagdo do
mesmo como agente causal de doencas em plantas como cacaueiro (Vicente et al., 2012), em
mangueira (Qi et al, 2013), em fruteira-do-conde (Junqueira et al., 2001), em guaranazeiro
(Araujo et al., 2006), entre outros hospedeiros.

O presente trabalho ¢ o primeiro estudo a abordar aspectos transcriptomicos de F
decemcellulare, havendo, inclusive, poucos trabalhos na literatura abordando aspectos genomicos.
Nos ultimos anos, marcadores moleculares em F. decemcellulare foram utilizados com sucesso
para estudos de diversidade e identificacdo do fungo. Lobo et al. (2013) observaram diversidade
genética de F. decemcellulare em um mesmo genoétipo de guaranazeiro, bem como em gendtipos
diferentes, com as técnicas de BOX e ERIC-PCR. Silva et al. (2013), por meio da técnica de BOX-
PCR, verificaram ocorréncia de diversidade genética entre isolados de hiperplasia floral e galhas
dentro de uma mesma planta. Os autores observaram ainda que isolados do sintoma de
superbrotamento de gemas formaram um tunico grupo separado dos demais isolados dos outros
sintomas. Silva et al. (2013b) confirmaram a eficiéncia do método de PCR-RFLP da regido
compreendida entre o final da subunidade 18S e o inicio da regido 28S do DNA ribossomal para

identificacdo de F. decemcellulare. Silva et al. (2013c), utilizando o marcador ISSR, observaram
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a presenca deste marcador em abundancia no genoma de F. decemcellulare, sendo também possivel
o estudo de diversidade do fungo por esta técnica.

Os mais recentes relatos de analise filogenética do fungo sdo dos trabalhos de Sfalsin
(2012) e Guimardes (2013), que apresentaram resultados relevantes no que diz respeito a
inferéncias filogenéticas de isolados de F. decemcellulare, bem como a relacdao entre o tipo de
reprodugdo sexuada e a patogenicidade. O primeiro relato de analise filogenética de F
decemcellulare associado a doengas em cacaueiro e outras espécies botanicas no Brasil, como
mangueira, espatédea e pimenta-do-reino, ¢ proveniente do trabalho de Sfalsin (2012). Sfalsin
(2012) utilizou sequéncias parciais de tef] na analise filogenética e obteve como resultado isolados
de F. decemcellulare formando um grupo monofilético com forte suporte estatistico (98% de
bootstrap). Entretanto, sabidamente, apenas sequéncias parciais do gene fefl nio forneceriam
confiabilidade suficiente para afirmar F. decemcellulare como tUnica espécie filogenética. No
proprio trabalho foi observada separacdo em grupos monofiléticos, com forte suporte estatistico,
de isolados de mangueira do México, isolados do Equador e da China. Além disso, foram levados
em conta também indicios de separagdo entre isolados homotalicos e heterotalicos.

Esclarecendo a analise filogenética realizada por Sfalsin (2012), Guimaraes (2013) realizou
no seu estudo andlises filogenéticas com base em sequéncias parciais dos genes fef-1a, rpb2, acll
e da regido ITS-LSU. O trabalho contou com isolados de F. decemcellulare de diferentes
hospedeiros: cacaueiro, mangueira, pimenta-do-reino, espatddea e guaranazeiro. Como
conclusdes, com base também nos demais testes realizados na pesquisa, Guimaraes (2013) tem
que isolados heterotélicos, causadores de galhas e superbrotamento em cacaueiro, pertencem a
uma espécie filogenética e bioldgica distinta, enquanto que isolados homotalicos formam grupos
distintos da espécie patogénica. Assim, F. decemcellulare representa um complexo de espécies que

podem ser homotalicas e heterotalicas.

2.3. RNA-seq — a técnica aplicada a outros fitopatogenos

Hé uma década, estudos de expressao génica se restringiam ao ambito da genética humana
ou da genética de organismos-modelo. Nestes estudos, microarrays e outra série de ferramentas
para analise de expressdo de genes foram as unicas disponiveis para compreensado de caracteristicas

do perfil de transcritos e padrdes globais de expressio. O rapido desenvolvimento dos
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sequenciadores de nova geragao e a maturagao de métodos analiticos dos dados gerados mudaram
o cenario de estudos desta camada de informagdes bioldgicas situada entre o genotipo e o fenotipo:
o transcriptoma (Wolf, 2013).

A tecnologia de sequenciamento do transcriptoma (RNA-seq) auxilia na quantificagdo da
expressao através da contagem de reads de transcritos mapeados a uma regido gendmica. RNA-
seq refere-se a tecnologias avangadas de sequenciamento para caracterizar o conteudo de RNA e
composi¢ao de dada amostra. Devido a limitagdes técnicas atualmente existentes, sequéncias de
transcritos ndo podem ser obtidas por inteiras, sendo necessdria uma decomposicdo aleatoria
dessas sequéncias em pequenos reads de até centenas de pares de bases. Na auséncia do genoma
previamente sequenciado ou informagdes prévias do transcriptoma, os transcritos precisam ser
remontados a partir destes reads, a que se denomina “montagem de novo”. No caso de haver
genoma sequenciado ou informagdes prévias do transcriptoma, reads podem ser alinhados
diretamente contra a referéncia (Wolf, 2013; Rahmatallah et al., 2014).

Analises de genoma e transcriptoma tém sido feitas em diversos fitopatogenos, com dados
relevantes no que tange ao processo de infecc¢do e suas particularidades moleculares. Thakur et al.
(2013), por meio de sequenciamento e montagem de novo do transcriptoma de Venturia inaequalis,
agente causal da sarna-da-macd, identificaram importantes genes candidatos necessdrios a
patogenicidade. Ke et al. (2014), tracando o perfil transcriptomico da interacdo Valsa mali-
macieira, observou a importancia de metabdlitos secundarios e hidrolases de parede celular durante
o estabelecimento do cancro.

Recentemente, dados relevantes tém sido publicados para fungos do género
Colletotrichum, como por exemplo, caracteristicas moleculares da transicdo da condi¢do biotréfica
para necrotrofica em Colletotrichum higginsianum e Colletotrichum graminicola (O’Connell et
al., 2012). O’Connell et al. (2012) identificaram cinco categorias de genes importantes a
patogenicidade de C. higginsianum (fatores de transcri¢do, enzimas do metabolismo secundario,
proteinas candidatas a efetores secretados, enzimas ativadas por carboidratos e transportadores),
com padrdes de expressao diferentes durante a infeccdo. Os resultados levaram os autores, ainda,
a redefinirem fungdes da estrutura apressorio nestas espécies. A estrutura se mostrou, através do
perfil transcriptomico nas primeiras etapas da infeccao, altamente responsiva a estimulos da planta,
percebidos antes da penetragdo. Assim, além da fungdo de anexagdo e penetragdo, agrega-se ao

apressorio uma funcao sensorial, capacitando o fungo a se preparar para a subsequente invasao das
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células vivas do hospedeiro. Schliebner ef al. (2014) analisaram o transcriptoma de Colletotrichum
graminicola, agente causal da antracnose no milho. Os autores fizeram uma revisdo de modelos
génicos incorretos e ainda obtiveram informacgdes preliminares de splicing alternativo em C.
graminicola, assim, questionando a frequéncia e a relevancia de splicing alternativo em fungos
filamentosos. Alkan et al. (2015), analisando o transcriptoma de Colletotrichum gloeosporiodes,
agente causal da antracnose do tomate, detectaram sinais moleculares durante a fase de
amadurecimento do fruto que foram responsaveis pela comutagdo do estado quiescente do fungo
para o estado necrotrofico, o que aumenta a severidade da doenga. O estado necrotrofico exibiu
uma mudanca significativa no metabolismo do fungo e aumento na expressao de fatores de
patogenicidade. A resposta do fruto a necrotrofia mostrou a ativagdo da via do acido salicilico,
culminando na morte celular. Alguns dos trabalhos mais recentes envolvendo RNA-seq em
analises com fitopatdgenos sdo os trabalhos de Xu ez al. (2016) e Liu et al. (2016). Xiu et al. (2016)
constatam a evolucdo do patogeno Peltaster fructicola de um fitopatégeno invasivo para um
exofitico parasita em maca, péra e caqui, enquanto Liu ef al. (2016) registram a descoberta de

cinco novos micovirus (virus de fungo) em Cronartium ribicola.

2.4. Homeostase de auxina em intera¢oes planta-patogeno.

Hoje, sabe-se que o hormdnio auxina (sendo mais estudado o acido indol-3-acético, AIA),
além da regulacdo do crescimento e desenvolvimento da planta, estd relacionado também com a
causa de doencas, bem como com a resposta de defesa por parte do hospedeiro (Yang et al., 2007;
Kazan e Manners, 2009, Gonzdlez-Lamothe ef al., 2012). Bactérias, fungos, insetos, nematoides
produzem ou modulam auxina durante a interagdo com hospedeiros. Entre algumas destas
bactérias estdo Rhodococcus fascians, Pantoea agglomerans, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter asburiae, Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium rubi, Pseudomonas gingeri,
Pseudomonas rhizosphaerae, Xanthomonas campestris pv. campestris (Vasanthakumar e
McManus, 2004; Vandeputte et al., 2005; Chalupowicz et al., 2006; Barash e Manulis-Sasson,
2009; Lee et al., 2009). Entre os fungos que produzem auxina durante a interacdo se encontram
Tuber borchii, Tuber melanopsorum, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum gloeosporioides f.
sp. aeschynomen, Puccinia graminis f. sp. tritici, Pythium oligandrum, Pythium grupo F, Fusarium
proliferatum. (Chung et al., 2003; Le Floch et al., 2003; Maor et al., 2004; Splivallo et al., 2009;

Tsavkelova et al., 2012; Yin et al., 2014). Entre alguns insetos estdo vespas e psilideos (Dorchin
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et al., 2009; Straka et al., 2011) e entre nematdides estdo Nacobbus aberrans e Meloidogyne
incognita (Vovlas et al., 2007; Gisbert et al., 2013). Anteriormente, acreditava-se que a via do
indol-3-acetamida (IAM), dependente de triptofano, seria uma via de producdo de AIA especifica
de bactérias, a0 mesmo tempo que a via do acido indol piravico (IPyA), também dependente de
triptofano, seria a principal via de producdo do horménio em plantas. Estudos mais recentes
mostram que enquanto bactérias como Agrobacterium tumefaciens € Pantoea agglomerans pvs.
gypsophilae produzem AIA através da via do indol-3-acetamida (IAM) (Barash e Manulis-Sasson,
2009; Lee et al., 2009), outras bactérias, como Pseudomonas putida, produzem AIA pela via do
IPyA (Patten e Glick, 2002). Em fungos, Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene ¢
Colletotrichum acutatum produzem o hormonio através das duas vias (Robinson et al., 1998;
Chung et al., 2003),; Fusarium delphinoides se utiliza de trés vias para a produgdo de AIA: via do
IAM, via do IPyA e via da Triptamina (TRA) (Kulkarni et al., 2013); e outras espécies de
Fusarium, como Fusarium proliferatum, Fusarium verticillioides, Fusarium fujikuroi e Fusarium
oxysporum, também possuem a via do IAM, porém ¢ completamente funcional apenas em F
proliferatum (Tsavkelova et al., 2012).

A vista disso, o teor natural de auxina de determinado tecido, soma-se, ainda, a possivel
dose adicional de auxina produzida pelo agente externo. Em outras interagdes planta-patogeno,
com surgimento de galhas e sintomas que partem aparentemente do principio de multiplica¢do
exagerada e desordenada de células, hipertrofia e hiperplasia celular, registra-se um desequilibrio
na concentracao de auxina, creditando-se a este fator uma das possiveis causas dos sintomas (Lee
et al., 2009; Tooker e De Moraes, 2011; Yamagushi et al., 2012; Bartlett e Connor, 2014; Teixeira
etal.,2014).

A quantidade de auxina ativa, uma vez fora de equilibrio em determinado tecido, necessita
ser regulada. Dentre as formas de regulagdo por parte da planta, destaca-se a sua conjugacao a
aminodcidos realizada por proteinas da familia GH3 (Staswick et al., 2005). Desta forma, a planta
gera conjugados que funcionam como estoque de auxina e conjugados que ficam sujeitos a
degradacao. As formas AIA-Ala e AIA-Leu podem ser hidrolisadas por enzimas e fornecer
novamente auxina ativa, enquanto que formas como AIA-Asp e AIA-Glu ndo sdo substratos para
amino-hidrolases (Woodward e Bartel, 2005; Ludwig-Miiller, 2011; Gonzalez-Lamothe et al.,
2012). Segundo Gonzalez-Lamothe et al. (2012), a forma AIA-Asp aumenta a suscetibilidade da

planta a patogenos devido a contribuicdo deste conjugado a regulagdo da transcricao de genes de
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viruléncia em fitopatogenos como Botrytis cinerea e Pseudomonas syringae em Arabidopsis
thaliana. Assim, os autores classificam esta estratégia como um mecanismo de aumento de
suscetibilidade da planta a patdégenos por meio da conjugacao de auxina efetuada por proteinas da
familia GH3. A Tabela 2 apresenta um levantamento recente de como a relagdo auxina-GH3

influencia outras interagdes planta-patdgeno.

Tabela 2. Niveis de GH3 e conjugados de AIA em outras interacées planta-patéogeno.
Adaptacio do trabalho de Ludwig-Muller (2015).

Interacio GH3 AIA (conjugados) Consequéncias
(hospedeiro)
Menor concentragao
de AIA livre,
diminuicao de
Maior Maior expansinas, parede
concentragao concentragdo celular mais rigida,
sem invasao do
Magnaporthe oryzae patogeno — MAIOR
— Arroz (Tanaka et RESISTENCIA.
al., 2011)
Afrouxamento da
Menor Menor parede celular, entrada
concentracao concentragao do patogeno facilitada
— MAIOR
SUSCETIBILIDADE
Menor Menor MAIOR
concentracao concentracao RESISTENCIA
Botrytis cinerea —
Arabidopsis thaliana
(Gonzilez-Lamothe Conjugado AIA-Asp
etal.,2012) Maior Maior induz genes de
concentragao concentragdo patogenicidade —
(AIA-Asp) MAIOR
SUSCETIBILIDADE
Maior Maior ?
Plasmodiophora concentragao concentragao
brassicae —




Arabidopsis thaliana

(Jahn et al., 2013) Menor Menor Galhas maiores —
concentracao concentracao MAIOR
SUSCETIBILIDADE

Desta forma, o presente trabalho levanta a hipétese de que F. decemcellulare produz auxina
e esta dose a mais causa uma perturbagdo no equilibrio hormonal durante a interagdo com o
guaranazeiro. Esta perturbagcdo pode interferir significativamente no controle de multiplicacao,
expansao e diferencia¢do celular, uma vez que a auxina contribui com tais processos celulares
(Ludwig-Muller, 2015). Com isso, todo o processo de formagao de estruturas celulares e de 6rgaos
vé-se prejudicado e as anomalias seriam, portanto, os sintomas do superbrotamento, ja descritos
anteriormente. Levando em consideragdo que isolados heterotalicos sdo patogénicos ¢ isolados
homotalicos t€m modo de vida endofitico ou saprofitico (Reichle e Snyder, 1964; Guimaraes
2013), a hipdtese aqui levantada € que os heterotalicos sdo capazes de produzir auxina e induzir
os sintomas caracteristicos em cada hospedeiro, diferente dos endofiticos ou saprofiticos, em
culturas de mangueira e cacaueiro. Até o presente momento, ndo ha comprovagdes de que, em
guaranazeiro, F. decemcellulare tenha o mesmo comportamento quanto a reproducao, tampouco
até que ponto este parametro pode influenciar na patogenicidade do fungo.

Diante do exposto, a analise do transcriptoma de F. decemcellulare ajuda a responder
importantes questdes ainda obscuras acerca do desencadeamento da doencga. Os trabalhos com
transcriptoma citados identificaram genes importantes a patogenicidade dos fitopatdogenos, bem
como deve se dar a defesa por parte do hospedeiro em termos moleculares, ou ainda,
particularidades moleculares do hospedeiro que desencadeiam a doenca. Logo, ¢ de suma
importancia compreender os mecanismos que F. decemcellulare pode utilizar no processo de
infeccdo e desenvolvimento da doenca em guaranazeiro, no intuito de identificar formas de

controle.

22



3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Analisar o transcriptoma de isolados homotalicos e heterotalicos de Fusarium

decemcellulare.
3.2. Especificos

v Identificar genes de vias de biossintese de auxina no transcriptoma de Fusarium

decemcellulare.

v" Analisar diferencas entre os perfis transcriptdmicos de isolados homotalicos e heterotalicos
crescidos nos meios de cultura BD e MS.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Condicoes de cultivo - RNA-seq

As amostras enviadas ao sequenciamento de RNA foram obtidas por meio do crescimento
de isolados de F. decemcellulare (Tabela 3) em dois diferentes meios de cultura: o meio BD
(Batata-Dextrose: 10 g de Dextrose, 250 g de batata e 1 L de H>2O) e 0 meio MS, enriquecido com
triptofano (1 g de KoHPOs4, 0,4 g de MgS0O4, 0,2 g de NaCl e 0,003 g de CuSOg, triptofano a 1,5
mgmL!, glicosea 1,5mgmL", pH 7 e 1 Lde H,O) (Kulkarni et al., 2013). Os isolados CML0038,
CMLO0800 e CML2241 foram cedidos pelo Prof® Dr. Ludwig Heinrich Pfenning, da Universidade
Federal de Lavras.

Os isolados foram mantidos sob agitagdo constante de 180 rpm durante 15 dias, a 25 °C,
para posterior extragdo do RNA total do micélio de cada isolado crescido nos meios de cultura
acima descritos. Foram sequenciadas 12 bibliotecas, referentes a seis réplicas bioldgicas (trés

isolados homotalicos e trés isolados heterotalicos) para cada condi¢ao (meio BD e MS).

Tabela 3. Isolados de Fusarium decemcellulare crescidos em meio BD e meio MS.

Codigo Mating type Hospedeiro/Substrato Origem
CMLO0038 Homotalico Solo Belém — PA
CMLO0800 Homotalico - Marrocos
CML2241 Homotalico Theobroma Uruguca — BA

cacao/Caule

FDC272 Heterotalico (MAT-1) Paullinia cupana var. Itapiranga — AM
sorbilis/HHF

FDC307 Heterotalico (MAT-1) Paullinia cupana var. Urucard — AM
sorbilis/THGV

FDC200 Heterotéalico (MAT-2) Paullinia cupana var. Maués - AM
sorbilis/HHF

HHF: Hipertrofia e Hiperplasia floral; HGV: Superbrotamento de gemas vegetativas
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4.2. Extracao de RNA, preparo da biblioteca e sequenciamento

A extracdo do RNA total de F. decemcellulare foi realizada a partir dos isolados da Tabela
3 crescidos nos meios de cultura descritos anteriormente. No maximo, 100 mg do micélio foram
macerados em nitrogénio liquido com o auxilio de almofariz e pistilo. Posteriormente, a extracao
prosseguiu conforme o kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), segundo recomendagdes do fabricante.
As amostras foram tratadas ainda com RQ1 RNase-Free DNase (Promega), para remocao de
contaminantes de DNA. Ao final, a integridade do RNA extraido foi visualizada em gel de agarose
1% e quantificado em QuBit (Invitrogen). A construcao das bibliotecas de cDNA e sequenciamento
foram realizados por prestacdo de servicos do Laboratorio Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), locado na Unicamp. Durante a constru¢ao das
bibliotecas,  foi  utilizado o kit TruSeq  Stranded Total RNA  Library
Prep Kit (http://www.illumina.com/products/truseq_stranded total rna library prep kit.html),
seguido rigorosamente, conforme recomendacdes do fabricante, com etapa inicial de remocgao de
RNAr por meio de beads magnéticas. O sequenciamento do transcriptoma foi realizado através da
plataforma Illumina, Next-Gen — HISEQ2500, seguindo os padrdes: Preparacdo de Bibliotecas -
RNA; Modulo RAPID — Paired End 2 x 150 pb; e cerca de 25 milhdes de reads (3,75 Gb) por
biblioteca.

4.3. Deteccao de genes de vias de sintese de auxina — do controle de qualidade de reads a

montagem do transcriptoma final e localizacio dos genes.

O genoma de referéncia utilizado no mapeamento de reads e montagem de transcritos foi
o genoma do isolado FDC307 (Tabela 3). A montagem foi realizada combinando dados Illumina e
PacBio, em parceria com o Laboratorio Multiusudrio de Bioinformatica da Embrapa Informatica

Agropecuaria e o Instituto Rothamsted Research (Inglaterra).
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4.3.1. Controle de qualidade — Trimmomatic-0.33, FastQC e SortMeRNA.

O controle de qualidade das reads das 12 bibliotecas foi feito com as ferramentas
Trimmomatic-0.33 (Bolger et al.,, 2014) (Anexos — Box 1) e FastQC v0.11.3 (Andrews, 2010),
para remocao de adaptadores e ruidos e visualiza¢ao de qualidade de reads, respectivamente. Em
seguida, foi utilizado o software SortMeRNA v.1.99 beta (Kopylova et al., 2012) para
quantificagdo de RNAr presente na amostra, remanescente mesmo apds tratamento prévio durante

preparacao das bibliotecas, e sua posterior remogao.

4.3.2. Mapeamento de reads e montagem do transcriptoma final.

Primeiramente, o genoma de referéncia foi indexado através da ferramenta Bowtie2-build
v.2.1.0 (Langmead e Salzberg, 2012). Em seguida, TopHat2 v2.0.9 (Kim et a/., 2013) foi utilizado
para mapeamento de reads contra o genoma de referéncia. A montagem dos transcritos, do
transcriptoma final e o calculo de expressdo diferencial foram feitos a partir do pacote Cufflinks
v2.1.1 (Trapnell et al., 2010), que inclui Cufflinks, Cuffmerge e Cuftdift. Cufflinks e Cuffmerge
foram usados para montagem de transcritos e do transcriptoma final, respectivamente, enquanto
que Cuftlinks e Cuffdiff foram utilizados para normalizagdo e calculo de expressdo diferencial por
FPKM (fragments per kilobase per million mapped reads) (Anexos — Box 2). Para o calculo de
expressao diferencial, foram feitas as seguintes comparacdes: Homotalicos x Heterotalicos (meio

BD) e Homotalicos x Heterotalicos (meio MS).

4.3.3. Identificacdo de genes relacionados a via de biossintese de auxina no genoma e

transcriptoma final de Fusarium decemcellulare.

A busca por genes de vias de biossintese de auxina no genoma de referéncia de F
decemcellulare foi realizada com auxilio da ferramenta BLAST, usando sequéncias de proteinas
que codificam genes de diferentes vias de auxina, dependentes de triptofano, disponiveis no KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

A andlise da distribuicdo em cluster e orientacdo dos genes das vias mencionadas foi
realizada com o auxilio do software Geneious 8.1.3 (http://www.geneious.com/download). Cada

gene relacionado as vias de biossintese de auxina foi localizado por cromossomo no genoma de F.
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decemcellulare. A identificacdo de cluster foi realizada mediante identificacdo das regides
codificantes vizinhas ao genes de interesse.

Apds obtengdo dos transcriptomas finais do fungo nas condi¢des BD e MS, foi realizado
um novo BLAST, através da ferramenta Blastall 2.2.25 (Altschul et al., 1997), das mesmas
sequéncias de referéncia contra cada transcriptoma final obtido, através do algoritmo blastx. Para
todos os procedimentos de BLAST, matches com E-value < 1.0E-5 foram considerados

significativos.

4.3.4. Anotacao Funcional

Os genes diferencialmente expressos, resultantes do calculo realizado pelo Cuffdiff, foram
anotados segundo termos do gene ontology (GO), utilizando o programa Blast2GO 3.3.5 (versao
trial gratuita) (Gotz et al., 2008), que atribui termos do GO as sequéncias guery, descrevendo
processos bioldgicos, fungdes moleculares e componentes celulares (http://geneontology.org/).

Os transcritos resultantes do BLAST com sequéncias de referéncia contra os
transcriptomas finais foram, em seguida, anotados com o programa Blast2GO 3.3.5 (versao trial
gratuita) (Gotz et al., 2008). Posteriormente, foi realizada a anotacdo das vias metabolicas através
da  ferramenta  online KEGG  Automatic = Annotation  Server  (KAAS -

http://www.genome.jp/kegg/kaas/).

4.4. Detecciao de AIA secretado por Fusarium decemcellulare

A habilidade de F. decemcellulare na producdo de auxina foi testada com os isolados
FDC200 (heterotalico) e CML2241 (homotélico) (Tabela 3), depositados na Colecdo Micoldgica
da Embrapa Amazonia Ocidental (CPAA). Os isolados foram crescidos em 75 mL de meio MS,
ao longo de 15 dias, a 180 rpm e 25 °C. Em seguida, os respectivos micélios foram removidos do
meio de cultura por meio de filtragem com papel filtro, sendo aliquotados 50 mL do meio MS de
cada frasco utilizado para o crescimento dos isolados, para posterior liofilizagdo. As amostras de
meio de cultura liofilizadas foram enviadas a Embrapa Agroindustria Tropical, onde foi realizada
a deteccdo do horménio presente em meio de cultura através de cromatografia liquida de ultra

performance.
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O método utilizado foi proposto pela primeira vez por Chiwocha et al. (2003) e modificado
por Tureckova et al. (2009). Foi usada uma versao adaptada do método de Tureckova et al. (2009),
onde 50 mg do meio de cultura liofilizado foram extraidos com 750 pL de uma solu¢do metanol:
agua: acido acético (10:89:1) durante uma hora, a 4 °C. O solvente foi subsequentemente removido
com uma seringa e o material foi extraido novamente durante 30 minutos nas mesmas condigdes
de extracdo inicial. Para evitar particulas, filtrou-se o extrato em membrana de PTFE 0,20 pm x
13 mm (Merck, Millipore, Ireland), sendo o filtrado, em seguida, submetido a extra¢do em fase
solida (SPE) utilizando cartucho de C18 (100 mg, 3 mL, Phenomenex). Antes da introdu¢do do
extrato, o cartucho foi condicionado com 2 mL de metanol e equilibrado com 2 mL de uma solugao
de metanol: dgua: 4cido acético (10:89:1). Aplicou-se entdo o extrato ao sistema de SPE, com
posterior etapa de lavagem do cartucho com 1 mL de metanol: dgua: acido acético (10:89:1), para
remocao de interferentes. Em seguida, a solugdo foi eluida com 3 mL de metanol: 4gua: acido
acético (10:89:1). O eluato foi seco sob um fluxo suave de nitrogénio e reconstituido com 300 pL.
de metanol: agua (30:70), contendo acido foérmico a 0,1%, filtrado através de uma membrana de
PTFE 0,20 pm x 13 mm (Merck, Millipore, Ireland).

As analises foram realizadas pelo método Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC), acoplado a um analisador Time-of-Flight (TOF) Waters Micromass LCT espectrometria
de massa, equipado com uma interface electrospray (ESI). As separacdes foram realizadas em
coluna C18 (Waters Acquity UPLC C18, 150 milimetros x 2,1 milimetros, 1.7um) e os perfis dos
metabolitos nos extratos foram obtidos inicialmente por um gradiente exploratorio, sendo as fases
moveis H>O (A) e acetonitrila (B), cada uma destas contendo acido férmico (0,1% v/v). As
amostras foram submetidas a um gradiente exploratério de 5 — 95%, vazdo de 500 pL min™'. As
analises de cada extrato foram realizadas em modo de ionizagdo negativo (NI) no intervalo de 100
— 1200 Da, com o tempo de aquisi¢do de 0,1 segundo no modo centrdide. As condi¢des ESI foram
definidas da seguinte forma: tensdo capilar 2800 V, tensdo cone 40 V, temperatura da fonte 120
°C, temperatura de dessolvacdo 330 °C, fluxo de gas de cone de 20 L h!, fluxo de gas de
dessolvatagdo 600 L h'! e MCP (microcanais tensdo da placa) — detector a 1900 V (Chiwocha et
al., 2003; Matsuda et al., 2005).
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5. RESULTADOS

O presente trabalho levanta a hipdtese de que isolados heterotalicos de F. decemcellulare
sejam capazes de sintetizar o hormonio auxina e esta dose a mais, durante a infec¢do, causa um
desequilibrio do teor do hormonio na planta. Esta perturbagdao pode interferir significativamente
no controle de multiplicagdo, expansao e diferenciacao celular, uma vez que a auxina desempenha
estas fungdes fisioldgicas (Ludwig-Muller, 2015). Os sintomas do superbrotamento em
guaranazeiro seriam, entdo, anomalias resultantes deste descontrole no processo de formagao de
estruturas, podendo ser resultado at¢ mesmo da tentativa da planta de reverter o equilibrio
hormonal a seu favor através das enzimas GH3 (secdo 2.4). Logo, a busca por indicativos da
capacidade de sintese de AIA por F. decemcellulare se inicia com a localizagdo de possiveis genes
componentes de vias de sintese do hormonio no genoma do fungo, seguindo posteriormente para
a deteccao de expressdo destes genes, culminando, por fim, na verificacdo do produto final auxina

em meio de cultura, como descrito a seguir.

5.1. Localizacdo de genes de vias de sintese de auxina — nivel gendomico.

Foram localizados, no genoma de referéncia de F. decemcellulare, genes de putativas
enzimas de duas vias de sintese do hormodnio auxina na sua forma AIA (dcido indol-acético). Em
uma das vias, os genes localizados correspondem a trés possiveis enzimas que compdem a via de
sintese de auxina a partir da conversdao de indol-acetaldeido. Os dois primeiros passos, que
consistem em putativas aminotransferase de aminoacidos aromaticos e piruvato descarboxilase,
estdo organizados em um cluster génico situado no cromossomo 12, contando ainda com a
presenca de um fator de transcricdo, que compartilha o mesmo promotor da piruvato
descarboxilase (Figura 6). Ainda foi localizada como putativa aminotransferase de aminoacidos
aromaticos uma enzima situada no cromossomo 3, portanto, sendo mais uma op¢ao de passo 1
para a via do indol-acetaldeido (Figura 7). Para o terceiro e ultimo passo da via, foram localizadas
duas putativas indol-acetaldeido desidrogenases, ambas fora do cluster, sendo uma no cromossomo

9 (Figura 8) e a outra no cromossomo 2 (Figura 9).
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Cromossomo 12 de FDC307
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Figura 6. Cluster génico contendo os dois putativos genes dos primeiros passos da via do indol-
acetaldeido, localizado no cromossomo 12 do isolado FDC307 de Fusarium decemcellulare. A:
Passo 1 da via do indol-acetaldeido — Putativa aminotransferase de aminoécidos aromaticos. B:
Passo 2 da via do indol-acetaldeido — Putativa piruvato descarboxilase. C: Fator de transcrigdo
Zn(I1)2Cys6. A orientagdo das setas significa o sentido da transcri¢ao. Setas amarelas representam
as CDS (Coding DNA sequence) e os tracos entre elas representam introns. As setas verdes

representam o gene e as vermelhas o RNA mensageiro.
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Cromossomo 3 de FDC307
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Figura 7. Putativo gene do passo 1 da via do indol-acetaldeido no cromossomo 3 do isolado
FDC307 de Fusarium decemcellulare. A: Putativa citocromo P450. B: Passo 1 da via do indol-
acetaldeido - Putativa aminotransferase de aminoacidos aromaticos. A orientagdo das setas
significa o sentido da transcri¢@o. Setas amarelas representam as CDS (Coding DNA sequence)
e os tragos entre elas representam introns. As setas verdes representam o gene e as vermelhas

o RNA mensageiro.

Cromossomo 9 de FDC307
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Figura 8. Putativo gene do passo 3 da via do indol-acetaldeido no cromossomo 9 do isolado
FDC307 de Fusarium decemcellulare. A: Putativa 7-alfa-hidroxiesteroide desidrogenase. B:
Passo 3 da via do indol-acetaldeido - Putativa indol-acetaldeido desidrogenase. C: Putativa
proteina cis-3-acido cloroacrilico. A orientagcdo das setas significa o sentido da transcrigao.
Setas amarelas representam as CDS (Coding DNA sequence) € os tragos entre elas representam

introns. As setas verdes representam o gene e as vermelhas o RNA mensageiro

31



Cromossomo 2 de FDC307
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Figura 9. Putativo gene do passo 3 da via do indol-acetaldeido no cromossomo 2 do isolado
FDC307 de Fusarium decemcellulare. A: Putativa proteina HSF (heat shock factor). B:
Putativa peptidil-prolil isomerase CWC27. C: Passo 3 da via do indol-acetaldeido - Putativa
indol-acetaldeido desidrogenase. D: Proteina hipotética. A orientacdo das setas significa o
sentido da transcri¢do. Setas amarelas representam as CDS (Coding DNA sequence) € os tragos
entre elas representam introns. As setas verdes representam o gene e as vermelhas o RNA

mensageiro.

Além da localizagao das possiveis enzimas constituintes da via do indol-acetaldeido, foi
localizada ainda no genoma de referéncia de F. decemcellulare, no cromossomo 2, uma putativa
proteina YUCCA. Esta enzima ¢ componente de um desvio existente na via do indol-acetaldeido,

que resulta também em AIA. (Figura 10).
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Cromossomo 2 de FDC307
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Figura 10. Putativa proteina YUCCA, componente do desvio da via do indol-acetaldeido, no
cromossomo 2 do isolado FDC307 de Fusarium decemcellulare. A: Putativa proteina YUCCA
(desvio da via do indol-acetaldeido). B: Putativa L-gulonolactona oxidase. C: Proteina
hipotética. A orientagdo das setas significa o sentido da transcricdo. Setas amarelas
representam as CDS (Coding DNA sequence) e os tragos entre elas representam introns. As

setas verdes representam o gene e as vermelhas o RNA mensageiro.

A proteina YUCCA converte o indol-piruvato, resultante do primeiro passo da via,
diretamente em AIA, sem precisar converté-lo antes em indol-acetaldeido, como ocorre na
atividade das putativas enzimas do cluster génico do cromossomo 12.

Além da via do indol-acetaldeido e seu desvio, foram ainda localizadas duas proteinas
correspondentes a provaveis descarboxilase de aminodcidos aromaticos (Figura 11) e amina
oxidase (Figura 12) nos cromossomos 5 e 11, respectivamente. Estas enzimas compdem a via da
triptamina, também encontrada no genoma de referéncia de F. decemcellulare, significando mais

uma possivel opc¢ao de biossintese do hormdnio auxina no fungo.
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Cromossomo 5 de FDC307
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Figura 11. Putativo gene do passo 1 da via da triptamina, no cromossomo 5 do isolado FDC307
de Fusarium decemcellulare. A: Putativa lisofosfolipase NTEI. B: Passo 1 da via da
triptamina - Putativa descarboxilase de aminoacidos aromaticos. C: Putativa proteina
arrestina. A orientagdo das setas significa o sentido da transcrigdo. Setas amarelas representam
as CDS (Coding DNA sequence) ¢ os tracos entre elas representam introns. As setas verdes

representam o gene e as vermelhas o RNA mensageiro.
Cromossomo 11 de FDC307
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Figura 12. Putativo gene do passo 2 da via da triptamina, no cromossomo 11 do isolado
FDC307 de Fusarium decemcellulare. A: Putativa proteina associada a resisténcia multidrogas
1. B: Passo 2 da via da triptamina - Putativa amina oxidase. A orienta¢do das setas significa o
sentido da transcri¢ao. Setas amarelas representam as CDS (Coding DNA sequence) € os tragos

entre elas representam introns. As setas verdes representam o gene e as vermelhas o RNA

mensageiro.
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Assim, os genes localizados no genoma de F. decemcellulare sugerem a existéncia, a nivel
genomico, de pelo menos duas vias de sintese do hormonio auxina. A localizacao foi feita no
genoma de referéncia do patdgeno (isolado FDC307), consistindo nos primeiros indicativos de

capacidade de sintese de auxina por parte de F. decemcellulare.

5.2. Sequenciamento, controle de qualidade e mapeamento de reads.

A deteccdo a nivel transcriptomico dos putativos genes componentes de vias de sintese do
hormdnio auxina, bem como a observagdo dos perfis de expressdo de individuos heterotalicos e
homotalicos, foram realizadas por meio da construcao de 12 bibliotecas de RNA-Seq, apos 15 dias
de crescimento nos meios de cultura BD e MS. Foram sequenciadas um total de 624.832.934 reads,
com uma média de 151 pb de tamanho cada, das quais, apds remocao de adaptadores e sequéncias
de baixa qualidade, foi obtido um total de 471.959.447 reads (75,53%). Em seguida, fez-se
necessario um novo tratamento para exclusao de sequéncias de RNAr remanescentes, totalizando
287.727.585 reads (46,04%), que foram, por fim, utilizadas no mapeamento contra o genoma de

referéncia do isolado FDC307 (Tabela 4).
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Tabela 4. Reads de RNA-seq provenientes de Fusarium decemcellulare crescido nos meios BD e MS, apds 15 dias.

Heterotalicos Homotalicos
F272 F307 F200 CMLO0038 CML0800 CML2241
BD MS BD MS BD MS BD MS BD MS BD MS Total
N°®de reads 54733712 28179946 55338486 66508750 55723438 54009744 76984524 55217254 49975210 56909064 56719638 14533168 | 624832934
(100%)

Reads 42223345 19464583 40319673 52556413 42028966 37502279 63363818 44584678 37620886 40755680 41436541 10102585 | 471959447

trimadas (75,53%)

Reads sem 24393177 14301799 2484915 46921777 28458496 14690363 52150145 36561379 34372165 22576239 6472289 4344841 | 287727585

rRNA (46,04%)
residual

Reads 17330039 9377569 1921192 42946474 18421769 9149055 23280492 17550214 14556544 9395306 2490077 1734474 | 168153205

mapeadas (26,91%)
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5.3. Detecciio de genes de vias de sintese de auxina — nivel transcriptomico.

Apobs o0 BLAST das sequéncias de referéncia nos transcriptomas finais de cada condicéo,
foi possivel identificar em F. decemcellulare todas as putativas enzimas que compdem as duas vias
de sintese do hormonio auxina previamente localizadas a nivel gendmico (se¢do 5.1). A partir das
anotagOes feitas pela ferramenta online KAAS e pelo software Blast2GO, foram atribuidos EC
numbers e termos GO a estes transcritos candidatos. Sendo assim, portanto, a categorizagao destas

enzimas enquadra-as funcionalmente, de fato, nas vias do indol-acetaldeido e da triptamina (Figura
13).

Provaveis vias de sintese de auxina em
Fusarium decemcellulare

1.14.13.168

o o on H OH
T, B 26127 | { | 41174 N | 1213 2 4

cooo7s

C00331 C00637 C00954

Triptofano Indol-piruvato Indol-acetaldeido Acido indol-
acético
(AIA)
\
N
H
C00398
Triptamina

Figura 13. Duas provaveis vias de sintese de auxina em Fusarium decemcellulare. [ ] Via do
indol-acetaldeido [ |  Via da triptamina. 1.14.13.168: Monooxigenase YUCCA. 2.6.1.27:
Aminotransferase de aminoacidos aromaticos. 4.1.1.74: Piruvato descarboxilase. 1.2.1.3: Indol-
acetaldeido desidrogenase. 4.1.1.28: Descarboxilase de aminoéacidos aromaticos. 1.4.3.22: Amina

oxidase. Estruturas quimicas com base no banco de dados KEGG.
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A anotacao funcional das sequéncias candidatas, apos deteccdo das mesmas a nivel
genoOmico e transcriptdomico, reforca a possibilidade de se tratarem de enzimas componentes de
vias de sintese de AIA. Sendo assim, F. decemcellulare seria capaz de produzir o hormonio auxina,
na sua forma AIA, a partir do amino4cido triptofano, seguindo pelo menos duas vias diferentes.
Vale ressaltar ainda que dentro de uma destas vias, a via do indol-acetaldeido, existe um desvio da
rota partindo do precursor indol-piruvato, envolvendo a enzima monooxigenase YUCCA,
consistindo em mais um possivel caminho para a sintese de auxina. Foi observado, no entanto, que
as seis réplicas de F. decemcellulare utilizadas nao se portam da mesma maneira em termos do que

expressam e em qual meio de cultura expressam (Tabela 5).

Tabela 5. Detec¢iao de transcritos dos passos relacionados as provaveis vias de sintese de

auxina em diferentes isolados de Fusarium decemcellulare.

VIA ENZIMA/EC number LOCO ISOLADOS

Indol- Aminotransferase de Chr 12: 962209-964149 [ FDC200 O CML0038
acetaldeido aminoacidos aromaticos O FDC272 ¥ CMLO0800
(Passo 1)/ 2.6.1.27 v FDC307 v CML2241
Indol- Aminotransferase de Chr 3: 3303688- M FDC200 M CML0038
acetaldeido aminoacidos aromaticos 3306909 M FDC272 ™ CML0800
0 FDC200 vI CML0038
Indol- Piruvato descarboxilase Chr 12: 964538-966472 [ FDC272 ¥ CML0800
acetaldeido (Passo 2)/ 4.1.1.74 v FDC307 v CML2241
MFDC200° M CMLO0038
Indol- Fator de transcricao Chr 12: 966699-969043 & FDC272 ™ CML0800
acetaldeido Zn(11)2Cys6 ¥ FDC307 ™M CML22412
Indol- Indol-acetaldeido Chr 9: 2139607- ™ FDC200 v CML0038
acetaldeido desidrogenase (Passo 3) / 2141291 M FDC272 M CML0800
1.2.1.3 ¥ FDC307 v CML2241
Indol- Indol-acetaldeido Chr 2: 3070292- M FDC200 M CML0038
acetaldeido desidrogenase (Passo 3) / 3072212 ™M FDC272 M CML0800
12.13 MFDC307  © CML2241

Continua
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Indol- Monooxigenase YUCCA / Chr 2: 7203674- M FDC200 ™M CML0038
acetaldeido 1.14.13.168 7205803 MFDC272 ™M CMLO0800
(desvio) MFDC307  © CML2241
Triptamina Descarboxilase de Chr 5: 1859440- 1 FDC200 M CML0038
aminoacidos aromaticos 1864159 M FDC272 M CML0800

(Passo 1) /4.1.1.28 M FDC307 M CML2241

Triptamina Amina oxidase (Passo 2) / Chr 11: 2379836- M FDC200 M CML0038
1.4.3.22 2382831 M FDC272 ™ CML0800

MFDC307 M CML2241

® Apenas um transcrito, dos trés que compdem o fator de transcri¢do, foi expresso.
Chr: cromossomo.

M Expresso em meio BD e em meio MS.

1 Expresso somente em meio BD.

M Expresso somente em meio MS.

Via do indol-acetaldeido: na via do indol-acetaldeido, o aminoacido triptofano ¢ convertido em
indol-piruvato pela acdo da aminotransferase de aminoacidos aromaticos (EC number: 2.6.1.27).
Em seguida, o indol-piruvato ¢ convertido em indol-acetaldeido, pela acdo da indol-piruvato
descarboxilase (EC number: 4.1.1.74), para finalmente ser convertido em &cido indol-acético

(AIA) pela indol-acetaldeido desidrogenase (EC number: 1.2.1.3) (Figura 14).

Via do indol-acetaldeido
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Triptofano Indol-piruvato Indol-acetaldeido

Acido indol-
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Figura 14. Via do indol-acetaldeido. 2.6.1.27: Aminotransferase de aminoacidos aromaticos.
4.1.1.74: Piruvato descarboxilase. 1.2.1.3: Indol-acetaldeido desidrogenase. Estruturas

quimicas com base no banco de dados KEGG.
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A Tabela 5 mostra que, com relagao ao cluster génico contendo os dois primeiros passos da via do
indol-acetaldeido (EC numbers: 2.1.6.27 e 4.1.1.74), existe expressao somente no meio MS por
parte de apenas um heterotalico (FDC307) e trés homotélicos (CML0800, CML2241 e CML0038,
sendo que este ultimo somente expressa o passo 2). Completando a via, observa-se ainda a
expressao de dois genes identificados como possiveis indol-acetaldeido desidrogenases, o terceiro
passo (Ec number: 1.2.1.3): um estando presente no cromossomo 9 € o outro no cromossomo 2,
sendo este Ultimo expresso por todos os isolados, nos dois meios de cultura. Este cenario propoe,
portanto, que a sintese de auxina pela via do indol-acetaldeido, fazendo-se uso dos componentes
do cluster génico do cromossomo 12, somente estaria sendo utilizada pelos isolados FDC307,
CMLO0800 e CML2241, uma vez que CMLO0038 expressa somente o passo 2. Observa-se também
que os genes pertencentes ao cluster (passos 1 e 2 da via) sdo somente expressos no meio de cultura

MS, condi¢do em que F. decemcellulare cresceu suplementado pelo aminoacido triptofano.

Desvio da via do indol-acetaldeido: no desvio da via do indol-acetaldeido, o indol-piruvato
resultante da atividade da aminotransferase de aminoacidos aromaticos (EC number: 2.6.1.27) é
convertido diretamente em AIA, pela monooxigenase YUCCA (EC number: 1.14.13.168) (Figura
15).

Via do indol-acetaldeido
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Figura 15. Desvio da via do indol-acetaldeido. 1.14.13.168: Monooxigenase YUCCA.
2.6.1.27: Aminotransferase de aminoacidos aromaticos. 4.1.1.74: Piruvato descarboxilase.

1.2.1.3: Indol-acetaldeido desidrogenase. Estruturas quimicas com base no KEGG.
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E possivel observar ainda que existe um gene, localizado no cromossomo 3, identificado como
putativa aminotransferase de aminoacidos aromaticos, o passo 1 da via do indol-acetaldeido (EC
number: 2.1.6.27). Este, por sua vez, ¢ expresso por todos os isolados, nos dois meios de cultura
avaliados, exceto no que se refere ao isolado homotalico CML2241, que somente expressa este
gene na condicdo MS. Com a expressdo por parte de todos os isolados desta putativa
aminotransferase no passo 1 da via, torna-se possivel um caminho diferente até o AIA: o desvio
da rota, partindo do precursor indol-piruvato via monooxigenase YUCCA (EC number:
1.14.13.168), com destino ao produto final - o hormdnio auxina. O gene da monooxigenase
YUCCA ¢ expresso por todos os isolados, nos dois meios de cultura, sugerindo, portanto, o uso do

desvio da rota do indol-acetaldeido, via YUCCA, para sintese de AIA.

Via da triptamina: na via da triptamina, o precursor triptofano ¢ convertido em triptamina pela
acdo da enzima descarboxilase de aminoacidos aromaticos (EC number: 4.1.1.28). Em seguida, a
triptamina € convertida em indol-acetaldeido pela amina oxidase, sendo posteriormente convertido

em AIA pela indol-acetaldeido desidrogenase (EC number: 1.2.1.3) (Figura 16).

Via da triptamina
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Figura 16. Via da triptamina. 4.1.1.28: Descarboxilase de aminoacidos aromaticos. 1.4.3.22:
Amina oxidase. 1.2.1.3: Indol-acetaldeido desidrogenase. Estruturas quimicas com base no

KEGG.

Como ja mencionado, a Tabela 5 mostra que dois genes, que correspondem ao terceiro passo da
via do indol-acetaldeido (Ec number: 1.2.1.3), sdo expressos. A expressdo desta putativa indol-

acetaldeido desidrogenase, sobretudo o gene presente no cromossomo 2 (expresso por todos os
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isolados) funciona também como terceiro passo da provavel segunda via de sintese do hormonio
auxina, detectada no transcriptoma e no genoma de F. decemcellulare: a via da triptamina. Foi
observado que ha expressao dos dois primeiros passos desta via (Ec numbers: 4.1.1.28 ¢ 1.4.3.22),
sendo o gene do primeiro passo identificado como uma putativa descarboxilase de aminoacidos
aromaticos, expresso por todos os isolados. O gene do segundo passo da via, identificado como
provavel amina oxidase, também ¢ expresso por todos os isolados, nos dois meios de cultura. Logo,
esta configuragdo sugere utilizagcdo de mais uma via de sintese do hormdnio auxina pelo fungo F.

decemcellulare.

Feitas as devidas consideragdes, sobre quais isolados expressam quais genes de quais vias,
¢ possivel observar que ndo existe um padrio de expressdo diferenciando heterotalicos de
homotalicos (Figura 17). Quanto aos meios de cultura, a inica influéncia notada foi que os genes
do cluster génico (via do indol-acetaldeido) somente foram expressos no meio MS (suplementado
com triptofano). Os demais genes detectados foram expressos em ambos os meios de cultura.
Observa-se, entdo, que as diferengas no que tange as vias utilizadas para a sintese do hormodnio

comegam a surgir ja no nivel de individuo para individuo, como resume a Tabela 6.
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Figura 17. Expressao em FPKM dos genes componentes da via do indol-acetaldeido e seu desvio e via da triptamina, a nivel dos tipos

sexuais, heterotalicos e homotalicos, de Fusarium decemcellulare. A. Genes expressos em meio MS. B. Genes expressos em meio BD.
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Tabela 6. Vias de sintese do hormonio auxina utilizadas por Fusarium decemcellulare

crescido nos meios de cultura BD e MS.

HETEROTALICOS HOMOTALICOS

FDC272 FDC307 | FDC200 | CML0038 | CML0800 | CML2241

VIAS BD MS | BD MS|BD | MS | BD | MS | BD | MS|BD | MS

Indol- ‘/ ‘/ ‘/

acetaldeido

Desvio da via
do indol-

acetaldeido \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ \/

(YUCCA)

friptamina | /" | v IV V|V vV iV V|V v

Nota-se, portanto, que existe expressao de genes componentes de vias de sintese de auxina
tanto por parte de individuos heterotalicos, quanto por individuos homotalicos. Uma vez que F.
decemcellulare esta diretamente relacionado com a causa dos sintomas do superbrotamento, os
dados até aqui apresentados constituem mais um indicador de que o fungo ¢ capaz de desencadear
a doenga, tendo como uma das provaveis taticas a sintese do hormoénio auxina. O desenho
experimental utilizado por este trabalho levou em conta os relatos publicados sobre a ocorréncia
da doenca em cacaueiro e mangueira (Reichle e Snyder, 1964; Guimardes 2013), por parte de
isolados somente heterotalicos e ndo homotélicos. Assim, contrariando o esperado dos resultados
aqui obtidos, tanto heterotalicos quanto homotalicos expressam genes de sintese de auxina. Ainda
nao existem registros de individuos homotalicos provenientes da cultura do guaranazeiro. Atribui-
se, portanto, a causa da doenga na cultura apenas aos individuos heterotalicos, até entdo. Vale
ressaltar, entretanto, que no que se trata da habilidade de sintetizar o hormonio, os dois tipos

sexuais sao apontados pelos dados aqui apresentados como possiveis produtores de auxina.
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5.4. Genes diferencialmente expressos

Considerando somente os genes com p-value < 0.05, foi identificado um total 1649 genes
diferencialmente expressos por heterotalicos e homotalicos em BD e 1466 genes diferencialmente
expressos pelos mesmos em MS. Em BD, 1094 genes foram mais expressos por heterotalicos e
555 genes mais expressos por homotalicos, enquanto que em MS, 1223 genes foram mais

expressos por heterotalicos e 243 genes mais expressos por homotalicos (Figura 18).
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Figura 18. Comparagao do numero de genes diferencialmente expressos identificados em isolados
heterotalicos € homotalicos de Fusarium decemcellulare crescidos em BD (A) e MS (B). No eixo
Y de A, escala representando o total de 1649 genes diferencialmente expressos em BD. No eixo Y

de B, escala representando o total de 1466 genes diferencialmente expressos em MS.

45



O banco de dados GO, utilizado para categorizar funcdes dos genes diferencialmente
expressos, classificou os genes mais expressos por heterotalicos e homotalicos, em BD e MS, apds
15 dias de crescimento nestes meios de cultura. As Figuras 19 e 20 apresentam o top 50 de termos
GO associados a genes mais expressos por heterotalicos € homotélicos em meio BD e em meio
MS, respectivamente.

O conjunto de genes mais expressos no meio de cultura BD (Figura 19) mostra que, no
aspecto Processos Biologicos, a categoria Cellular component organization or biogenesis ¢
somente observada no top 50 de homotalicos. Este grupo de genes esta representado por proteinas
como GRC3 (polinucleotideo-5-hidroxil-quinase), MSH6 (proteina de reparo do DNA) e NDC80
(proteina do cinetocoro). Ainda em BD, observa-se no aspecto Componentes Celulares, a categoria
Organelle part sendo constatada também apenas em homotalicos. Este grupo de genes esta
representado por, além das proteinas da categoria Cellular component organization or biogenesis
supracitadas, proteina ALP6 (proteina componente do centro de organiza¢ao de microtibulos), por
proteinas promotoras da anafase e envolvidas na divisao celular, em geral. O conjunto de genes
mais expressos no meio de cultura MS (Figura 20) mostra que, no aspecto Processos Bioldgicos,
a categoria Response to stimulus é somente observada no top 50 de homotalicos. Este grupo de
genes esta representado por proteinas como HSP98 (heat shock protein), proteina reguladora de
sensibilidade a drogas e proteinas de resposta a etanol. No aspecto Fungao Molecular, observa-se
as categorias Nucleic acid binding transcription fator activity e Transporter activity figurando no
top 50 somente de heterotalicos. Estes grupos de genes sdo representados pelo ativador
transcricional AROB80, proteina c6 finger, proteinas transportadoras ativas de ureia e de agucares.
No aspecto Componentes Celulares, as categorias Membrane-enclosed lumen, Macromolecular
complex e Organelle part figuram no top 50 de somente individuos homotalicos. Este grupo de
genes estd representado por uma isocitrato liase, proteinas transportadoras de acidos graxos,

proteina de controle de divisdo celular e pela proteina midasina.
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Figura 19. Termos GO (top 50) associados a genes mais expressos em heterotalicos (em cima) ¢ homotalicos (embaixo) na condi¢ao

BD.
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Figura 20. Termos GO (top 50) associados a genes mais expressos em heterotalicos (em cima) e homotalicos (embaixo) na condi¢ao

MS.
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5.5. Deteccao de AIA secretado por Fusarium decemcellulare

Para confirmar se F. decemcellulare é capaz de produzir AIA em meio de cultura, foi
realizada a analise por UPLC-ESI-TOF-MS tendo como amostra o meio de cultura MS, onde os
isolados FDC200 (heterotalico) e CML2241 (homotélico) foram crescidos nas condigdes ja
descritas. O padrao analitico de AIA foi utilizado para a confirmagdo inequivoca da presenca do
hormonio.

A Figura 21 apresenta o cromatograma em modo negative-ion Full Scan (m/z 120 — 1180
Da) e cromatogramas de ions extraidos (m/z 174.05 Da), referentes ao padrao analitico de AIA e
as amostras de meio de cultura onde foram crescidos os isolados FDC200 e CML2241. O padrao
analitico apresentou tempo de retencdo de 5,30 minutos e ion precursor m/z 174.0561 [M-H],
condizente com a formula molecular do AIA (C10HoNO»), apresentando erro menor que 5 ppm. A
fragmentacao do ion precursor de m/z 174.0549 sugeriu a perda neutra de CO; (-44 Da) e formacao
de um ion produto de m/z 130.0662. A comparagdo entre as amostras do meio de cultura onde
cresceram os isolados e o padrdo analitico demonstram que ha concordancia entre os tempos de
retengdo (Figura 21) e espectros de massas de alta resolugdo (Figura 22), tanto para a amostra
proveniente do crescimento de FDC200, quanto para a amostra proveniente de CML2241. As
amostras apresentaram os mesmos tempos de retencdo em 5,30 minutos, as mesmas formulas
moléculares C10H9NOz, com erros menores que 5 ppm. Os ions fragmentos encontrados em ambas
as amostras sao coerentes com o mecanismo de fragmentag¢do do padrdo analitico e com dados da
literatura, notando-se a partir do ion precursor m/z 174.0546 formagao de um ion produto com m/z
130.0657 [M-H-CO:] (Chiwocha et al., 2003; Matsuda et al., 2005).

Os dados cromatograficos e espectrométricos do padrdo analitico comparados aos dados
das amostras dos isolados FDC200 e CML2241 confirmam presenga de AIA no meio de cultura

MS e sugerem producao do hormodnio por parte dos isolados heterotalico e homotélico testados.
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Figura 21. Concordancia entre os tempos de reten¢ao (5,3 minutos) do padrao analitico — AIA
e das amostras provenientes do crescimento de Fusarium decemcellulare em meio de cultura

MS (FDC200 e CML2241).
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Figura 22. fons fragmentos das amostras FDC200 e CML2241 em concordancia com o mecanismo
de fragmentac¢do do padrao analitico: formagao de um ion produto com m/z 130.06 a partir de um

ion precursor de m/z 174.05.

6. DISCUSSAO

Em seus ambientes naturais, as plantas precisam lidar com um vasto namero de diferentes
organismos, por muitos dos quais as mesmas sdo desafiadas. Destes encontros, os que ocorrem
com micro-organismos, frequentemente, culminam em disputas travadas por crescimento e
sobrevivéncia. Tendo em vista uma planta como principal fonte de energia para uma gama de
micro-organismos, ¢ admissivel o fato de que plantas tenham desenvolvido opgdes de mecanismos
de resisténcia, sejam eles constitutivamente ativos ou induzidos apds o reconhecimento de algum
agente externo em processo de invasdo. Tais respostas de resisténcia sdo reguladas por fitormdnios,
que consistem em moléculas sintetizadas em baixas concentragdes, atuando sinergica e/ou
antagonicamente em uma rede complexa de interagdo para reger aspectos da planta como

crescimento, desenvolvimento, reproducdo e respostas a estimulos do ambiente (Denancé et al.,

2013; Wani et al., 2015).

51



Dentro deste contexto, a planta, geralmente, encontra-se no que pode ser cunhado como
um dilema: ¢ necessaria a manutengao do equilibrio entre desenvolver-se e defender-se. Alguns
hormonios, principalmente aqueles que controlam respostas de crescimento da planta e exercem
fundamental papel também na defesa da mesma, terminam figurando nos dois extremos deste
equilibrio  (Ludwig-Miiller, 2015). Paralelamente, estudos mostram concomitante
desenvolvimento, por parte de patdgenos, de sofisticados mecanismos moleculares para desregular
a biossintese de hormdnios em plantas e/ou interferir em vias de sinalizacdo dependentes de
hormonios (Jones e Dangl, 2006; Tanaka et al., 2011; Gonzalez-Lamothe ef al., 2012; Denancé et
al., 2013). Em termos de interagdo planta-patdogeno, a expressao ‘arms race’ (em portugués,
corrida das armas), cunhada por Anderson et al. (2010), refere-se a coevolugao de taticas de defesa
e colonizagdo, de plantas e micro-organismos, respectivamente. Se o equilibrio hormonal pender
para o lado da planta, entdo a planta ‘vence a corrida’. O oposto acontece se o patégeno for capaz
de voltar o sistema hormonal para seu beneficio. Entdo, o patdogeno ‘vence a corrida’ (Ludwig-
Miiller, 2015).

O horménio auxina é um destes horménios envolvidos no desenvolvimento da planta, bem
como em respostas de defesa, estando nos dois lados do equilibrio mencionado. Até o0 momento,
a auxina é mais estudada na sua forma AlA (&cido indol-acético), ao qual é atribuido fun¢des como
alongamento e divisao celular, respostas tropicas, desenvolvimento vascular, resposta a estimulos
bidticos e abibticos e organizacdo geral das raizes (Santner e Estelle, 2009; Kieffer et al., 2010;
Gonzélez-Lamothe et al., 2012). Entretanto, auxinas podem também impactar negativamente,
interferindo em vias de sinalizacdo de outros horménios, como a citocinina, ou ainda no
mecanismo PTI (PAMP-triggered immunity) de defesa da propria planta (Navarro et al., 2006;
Robert-Seilaniantz, 2011; Naseem e Dandekar, 2012). Sendo assim, a supracitada coevolugéo de
taticas de defesa da planta e colonizacdo de micro-organismos, como fungos, confere a estes a
capacidade de burlar o sistema de defesa da hospedeira, além de contribuir com o desequilibrio
hormonal, fazendo uso também da sintese do hormdnio auxina.

A sintese de auxinas por fungos durante a invasdo dos tecidos de planta é relatada em
interagdes como a de Moniliophthora perniciosa — cacaueiro (Kilaru et al., 2007) Magnaporthe
oryzae —arroz (Tanaka et al., 2011) e Puccinia graminis f. sp. tritici —trigo (Yin et al., 2014). Em
interacdes que desencadeiam sintomas semelhantes aos do superbrotamento em guaranazeiro, que

partem do principio de multiplicacdo exagerada de células, hipertrofia e hiperplasia celular,
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registra-se um desequilibrio na concentracdo do hormonio, o qual pode ser uma das causas destes
sintomas (Lee et al., 2009; Tooker e De Moraes, 2011; Yamagushi et al., 2012; Bartlett e Connor,
2014; Teixeira et al., 2014).

Assim, levando-se em conta estas caracteristicas dos sintomas do superbrotamento em
guaranazeiro e a etiologia da doenca atribuida ao fungo Fusarium decemcellulare (Batista e
Bolkan, 1982), o presente trabalho levantou a hipdtese de que F. decemcellulare também € capaz
de sintetizar auxina. O fungo, portanto, estaria se utilizando desta tatica para burlar o sistema de
defesa da planta, causando sintomas que seriam resultantes da perturbagdo hormonal durante a
infeccdo. Deste modo, para testar a habilidade do fungo em produzir o horménio auxina,
individuos homotalicos e heterotalicos foram crescidos em dois meios de cultura diferentes: o meio
BD, feito a partir de batata; e 0 meio MS, suplementado com o aminoé&cido triptofano, precursor
da auxina. Tendo em vista os relatos da ocorréncia de superbrotamento em outras culturas, como
cacaueiro e mangueira (Reichle e Snyder, 1964; Guimardes 2013), que relacionam a doenca apenas
a individuos heterotalicos, esperava-se encontrar expressao de genes de vias de sintese de auxina
somente em heterotalicos.

Apo6s sequenciamento e montagem do genoma de Fusarium decemcellulare, foram feitas
buscas de genes que codificassem enzimas envolvidas na sintese de auxina, conforme detalha o
item 4.3.3., da secdo Material e Métodos. Os primeiros indicativos da capacidade de sintese de
auxina de F. decemcellulare surgiram apés a identificacdo de genes componentes de vias de sintese
do horménio nesta etapa de busca no genoma, como mostram as Figuras 6-12, da se¢do 5.1. A
localizacdo dos genes pertencentes a via do indol-acetaldeido e seu desvio, refor¢ou ainda mais a
hipbtese, principalmente, porque dois dos genes envolvidos na via foram encontrados organizados
em cluster (Figura 6), como ocorre por exemplo com os genes da via do indol-3-acetamida, em F.
verticillioides, F. oxysporum, F. proliferatum, F. fujikuroi (Tsavkelova et al., 2012). Além disso,
a localizacdo de genes pertencentes a via da triptamina consistiu em mais uma possibilidade para
a sintese do hormdnio. Desta forma, os primeiros indicativos de sintese de auxina por parte de F.
decemcellulare foram localizados a nivel genémico, sendo a proxima etapa de analises, portanto,
saber se as duas vias estariam sendo expressas e por quais individuos: homotalicos e/ou
heterotalicos.

Nas analises de expressédo, foi observado que todos os genes das duas vias descobertas no

genoma de F. decemcellulare foram expressos nos meios de cultura BD e MS, pelos dois tipos
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sexuais — homotalicos e heterotalicos. A Tabela 5 detalha quais genes, de quais vias, foram
expressos por quais individuos. Diferente do que era esperado, houve expressdo de genes de vias
de sintese também em individuos homotélicos, além da expressdo em heterotalicos. A literatura
conta com registros de fungos capazes de sintetizar o hormonio auxina, independentemente do tipo
sexual, como ocorre com os homotalicos Moniliophtora perniciosa (Kilaru et al., 2007; Kdiies e
Navarro-Gonzalez, 2010) e Taphrina deformans (Cissé et al., 2013; Tsai et al., 2014) e com 0s
heterotalicos Magnaporthe oryzae (Tanaka et al., 2011; Saleh et al., 2012) e Fusarium
proliferatum (Waalwijk, et al., 2004; Tsavkelova et al., 2012). Um fato a ser investigado é o que
foi observado quanto a expressdo destes genes: os dois tipos sexuais, homotalicos e heterotalicos,
ndo apresentam um padrdo de expressdo que os diferencie (Figura 17). Mesmo a nivel de
individuos, observou-se diferencas no que tange as vias de sintese de auxina expressas por cada
isolado em cada meio de cultura avaliado (Tabela 6). Vale ressaltar que Fusarium decemcellulare
trata-se de um complexo de espécies homotalicas e heterotalicas (Guimaraes, 2013), ainda sem
elucidacgdes acerca deste grau de complexidade.

O conjunto de espécies do género Taphrina, composto por T. wiesneri, T. deformans, T.
flavorubra e T. populina, que tém como hospedeiras plantas do género Prunus e Populus,
provocam sintomas como vassoura-de-bruxa e uma espécie de tumefacdo nas folhas (Rodrigues e
Fonseca, 2003; Tsai et al., 2014). Tsai et al. (2014) levantam a hipdtese de a causa destes sintomas
tratar-se do desequilibrio hormonal nos tecidos infectados da planta, ressaltando a relacdo da
presenca de genes de vias de sintese de AIA nos genomas das espécies de Taphrina com o
desenvolvimento das doencas. Uma das vias de sintese do hormdnio encontradas no conjunto de
Taphrina spp. foi a via do indol-acetaldeido, que € a principal via de sintese do horménio em
Ustilago maydis (Reineke et al., 2008). Assim como no conjunto de espécies do género Taphrina
e em U. maydis, no presente trabalho foi detectada em F. decemcellulare a via do indol-
acetaldeido, com duas putativas aminotransferases de aminoacidos aromaticos (passo 1 da via),
uma putativa piruvato descarboxilase (passo 2 da via) e duas putativas indol-acetaldeido
desidrogenases (passo 3 da via) (Tabela 5). A deteccdo destes genes foi realizada tanto a nivel
gendmico (Figuras 6-9), quanto a nivel transcriptdmico, o que sugere que F. decemcellulare seja
capaz de produzir auxina pela mesma via que U. maydis produz e que o conjunto Taphrina spp.
pode ser capaz de produzir. Os resultados obtidos apontam ainda uma opgéo de desvio da via do

indol-acetaldeido, através de uma putativa monooxigenase YUCCA, detectada a nivel genémico
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(Figura 10) e transcriptdmico (Tabela 5). A sintese do hormonio através da proteina YUCCA
consiste na principal forma de producdo de AIA em Arabidopsis (Mashiguchi et al., 2011),
presente também de uma forma semelhante em F. decemcellulare, sugerindo mais um caminho ao
produto final auxina no fungo.

Entre os genes diferencialmente expressos, destaca-se o ativador transcricional ARO 80,
mais expresso no meio MS por individuos heterotalicos. Este ativador transcricional responde por
ativar a expressdo das enzimas ARO 9 e ARO 10 em Saccharomyces cerevisiae (Iraqui et al.,
1999; Lee e Hahn, 2013), em resposta a aminoacidos aromaticos. ARO 9 e ARO 10 s&o enzimas
envolvidas nas conversbes de triptofano em indol-piruvato e em indol-acetaldeido,
respectivamente, que sdo 0s mesmos passos realizados pelas putativas enzimas da via do indol-
acetaldeido, detectadas em F. decemcellulare.

Além da via do indol-acetaldeido e seu desvio pela proteina YUCCA, foi detectada em F.
decemcellulare uma segunda via de sintese de AlA: a via da triptamina. A via da triptamina é
conhecida como rota até a producdo de AIA ha algum tempo em bactérias como Azospirillum
brasilense (Hartmann, et al., 1983); em plantas, sendo melhor compreendida pelo trabalho de Zhao
et al. (2001); e em fungos como Fusarium delphinoides (Kulkarni et al., 2013). Em F.
decemcellulare foram detectadas uma putativa descarboxilase de aminoacidos aromaticos (passo
1 da via) e uma putativa amina oxidase (passo 2 da via). Assim, F. decemcellulare possui mais
uma provavel via de sintese do horménio auxina, com genes localizados a nivel genémico (Figuras
11 e 12) e de expressédo detectada nas condicOes testadas (Tabela 5).

Os resultados de expressdo obtidos somam-se aos indicativos genémicos e sustentam a
hipbtese de sintese do hormonio auxina por parte de F. decemcellulare. Entretanto, ndo somente a
nivel gendmico e transcriptdmico, seria importante verificar a existéncia do produto destas
possiveis vias de biossintese no fungo. Com isso, a habilidade de sintese de AIA por parte de F.
decemcellulare foi testada por meio do crescimento do fungo no meio de cultura MS, enriquecido
com o precursor da auxina, 0 amino&cido triptofano. Apds remocao dos micélios dos isolados
FDC200 e CML2241, escolhidos para o teste, do meio de cultura, o liquido proveniente do
crescimento de cada isolado foi entdo liofilizado para utilizagdo em analises de cromatografia
liquida de ultra performance acoplada a um sistema de espectrometria de massa. A molécula
detectada no meio de cultura apresentou as mesmas caracteristicas do padrdo analitico de AIA

usado na andlise, sugerindo a capacidade de biossintese de auxina por parte do fungo.
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Como ja discutido, 0 hormonio auxina é utilizado por plantas no seu desenvolvimento
estrutural e orientacdo no ambiente e estd envolvido na resposta de defesa a agentes invasores. Em
doencas causadas por alguns patdgenos, entretanto, o horménio esta fortemente relacionado ao
desencadeamento da doenga nas respectivas hospedeiras. Existem patdgenos que se utilizam da
prépria maquinaria de sintese de auxina da planta para desencadear sintomas, que séo 0s casos da
bactéria Agrobacterium tumefaciens (Lee et al., 2009) e de Plasmodiophora brassicae (Ludwig-
Miiller et al., 2009; Jahn et al., 2013). Em outros casos, eles “sequestram” a via de sinaliza¢ao de
auxina ou os conjugados AlA-aminoécido, gerados pela proteina GH3 da planta, como faz Botrytis
cinerea em Arabidopsis, que sequestra o conjugado AIA-Asp para ativacdo de genes de
patogenicidade. Outros patdgenos, por conta propria, sintetizam o fitorménio auxina e essa
habilidade é relacionada pelos estudos ao desenvolvimento de sintomas em suas hospedeiras, como
s80 0s casos ja mencionados do conjunto de espécies do género Taphrina (Rodrigues e Fonseca,
2003; Tsai et al., 2014), Ustilago maydis (Guevara-Lara, et al., 2000; Reineke et al., 2008) e
Moniliophthora perniciosa (Kilaru et al., 2007), por exemplo. Os dados aqui obtidos indicam que
F. decemcellulare se utiliza de duas putativas vias de sintese do hormdnio auxina. O fato de um
patdgeno também sintetizar auxina confere ao mesmo pelo menos duas vantagens: além do
fitormbnio impactar negativamente em outros horménios (citocinina, por exemplo) e no
mecanismo PTI de defesa da planta, como ja discutido anteriormente, o AIA também é capaz de
induzir a expressdo de expansinas, responsaveis pelo afrouxamento da parede celular de células
de plantas (Cosgrove et al., 2002). Logo, a producgéo de auxina por parte de F. decemcellulare
poderia sugerir também uma tatica durante o processo de infeccdo do fungo, que interage com a
parede celular para colonizagédo do tecido, avancando pelos espacos extracelulares.

O acumulo de auxina durante o processo de infeccdo relacionado ao afrouxamento da
parede celular ja foi proposto por Ding et al. (2008) e Fu et al. (2011), nos trabalhos acerca de
interacdes com arroz de Xanthomonas oryzae pv. oryzae e Magnaporthe grisea, respectivamente.
Isto, portanto, proporcionaria expansdo celular e células com paredes menos rigidas, favorecendo
melhor penetracdo de patdgenos (Kazan e Manners, 2009; Ludwig-Muller, 2015).

Na literatura constam ainda registros do papel da parede celular no confinamento de
doencas e, portanto, melhor resisténcia por parte da hospedeira. Este tipo de resposta de defesa
esta diretamente relacionado ao hormdnio etileno, como sustentam os trabalhos de Brown (1978)

e Lloyd etal. (2011). Brown (1978) observou que tangerinas tratadas com etileno se tornaram mais
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resistentes a antracnose causada pelo patdégeno Colletotrichum gloeosporioides, havendo um
maior acimulo de compostos fendlicos e lignina na parede celular. Por sua vez, Lloyd et al. (2011)
constataram forte relagdo ao hormonio etileno do refor¢o de hidroxicinamatos e monolignois na
parede celular, o que confere maior resisténcia de Arabidopsis a Botrytis cinerea. O hormonio
etileno tem suma importancia em situacdes de estresse abiotico, mas também em casos de
interacdes planta-patdgeno. A producdo do fitormonio por parte da planta pode ser induzida pela
invasdo do patdgeno e suas toxinas, tendo o hormonio a capacidade de ativar processos de defesa
da planta, como a producéo de fitoalexinas, fenilpropanoides e alteragdes na parede celular, como
mencionado (Bell, 1981; Bleecker e Kende, 2000; Diaz et al., 2002).

Curiosamente, o fungo F. decemcellulare possui a nivel genémico (Figura Al - Anexos) e
transcriptdmico uma putativa aminociclopropano (ACC) deaminase, que tem como funcéo clivar
o precursor do etileno, ACC, resultando em amonia ¢ a-cetobutirato (Honma e Shimomura, 1978;
Nascimento et al., 2014). A Tabela 7 reine quais isolados expressam a enzima e em quais meios

de cultura:

Tabela 7. Aminociclopropano deaminase expressa por Fusarium decemcellulare.

ENZIMA LOCO ISOLADO
1-aminociclopropano-1- Chr 5: 3802092-3802968 “ FDC200 M CML0038
carboxilato deaminase v FDC272 v CML0800

M FDC307 0 CML2241

Chr: cromossomo.

M Expresso em meio BD e em meio MS.
[ Expresso somente em meio BD.

M Expresso somente em meio MS.

E possivel observar que, com relagio a esta enzima, também nio existe qualquer padrio
que diferencie homotalicos de heterotalicos. Com excec¢do do isolado CML2241, todos os outros
isolados sintetizam ACC deaminase, em BD e/ou MS. Novamente foi verificado que ndo existe
também um padrao em termos de meio de cultura e que se observam diferencas ja no nivel de
individuos. No entanto, seja em BD ou MS, 5 dos 6 isolados aqui avaliados expressam a enzima
ACC deaminase. A expressdo desta enzima soma-se a habilidade de sintetizar auxina para formar
um provavel conjunto de atributos que conferem a F. decemcellulare posi¢ao oposta a das plantas

na disputa entre forcas de colonizacao e defesa, respectivamente. Ter a capacidade de degradar o
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precursor do etileno pode significar mais uma forma de interferir nas concentragdes de fitormdnios
no local da infec¢do e, com isso, desregular todo um sistema dependente destes hormonios para
defesa da planta e conten¢do do avango do patdgeno.

Os dados até o presente momento obtidos permitem lancar luz sobre pelo menos dois
provaveis componentes do possivel vasto conjunto de estratégias de F. decemcellulare para
colonizagdo: a capacidade de sintese de auxina e de bloqueio da produgdo de etileno da planta. A
possivel capacidade de sintetizar auxina significa uma op¢ao de atenuar o sistema de imunidade
inata da planta, interferindo nos mecanismos de defesa PTI e ETI (effector-triggeres immunity),
sendo este segundo ativado quando o patdgeno secreta fatores de viruléncia (efetores) que
reprimem o mecanismo PTI (Boller e He, 2009; Xin e He, 2013; Naseem et al., 2015). Além disso,
conjugados do hormoénio auxina, como o conjugado AIA-Asp, gerado pela proteina GH3, podem
contribuir com a regulagdo de genes de viruléncia do patégeno, como ocorre com Botrytis cinerea
e Pseudomonas syringae, em Arabidopsis (Gonzalez-Lamothe et al., 2012). A auxina sintetizada
pelo patogeno pode auxiliar ainda durante a penetragdo do mesmo no tecido da hospedeira, uma
vez que induz a expressdo de expansinas, que afrouxam a parede celular das células da planta
(Cosgrove et al., 2002). A provavel capacidade de F. decemcellulare de bloquear a sintese de
etileno por parte da planta contribui com mais uma opg¢do de driblar o sistema de defesa e
contengdo da planta, uma vez que o etileno estd envolvido na produgdo de fitoalexinas e
fenilpropanoides e também nas alteracdes na parede celular, com o refor¢o por meio de
hidroxicinamatos e monolignois (Brown, 1978; Bell, 1981; Bleecker e Kende, 2000; Diaz ef al.,
2002; Lloyd et al., 2011).

Os resultados por este trabalho obtidos, portanto, sustentam a hipdtese do seguinte cendrio:
levando-se em conta o momento em que o guaranazeiro estd sendo colonizado por F
decemcellulare, a concentragdo natural de auxinas em dado tecido da planta iria se somar a dose
exogena do hormdnio proveniente do fungo. Supde-se, entdo, que a situacdo atual, agora de
consequente desequilibrio hormonal, estimularia a planta a controlar o quadro. O mecanismo de
homeostase de auxina, baseado nas proteinas GH3 (se¢ao Revisdo Bibliografica), conjuga a
molécula de AIA com aminoacidos, agucares e peptideos em ligacdes reversiveis e irreversiveis.
Assim, uma parcela do hormdnio, portanto, passaria a ndo estar mais disponivel, uma vez que
conjugados como AIA-Glu e AIA-Asp configuram indisponibilidade das moléculas de AIA ligadas

irreversivelmente a estes aminoacidos (primeiro fator redutivo do teor de auxina) (Woodward e
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Bartel, 2005; Ludwig-Miiller, 2011). Encontrando-se em situagdo de invasao de um agente externo,
a planta entdo precisaria ativar seu sistema de imunidade inata, valendo ressaltar que em
detrimento da sintese de auxina (segundo fator redutivo do teor de auxina). A condi¢do de invasdo
de um agente externo ativaria também vias de sintese, sinalizagao e transporte do hormonio etileno,
apds reconhecimento do agente invasor no ato da penetracdo. A concentragdo deste hormonio,
entdo, se elevaria, enquanto que F. decemcellulare expressaria a enzima ACC deaminase (degrada
o precursor do etileno), na tentativa de conter o sistema de defesa da planta dependente de etileno.

Sendo assim, portanto, os sintomas caracteristicos do superbrotamento causado por
Fusarium decemcellulare em guaranazeiro seriam o reflexo da disputa de taticas de colonizagao e
defesa entre o fungo e a planta, respectivamente. O superbrotamento de gemas, galhas e a
hiperplasia floral, que partem do principio de multiplicagdo exagerada de células e estruturas,
podem ser reflexo do desequilibrio de auxina causado pela dose a mais introduzida por F
decemcellulare durante a infeccao, dadas as fungdes ja discutidas deste hormdnio. O encurtamento
observado nos ramos do sintoma superbrotamento de gemas pode ser reflexo da tentativa de
equilibrar o teor de auxina, por parte da planta, reduzindo a concentragdo via proteinas GH3. Desta
forma, os dados aqui obtidos sugerem que F. decemcellulare, nas suas formas heterotalicas e
homotalicas, seria capaz de avancar o processo de infec¢do e desencadear os sintomas do
superbrotamento em guaranazeiro utilizando-se da possivel capacidade de sintese de auxina e
bloqueio de etileno, sendo os sintomas da doenga uma consequéncia do desequilibrio hormonal

causado pelo fungo.
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7. CONCLUSOES

Fusarium decemcellulare estd relacionado com o desenvolvimento de sintomas como
superbrotamento de gemas vegetativas e florais e galhas em uma gama de hospedeiros, dentre eles,
o guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis). Os sintomas partem basicamente do principio de
multiplicacdo exagerada de células e estruturas, havendo na literatura indicios que suportam o
desequilibrio de auxina causado pelo patégeno como possivel causa deste tipo de doenca em outros
hospedeiros. O presente trabalho levantou a hipdtese de que isolados heterotdlicos de F
decemcellulare sejam capazes de sintetizar auxina, uma vez que isolados homotalicos sao
reportados na literatura como sendo nao-patogénicos. Com base nos resultados aqui obtidos,
sugere-se, pelo menos, duas vias de sintese do hormdnio, tanto em individuos heterotalicos, quanto
em individuos homotalicos: a via do indol-acetaldeido, o desvio desta via e a via da triptamina.
Nao somente a niveis gendmico e transcriptdmico, obteve-se como resultado também a detec¢ao
de moléculas de AIA (4cido indol-3-acético) no meio de cultura MS, tanto no crescimento do
isolado heterotalico (FDC200), quanto no crescimento do isolado homotalico (CML2241). A
detec¢do do hormoénio em meio de cultura, juntamente com os indicativos gendmicos e
transcriptdomicos, sugerem a habilidade de biossintese do hormdnio auxina por parte dos dois tipos
sexuais de F. decemcellulare — heterotalicos e homotalicos.

A possivel capacidade de degradacdo do precursor do etileno, através da putativa ACC
deaminase, figura ainda como mais uma op¢ao de tatica de colonizagdo de F. decemcellulare com
fins de driblar o sistema de defesa e contengdo da planta. Sendo assim, o presente trabalho langa
luz sobre duas das possiveis estratégias de colonizagdo de F. decemcellulare, com consequente
desencadeamento do superbrotamento em guaranazeiro: a capacidade de sintese de auxina e de
bloqueio da sintese de etileno na planta. Estas possiveis causas da doenca aqui apontadas, portanto,
compdem um conjunto de informagdes de suma importancia para guiar futuros experimentos, na

tentativa de se obter formas eficientes de controle do superbrotamento na cultura do guaranazeiro.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi realizado pelo mestrando Igor Kelvyn Cavalcante Lobo, do programa de
P6s-Graduagao em Biotecnologia da UFAM. O propésito do trabalho foi gerar conhecimentos
acerca dos possiveis mecanismos dos quais se utiliza o fungo Fusarium decemcellulare para
desencadeamento do superbrotamento em guaranazeiro. Aqui iniciou-se a busca por genes de vias
de sintese de auxina, bem como suas expressoes.

A partir dos resultados obtidos, sabe-se, entdo, do potencial que tem F. decemcellulare para
a sintese do hormoénio auxina, além de provaveis outras taticas, como a degradacdo do precursor
do etileno através da enzima ACC deaminase. Estes resultados contribuem para elencar
informacdes necessarias ao entendimento do desencadeamento da doenca e, com isso, favorecer o
desenvolvimento de taticas eficientes de controle. Além disso, o trabalho pode fundamentar novos
experimentos daqui em diante, uma vez que € necessario reforgar os achados do estudo a fim de
confirmar a hipotese levantada inicialmente, bem como as outras hipdteses que surgiram,
consequentemente. Dentro deste contexto, pretende-se avaliar a patogenicidade de ambos os tipos
sexuais do fungo, homotalico e heterotalico, a partir de testes de inoculag¢do. Vale ressaltar que a
capacidade de sintese de auxina foi observada também em individuos homotalicos, diferente da
expectativa da hipdtese inicial. Sendo assim, testes de patogenicidade preencheriam lacunas
resultantes dos dados aqui obtidos. E importante frisar também que novos experimentos de
deteccao de AIA em meio de cultura, desta vez de carater quantitativo, fazem-se necessarios.
Assim, seria possivel investigar se existe alguma diferenc¢a na quantidade de auxina secretada pelos
dois tipos sexuais e que pode estar relacionada com o fato de individuos homotalicos ndo serem
patogénicos em outras culturas. Ha, ainda, a necessidade de avaliar se existem outras provaveis
vias de sintese de outros fitormonios, como giberelina e citocinina, € se estas vias estdo presentes
também nos dois tipos sexuais.

O presente trabalho, portanto, fornece importantes informagdes a respeito do
desenvolvimento do superbrotamento em guaranazeiro, pode fundamentar novos experimentos e

contribui como base para elaboragdo de taticas eficientes de manejo e controle da doenca.
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10. ANEXOS

Box 1 | Comandos do Trimmomatic-0.33.

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/13 CCGTCC _L002 R1 001.fast
q

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/13 CCGTCC _L002 R2 001.fast
q 13 CCGTCC_L002 R1 001 PAIRED.fastq 13 CCGTCC_L002 R1 001 UNPAIRED.fastq
13 CCGTCC L002 R2 001 PAIRED.fastq 13 CCGTCC _L002 R2 001 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p1

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/13 CCGTCC _L002 R1 002.fast
q

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/13 CCGTCC _L002 R2 002.fast
q 13 CCGTCC_L002 R1 002 PAIRED.fastq 13 CCGTCC_L002 R1 002 UNPAIRED.fastq
13 CCGTCC_L002 R2 002 PAIRED.fastq 13 CCGTCC_L002 R2 002 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p2

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/13 CCGTCC _L002 R1 003.fast
q

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/13 CCGTCC _L002 R2 003.fast
q 13 CCGTCC L002 R1 003 PAIRED.fastq 13 CCGTCC L1002 R1 003 UNPAIRED.fastq
13 CCGTCC_L002 R2 003 PAIRED.fastq 13 CCGTCC L1002 R2 003 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.qg —N p3

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/13 CCGTCC L002 R1 004.fast
q

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/13 CCGTCC _L002 R2 004.fast
q 13 CCGTCC L002 R1 004 PAIRED.fastq 13 CCGTCC L002 R1 004 UNPAIRED.fastq
13 CCGTCC L002 R2 004 PAIRED.fastq 13 CCGTCC L002 R2 004 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p4
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echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

19 CGATGT L002 R1 001.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

19 CGATGT _L002 R2 001.fastq 19 CGATGT L002 R1 001 PAIRED.fastq
19 CGATGT L002 R1 001 UNPAIRED.fastq 19 CGATGT L002 R2 001 PAIRED.fastq
19 CGATGT L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p5

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

19 CGATGT _L002 R1 _002.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

19 CGATGT _L002 _R2 002.fastq 19 CGATGT _L002 R1 002 PAIRED.fastq
19 CGATGT L002 R1 002 UNPAIRED.fastq 19 CGATGT L002 R2 002 PAIRED.fastq
19 CGATGT L002 R2 002 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p6

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

19 CGATGT_L002 R1 003.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

19 CGATGT L002 R2 003.fastq 19 CGATGT L002 R1 003 PAIRED.fastq
19 CGATGT _L002 R1 003 UNPAIRED.fastq 19 CGATGT _L002 R2 003 PAIRED.fastq
19 CGATGT L002 R2 003 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —N p7

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

19 CGATGT L002 R1 004.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

19 CGATGT L002 R2 004.fastq 19 CGATGT L002 R1 004 PAIRED.fastq
19 CGATGT L002 R1 004 UNPAIRED.fastq 19 CGATGT L002 R2 004 PAIRED.fastq
19 CGATGT _L002 R2 004 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p8

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

19 CGATGT _L002 R1 005.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/
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19 CGATGT _L002 R2 005.fastq 19 CGATGT _L002 R1 005 PAIRED.fastq
19 CGATGT L002 R1 005 UNPAIRED.fastq 19 CGATGT L002 R2 005 PAIRED.fastq
19 CGATGT L002 R2 005 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | qsub -cwd -q all.q —N p9

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

21 GTGAAA L1002 R1 001.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

21 GTGAAA L002 R2 001.fastq 21 GTGAAA L002 R1 001 PAIRED.fastq
21 GTGAAA L1002 R1 001 UNPAIRED.fastq 21 GTGAAA L1002 R2 001 PAIRED.fastq
21 GTGAAA L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p10

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

21 GTGAAA L002 R1 002.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

21 GTGAAA L1002 R2 002.fastq 21 GTGAAA L002 R1 002 PAIRED.fastq
21 GTGAAA L1002 R1 002 UNPAIRED.fastq 21 GTGAAA L1002 R2 002 PAIRED.fastq
21 GTGAAA L002 R2 002 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p11

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

21 GTGAAA L002 R1 003.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

21 GTGAAA L002 R2 003.fastq 21 GTGAAA L002 R1 003 PAIRED.fastq
21 GTGAAA L1002 R1 003 UNPAIRED.fastq 21 GTGAAA L1002 R2 003 PAIRED.fastq
21 GTGAAA L002 R2 003 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p12

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

21 GTGAAA L002 R1 _004.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

21 GTGAAA L1002 R2 004.fastq 21 GTGAAA L1002 R1 004 PAIRED.fastq
21 GTGAAA L002 R1 004 UNPAIRED.fastq 21 GTGAAA L1002 R2 004 PAIRED.fastq
21 GTGAAA L1002 R2 004 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p13

82




echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

2241 BD ATGTCA _L002 R1 001.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

2241 BD ATGTCA _L002 R2 001.fastq 2241 BD ATGTCA L002 R1 001 PAIRED.fastq
2241 BD ATGTCA L002 R1 001 UNPAIRED.fastq

2241 BD ATGTCA L002 R2 001 PAIRED.fastq

2241 BD ATGTCA L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —-N p14

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

2241 BD ATGTCA_L002 R1 _002.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

2241 BD ATGTCA _L002 R2 002.fastq 2241 BD ATGTCA L002 R1 002 PAIRED.fastq
2241 BD _ATGTCA L002 R1 002 UNPAIRED.fastq

2241 BD ATGTCA L002 R2 002 PAIRED.fastq

2241 BD ATGTCA L002 R2 002 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —N p15

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

2241 BD_ATGTCA L002 R1 003.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

2241 BD ATGTCA _L002 R2 003.fastq 2241 BD ATGTCA L002 R1 003 PAIRED.fastq
2241 BD _ATGTCA L002 R1 003 UNPAIRED.fastq

2241 BD ATGTCA L002 R2 003 PAIRED.fastq

2241 BD ATGTCA L002 R2 003 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —-N p16

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

2241 BD_ATGTCA L002 R1 _004.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

2241 BD ATGTCA _L002 R2 004.fastq 2241 BD ATGTCA L002 R1 004 PAIRED.fastq
2241 BD ATGTCA L002 R1 004 UNPAIRED.fastq

2241 BD ATGTCA L002 R2 004 PAIRED.fastq

2241 BD ATGTCA L002 R2 004 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —-N p17

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/
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2241 MS CAGATC_L002 R1 001.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

2241 MS CAGATC _L002 R2 001.fastq 2241 MS CAGATC L002 R1 001 PAIRED.fastq
2241 MS CAGATC _L002 R1 001 UNPAIRED.fastq

2241 MS CAGATC L002 R2 001 PAIRED.fastq

2241 MS CAGATC L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —N p18

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/24 GTCCGC L002 R1 001.fas

tq /projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/
24 GTCCGC_L002_R2 001.fastq 24 GTCCGC_L002 R1 001 PAIRED.fastq
24 GTCCGC_L002_R1 001 UNPAIRED.fastq 24 GTCCGC _L002 R2 001 PAIRED.fastq

24 GTCCGC L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p19

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/24 GTCCGC _L002 R1 002.fas

tq /projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/
24 GTCCGC _L002_R2 002.fastq 24 GTCCGC L002 R1 002 PAIRED.fastq
24 GTCCGC L002 R1 002 UNPAIRED.fastq 24 GTCCGC L002 R2 002 PAIRED.fastq

24 GTCCGC_L002_R2 002_UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | qsub -cwd -q all.q —N p20

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/24 GTCCGC L002 R1 003.fas

tq /projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/
24 GTCCGC _L002 R2 003.fastq 24 GTCCGC L002 R1 003 PAIRED.fastq
24 GTCCGC L002 R1 003 UNPAIRED.fastq 24 GTCCGC L002 R2 003 PAIRED.fastq

24 GTCCGC_L002_R2 003_UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | qsub -cwd -q all.q —N p21

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/24 GTCCGC L002 R1 004.fas

tq /projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/
24 GTCCGC L002 R2 004.fastq 24 GTCCGC L002 R1 004 PAIRED.fastq
24 GTCCGC L002 R1 004 UNPAIRED.fastq 24 GTCCGC L002 R2 004 PAIRED.fastq

24 GTCCGC _L002 R2 004 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p22
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echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

272 BD ACAGTG _L002 R1 001.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

272 BD ACAGTG _L002 R2 001.fastq 272 BD ACAGTG L002 R1 001 PAIRED.fastq
272 BD ACAGTG _L002 R1 001 UNPAIRED.fastq

272 BD ACAGTG L002 R2 001 PAIRED.fastq

272 BD ACAGTG _L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.qg —-N p23

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

272 BD ACAGTG _L002 R1 002.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

272 BD ACAGTG _L002 R2 002.fastq 272 BD ACAGTG _L002 R1 002 PAIRED.fastq
272 BD ACAGTG L002 R1 002 UNPAIRED.fastq

272 BD ACAGTG L002 R2 002 PAIRED.fastq

272 BD ACAGTG _L002 R2 002 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p24

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

272 BD ACAGTG L002 R1 003.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

272 BD ACAGTG _L002 R2 003.fastq 272 BD ACAGTG _L002 R1 003 PAIRED.fastq
272 BD ACAGTG L002 R1 003 UNPAIRED.fastq

272 BD ACAGTG L002 R2 003 PAIRED.fastq

272 BD ACAGTG _L002 R2 003 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p25

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

272 BD ACAGTG _L002 R1 004.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RN ASeq/janeiro_2016/

272 BD ACAGTG L002 R2 004.fastq 272 BD ACAGTG L002 R1 004 PAIRED.fastq
272 BD ACAGTG _L002 R1 004 UNPAIRED.fastq

272 BD ACAGTG _L002 R2 004 PAIRED.fastq

272 BD ACAGTG L002 R2 004 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —-N p26

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/
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272 MS _GCCAAT L002 R1 001.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

272 MS_GCCAAT L002 R2 001.fastq 272 MS GCCAAT L002 R1 001 PAIRED.fastq
272 MS GCCAAT L1002 R1 001 UNPAIRED.fastq272 MS GCCAAT L002 R2 001 PAIRED.fastq
272 MS_GCCAAT L1002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —-N p27

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

272 MS_GCCAAT L002 R1 002.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

272 MS_GCCAAT L002 R2 002.fastq 272 MS_GCCAAT L002 R1 002 PAIRED.fastq
272 MS_GCCAAT L002 R1 002 UNPAIRED.fastq272 MS GCCAAT_L002 R2 002 PAIRED.fastq
272 MS_GCCAAT L002 R2 002 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —N p28

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

27 AGTCAA L002 R1_001.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

27 AGTCAA L002 R2 001.fastq 27 AGTCAA L002 R1 001 PAIRED.fastq
27 AGTCAA L1002 R1 001 UNPAIRED.fastq 27 AGTCAA L002 R2 001 PAIRED.fastq
27 AGTCAA L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p29

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

27 AGTCAA L002 R1 002.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

27 AGTCAA L002 R2 002.fastq 27 AGTCAA L002 R1 002 PAIRED.fastq
27 AGTCAA L002 R1 002 UNPAIRED.fastq 27 AGTCAA L002 R2 002 PAIRED.fastq
27 AGTCAA L002 R2 002 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p30

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

27 AGTCAA 1002 R1 _003.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

27 AGTCAA 1002 R2 003.fastq 27 AGTCAA 1002 R1 003 PAIRED.fastq
27 AGTCAA 1002 R1 003 UNPAIRED.fastq 27 AGTCAA 1002 R2 003 PAIRED.fastq
27 AGTCAA L002 R2 003 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p32
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echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

27 AGTCAA L002 R1 _004.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

27 AGTCAA L002 R2 004.fastq 27 AGTCAA L002 R1 004 PAIRED.fastq
27 AGTCAA L002 R1 004 UNPAIRED.fastq 27 AGTCAA L002 R2 004 PAIRED.fastq
27 AGTCAA L002 R2 004 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p33

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

307 TGACCA _L002 R1 001.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

307 TGACCA L1002 R2_001.fastq 307 TGACCA L002 R1 001 PAIRED.fastq
307 TGACCA_L002 R1 001 UNPAIRED.fastq 307 TGACCA L002 R2 001 PAIRED.fastq
307 TGACCA_L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE.fa:2:30:10

LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | qsub -cwd -q all.q —N p34

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

307 TGACCA _L002 R1 002.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

307_TGACCA _L002 R2 002.fastq 307 TGACCA L002 R1 002 PAIRED.fastq
307_TGACCA _L002 R1 002 UNPAIRED.fastq 307 TGACCA _L002 R2 002 PAIRED.fastq
307 TGACCA L1002 R2 002 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10

LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p35

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

307 TGACCA _L002 R1 003.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

307 TGACCA L002 R2_003.fastq 307 TGACCA L002 R1 003 PAIRED.fastq
307 TGACCA_L002 R1 003 UNPAIRED.fastq 307 TGACCA_L002 R2 003 PAIRED.fastq
307 TGACCA_L002 R2 003 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE.fa:2:30:10

LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.g —-N p36

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

307 TGACCA _L002 R1 004.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/
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307 TGACCA _L002_R2 004.fastq 307 TGACCA L002 R1 004 PAIRED.fastq
307 TGACCA L002 R1 004 UNPAIRED.fastq 307 TGACCA 1002 R2 004 PAIRED.fastq
307 TGACCA L1002 R2 004 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10
LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.qg —-N p37

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

30 CTTGTA L002 R1 001.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

30 CTTGTA L002 R2 001.fastq 30 CTTGTA L002 R1 001 PAIRED.fastq
30 CTTGTA L002 R1 001 UNPAIRED.fastq 30 CTTGTA L002 R2 001 PAIRED.fastq
30 CTTGTA L002 R2 001 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p38

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/

30 CTTGTA L002 R1 002.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

30 CTTGTA _L002 R2 002.fastq 30 CTTGTA _L002 R1 002 PAIRED.fastq
30 CTTGTA L002 R1 002 UNPAIRED.fastq 30 CTTGTA L002 R2 002 PAIRED.fastq
30 CTTGTA L002 R2 002 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p39

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

30 CTTGTA L002 R1 003.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

30 CTTGTA L002 R2 003.fastq 30 CTTGTA L002 R1 003 PAIRED.fastq
30 CTTGTA L002 R1 003 UNPAIRED.fastq 30 CTTGTA _L002 R2 003 PAIRED.fastq
30 CTTGTA L002 R2 003 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p40

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

30 CTTGTA L002 R1 004.fastq

/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/

30 CTTGTA L1002 R2 004.fastq 30 CTTGTA L002 R1 004 PAIRED.fastq
30 CTTGTA L002 R1 004 UNPAIRED.fastq 30 CTTGTA L002 R2 004 PAIRED.fastq
30 CTTGTA L002 R2 004 UNPAIRED.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25
TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15 MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p41
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echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/5 AGTTCC _L002 R1 001.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/5 AGTTCC _L002_R2 001.fastq
5 AGTTCC L002 R1 001 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R1 001 UNPAIRED.fastq
5 AGTTCC L002 R2 001 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R2 001 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p42

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro_2016/5 AGTTCC _L002_R1_002.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/5 AGTTCC _L002 R2 002.fastq
5 AGTTCC L002 R1 002 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R1 002 UNPAIRED.fastq
5 AGTTCC L002 R2 002 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R2 002 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p43

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/5 AGTTCC _L002 R1 003.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/5 AGTTCC _L002 R2 003.fastq
5 AGTTCC L002 _R1 003 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R1 003 UNPAIRED.fastq
5 AGTTCC L002 R2 003 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R2 003 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.qg —N p44

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads &
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/5 AGTTCC _L002 R1 004.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/5 AGTTCC _L002 R2 004.fastq
5 AGTTCC L002 R1 004 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R1 004 UNPAIRED.fastq
5 AGTTCC L002 R2 004 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R2 004 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | gsub -cwd -q all.q —N p45

echo "java -jar /home/michel/programas/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -threads 8
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/5 AGTTCC L002 R1 005.fastq
/projects/FusariumDecemcellulare/data/raw.data/RNASeq/janeiro 2016/5 AGTTCC _L002 R2 005.fastq
5 AGTTCC L002 R1 005 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R1 005 UNPAIRED.fastq
5 AGTTCC L002 R2 005 PAIRED.fastq 5 AGTTCC L002 R2 005 UNPAIRED.fastq
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:25 TRAILING:25 SLIDINGWINDOW:25:15
MINLEN:50" | qsub -cwd -q all.q —N p46
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Box 2 | Comando do Bowtie2-build

echo "bowtie2-build -f F307 assembly V7 pacbio_illumina.fasta idx F307" | gsub -cwd -N idx307

Comandos do TopHat2

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 13 thout 307 idx F307 13 R1 PAIRED
13 R2 PAIRED,13 UNPAIRED" | qsub -cwd -N th13.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 19 thout 307 idx F307 19 R1 PAIRED
19 R2 PAIRED,19 UNPAIRED" | gsub -cwd -N th19.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 21 thout 307 idx F307 21 R1 PAIRED
21 R2 PAIRED,21 UNPAIRED" | qsub -cwd -N th21.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 2241BD thout 307 idx F307 2241BD R1 PAIRED
2241BD_R2 PAIRED,2241BD UNPAIRED" | gsub -cwd -N th2241BD.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 2241MS thout 307 idx F307 2241MS_R1 PAIRED
2241MS_R2 PAIRED,2241MS UNPAIRED" | gsub -cwd -N th2241MS.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 24 thout 307 idx F307 24 R1 PAIRED
24 R2 PAIRED,24 UNPAIRED" | qsub -cwd -N th24.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 272BD thout 307 idx F307 272BD R1 PAIRED
272BD_R2 PAIRED,272BD UNPAIRED" | gsub -cwd -N th272BD.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 272MS thout 307 idx F307 272MS R1 PAIRED
272MS_R2 PAIRED,272MS UNPAIRED" | gsub -cwd -N th272MS.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 27 thout 307 idx F307 27 R1_PAIRED
27 R2 PAIRED,27 UNPAIRED" | gsub -cwd -N th27.307
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echo "tophat2 -p 20 -r O --mate-std-dev=80 -o 307 thout 307 idx F307 307 R1 PAIRED
307 _R2 PAIRED,307 UNPAIRED" | gsub -cwd -N th307.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 30 thout 307 idx F307 30 R1 PAIRED
30 R2 PAIRED,30 UNPAIRED" | gsub -cwd -N th30.307

echo "tophat2 -p 20 -r 0 --mate-std-dev=80 -o 5 thout 307 idx F307 5 RI1 PAIRED
5 R2 PAIRED,5 UNPAIRED" | gsub -cwd -N th5.307

Comandos do Cufflinks

echo "cufflinks -p 40 -o 13 clout 307 13 thout 307/accepted hits.bam"| qsub -cwd -V -q all.q -N
cuff 13 307

echo "cufflinks -p 40 -0 19 clout 307 19 thout 307/accepted hits.bam"| qsub -cwd -V -q all.q -N
cuff 19 307

echo "cufflinks -p 40 -o 21 clout 307 21 thout 307/accepted hits.bam"| qsub -cwd -V -q all.q -N
cuff 21 307

echo "cufflinks -p 40 -0 2241BD _clout 307 2241BD_thout 307/accepted hits.bam"| qsub -cwd -V -q all.q
-N cuff 2241BD 307

echo "cufflinks -p 40 -0 2241MS _clout 307 2241MS _thout 307/accepted hits.bam"| gsub -cwd -V -q all.q
-N cuff 2241MS 307

echo "cufflinks -p 40 -o 24 clout 307 24 thout 307/accepted hits.bam"| qsub -cwd -V -q all.q -N
cuff 24 307

echo "cufflinks -p 40 -0 272BD_clout 307 272BD_thout 307/accepted hits.bam"| qsub -cwd -V -q all.q -
N cuff 272BD 307

echo "cufflinks -p 40 -0 272MS clout 307 272MS thout 307/accepted hits.bam"| gsub -cwd -V -q all.q -
N cuff 272MS 307
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echo "cufflinks -p 40 -o 27 clout 307 27 thout 307/accepted hits.bam"| qsub -cwd -V -q all.q -N
cuff 27 307

echo "cufflinks -p 40 -o 307 clout 307 307 thout 307/accepted hits.bam"| gsub -cwd -V -q all.q -N
cuff 307 307

echo "cufflinks -p 40 -o 30 clout 307 30 thout 307/accepted hits.bam"| gsub -cwd -V -q all.q -N
cuff 30 307

echo "cufflinks -p40-05 clout 3075 thout 307/accepted hits.bam"| gsub -cwd -V -q all.q -N cuff 5 307

Comandos do Cuffmerge

O Cuffmerge precisa antes de um arquivo “.txt”, contendo os caminhos para os transcritos montados pelo
Cufflinks, que serdo utilizados na montagem do transcriptoma final:

assemblies BD_ 307 HExHO _t.txt:

/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fdc/27 clout 307/transcripts.gtf
/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fdc/307 clout 307/transcripts.gtf
/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fdc/272BD_clout 307/transcripts.gtf
/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fdc/19 clout 307/transcripts.gtf
/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fdc/21 clout 307/transcripts.gtf

/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cuftlinks fdc/2241BD_clout 307/transcripts.gtf

assemblies MS 307 HExHO _t.txt:

/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cuftlinks fdc/24 clout 307/transcripts.gtf
/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fde/5 clout 307/transcripts.gtf
/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fdc/272MS_clout 307/transcripts. gtf
/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fdc/13 clout 307/transcripts.gtf

/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cuftlinks fdc/30_clout 307/transcripts.gtf
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/projects/FusariumDecemcellulare/workspace/cufflinks fdc/2241MS _clout 307/transcripts.gtf

echo cuffmerge --keep-tmp -p 20 -o merge BD 307 HExXHO assemblies BD 307 HExHO t.txt | gsub -
cwd -V -q all.q@n007 -N mHExHOBD307

echo cuffmerge --keep-tmp -p 20 -o merge MS 307 HExHO assemblies MS 307 HExHO_t.txt | gsub -
cwd -V -q all.q@n007 -N mHExHOMS307

Comandos do Cuffdiff

echo "cuffdiff -o diff BD 307 HExHO -b F307 assembly V7 pacbio illumina col60.fasta -p 15 -L
Heterotalicos,Homotalicos -u ../cuffmerge fdc/Analise 2 HExHO/Merge 307 HEx

HO/merge BD 307 HExHO/merged.gtf
./cufflinks fdc/27 thout 307/accepted hits.bam,../cufflinks fdc/307 thout 307/accepted hits.bam,../cuf
flinks fdc/272BD_thout 307/accep

ted_hits.bam
./cufflinks fdc/19 thout 307/accepted hits.bam,../cufflinks fdc/21 thout 307/accepted hits.bam,../cuffl
inks fdc/2241BD_thout 307/accepted hits.bam" | gsub

-cwd -V -q all.q -N diffBD3HExHO

echo "cuffdiff -o diff MS 307 HExHO -b F307 assembly V7 pacbio illumina col60.fasta -p 15 -L
Heterotalicos,Homotalicos -u ../cuffmerge fdc/Analise 2 HExHO/Merge 307 HEx

HO/merge MS 307 HExHO/merged.gtf
./cufflinks fdc/24 thout 307/accepted hits.bam,../cufflinks fdc/5 thout 307/accepted hits.bam,../cuftli
nks fdc/272MS_thout 307/accepte

d_hits.bam
./cufflinks fdc/13 thout 307/accepted hits.bam,../cufflinks fdc/30 thout 307/accepted hits.bam,../cuffl
inks fdc/2241MS thout 307/accepted hits.bam" | gsub -

cwd -V -q all.q -N difftMS3HExHO
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Figura A1 — Sec¢do 6. Discussao

Cromossomo 5 de FDC307
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Figura Al. Aminociclopropano deaminase no cromossomo 5 do isolado FDC307. A: Putativa
thiorredoxina. B: Putativa aminociclopropano (ACC) deaminase. C: Proteina hipotética. D:
Putativa peroxigenase aromatica.
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