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RESUMO

O superbrotamento € uma doenca causada pelo fungo Fusarium
decemcellulare que atinge o guaranazeiro (Paullinia Cupana var. sorbilis), uma
espécie nativa da Amazonia, utilizada amplamente pelas industrias de bebidas,
cosmético e farmacéutica. Entre as doencas que apresentam impacto
econdmico em guaranazeiro esta o superbrotamento que afeta o crescimento e
desenvolvimento da planta. Dependendo do tecido afetado, os principais
sintomas: sédo galhas no caule, superbrotamento das gemas vegetativas e
superbrotamento das inflorescéncias. Estes sintomas comprometem a
produtividade podendo causar perdas de até 100%. Com o objetivo de identificar
e caracterizar as alterac6es anatdmicas, histolégicas e moleculares, analises
comparativas em tecidos sintomaticos e assintomaticos foram realizadas com
base em diferentes abordagens como: microscopia de luz e eletronica,
gendmica, transcriptdbmica e protedmica. As analises morfoanatdbmicas revelam
que os diferentes sintomas apresentam uma reducdo acentuada no eixo
longitudinal e a formacao de “capsulas”, com paredes externas espessas e
duras. Quando a infeccdo afeta as inflorescéncias também sédo observados méa
formacéo nos érgéos florais com multiplas flores dentro de uma unica flor, baixa
diferenciacdo dos primérdios vegetativos nas gemas vegetativas e surgimento
de mudltiplos 6rgdos malformados e um meristema axilar encapsulado por
bracteas muito espessadas. Ja o agregado de multiplas capsulas em um mesmo
ponto de ramificagcdo produz o sintoma denominado de galha. Os aspectos
morfolégicos observados nos sintomas sugerem um possivel desequilibrio
hormonal, o que foi corroborado com a analise genémica do patégeno para vias
de producao de auxina (AlA) em F. decemcellulare e sua posterior confirmacéo
por analises metabolémicas. Os dados comparativos da andlise transcriptémica
dos trés diferentes sintomas da doenca sdo apresentados no capitulo | desta
tese. Esses resultados forneceram os primeiros indicios dos mecanismos
moleculares de a¢do do patégeno e as consequéncias do desequilibrio hormonal
no guaranazeiro. Para melhor compreensdo dos mecanismos que
desencadeiam a doenca em guaranazeiro foi realizada uma analise protedbmica
comparativa entre tecido doente e sadio. Um total de 3404 proteinas de
guaranazeiro foram identificadas, sendo 253 diferencialmente expressas entre
as condicfes. Estes resultados confirmam as observacfes transcriptdmicas e
reforcam o papel do desequilibrio causado pela auxina no superbrotamento.
Todas as proteinas do mecanismo SCF (Skpl-Cullin—F-box) de resposta a
auxina foram identificadas e a abundancia diferencial de alguns componentes do
SCF e de proteinas relacionadas a conjugacao de AlA no tecido doente reforcam
o papel do desequilibrio no tecido infectado. A andlise das proteinas
diferencialmente abundantes também sugere a perda da capacidade de
regulacdo da auxina nos tecidos infectados, bem como o aumento da expresséo
de proteinas relacionadas a biossintese do acido gama-aminobutirico (GABA).
E em outras espécies de plantas o acumulo de GABA desencadeia a formacgéo
de sintomas semelhantes ao superbrotamento. A analise de proteinas de F.
decemcellulare expressas durantes a interacao patégeno-hospedeiro identificou
31 proteinas, entre elas 5 (cinco) correspondem a proteinas efetoras, e uma a
espermidina sintase que é uma enzima-chave na biossintese de poliamina, uma
molécula relacionada a sintese de GABA.
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ABSTRACT

Oversprouting is a disease caused by the fungus Fusarium decemcellulare
that affects the guarana tree (Paullinia Cupana var. sorbilis), a native Amazonian
species, widely used by the soft drinks, cosmetics and pharmaceutical industries.
Among the diseases that have an economic impact on guarana is oversprouting
that affects plant growth and development, which is characterized by three
different symptoms depending on the affected tissue: 1- stem galls, 2-
oversprouting of vegetative buds and 3- oversprouting of inflorescences, these
symptoms compromise productivity and can cause losses of up to 100%. In order
to identify and characterize anatomical, histological and molecular alterations,
comparative analyzes in symptomatic and asymptomatic tissues were carried out
based on different approaches such as: light and electron microscopy, genomic,
transcriptomic and proteomics. The morphoanatomical analyzes reveal that the
different symptoms present a marked reduction in the longitudinal axis and the
formation of “capsules”, with thick and hard outer walls. When the infection affects
the inflorescences, extremely malformed floral organs with multiple flowers within
a single flower are also observed, and in the vegetative buds the vegetative
primordia are poorly differentiated, with the formation of multiple malformed
organs and an axillary meristem encapsulated by very thickened bracts. On the
other hand, the aggregation of multiple capsules in the same branching point
produces the symptom called gall. The morphological aspects observed in the
symptoms suggest a possible hormonal imbalance, which was corroborated by
the identification in the complete genome of the pathogen of genes for auxin
production pathways (AIA) in F. decemcellulare and subsequent metabolomic
analysis that confirmed the production. These first indications, together with the
data of differentially expressed genes in the transcriptome comparing
symptomatic and asymptomatic tissues of the three different symptoms of the
disease, provided the first indications of the molecular mechanisms of action of
the pathogen and the consequences of hormonal imbalance are presented in
chapter | of this thesis. For a better understanding of the mechanisms that trigger
the disease in guarana, the interaction proteome was also obtained, where 3404
guarana proteins were identified, of which 253 were differentially abundant
between diseased and healthy tissue. These results confirm the transcriptomic
observations and reinforce the role of the imbalance caused by auxin in
oversprouting. All proteins of the SCF mechanism (Skp1-Cullin—F-box) of auxin
response were identified and the differential abundance of some SCF
components and proteins related to AIA conjugation in diseased tissue reinforce
the role of imbalance in infected tissue. Difference in the abundance of proteins
such as IAR3, IAGLU and AGO10 that allow greater ability in irreversible
conjugation (AlA-Asp and AIA-Glu) and ArgolO related to "downstream"
modulation of the auxin response with consequent restoration of hormonal
balance are more effective in genotypes with higher level of resistance.

Keyword: proteomics, gene expression, oversprouting, IAA biosynthesis
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vermelha indica a espessura do envoltério da capsula) e pilosidade acentuada, em
vista apical (D), em corte transversal superficial (E) e em vista lateral sem corte (F),
para observacao do comprimento do eixo longitudinal. O corte transversal superficial
(E) expbe a espessura da “capsula” e multiplos conjuntos de verticilos reprodutivos
malformados, resquicios de pistilos, amarelados, e varios conjuntos de filetes,
brancos e achatados dorsoventralmente. G-I- detalhes das cdpsulas G- corte corado
com Azul de Toluidina. H-I- eletromicrografias de varredura de cortes transversais de
estruturas reprodutivas sintomaticas. J-K- detalhes de flores assintomaticas em
eletromicrografia de varredura. Linhas vermelhas indicam a espessura do envoltério
das cépsulas, formadas provavelmente pelo espessamento das sépalas. Compare-
se com a espessura das sépalas assintomaticas indicadas pelas linhas amarelas

Figura 7 - Detalhes das estruturas encontradas no interior de capsulas nas
inflorescéncias de guaranazeiro com sintomas de superbrotamento. A- capsula em
corte transversal superficial. B-D- detalhes das estruturas observadas em A. B-
filetes encurtados suportando anteras pouco diferenciadas (em branco) em torno de
um reminiscente de ovario malformado (amarelado), em vista anterior e posterior. C-
estrutura semelhante a um ovario, com vérios loculos malformados e néo
perfeitamente fundidos, bastante semelhante a estrutura em B embora neste ultimo
caso, os filetes e anteras circunscritos ndo tenham sido observados. D- filetes muito
encurtados e brancos suportando anteras malformadas, com as tecas separadas por
uma cavidade, sendo que neste caso, 0s reminiscentes do gineceu ndo foram
identificados. E-H - outras estruturas observadas no interior de capsulas presentes
em inflorescéncias sintomaticas. E- vista apical de pistilo em corte transversal, com
quatro l6bulos de estigma (stg) encurtados e sésseis. F- cortes transversais de
ovarios com quatro léculos (lo) observados no interior de “capsula” em inflorescéncia
sintomética e com trés l6culos de uma flor assintomatica, para comparacéo. G- pelo
menos onze filetes de anteras, com coloracédo branca brilhante podem ser vistos
circundando o pistilo de cor amarelada, com seis carpelos nao fundidos. H- estigma
(stg) séssil, pouco alongado e sem papilas estigmaticas, inserido quase que
diretamente sobre o ovario (ov), resultante do encurtamento extremo do estilete

Figura 8 - Gemas vegetativas em ramos assintomaticos e com sintomas de
superbrotamento no guaranazeiro. A - gema vegetativa axilar assintomatica em
processo de diferenciagdo, com eixo longitudinal maior que o transversal. B - gema
vegetativa sintomatica, apresentando reducao do eixo longitudinal e aumento do eixo
transversal, com organizacao de bracteas em séries concéntricas, em um mesmo
plano do eixo longitudinal que ndo se alonga normalmente. C - corte transversal de
um ponto de ramificacdo, em planta assintomatica, com ramo secundario muito
jovem (1) e gema axilar protegida por bracteas foliaceas (2). D e E - capsulas
observadas em ramo sintomatico em corte transversal, com uma profusao de érgaos
malformados e um meristema axilar encapsulado (1) pelas bracteas muito
espessadas (circulo amarelo). F e | - cortes longitudinais de capsulas retiradas de
ramos sintomaticos. G - ramo primario jovem assintomatico, em corte transversal. H
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- ramo primario jovem em planta sintomatica, com espessamento do cortex. J-K -
extremidades apicais de ramos de guaranazeiro. As barras brancas indicam os
planos de corte para a visualizacdo das estruturas internas, apresentadas a direita
da figura. Os asteriscos indicam as superficies dos ramos principais. J - ramo
assintomatico de guaranazeiro apresentando ramificacdo secundaria oriunda do
alongamento normal das gemas em dois nos e mais duas brotacgdes apicais. K - ramo
de guaranazeiro com sintomas de superbrotamento, apresentando capsulas em
cinco nos e entrends muito reduzidos

Figura 9 - Galhas no ramo principal de guaranazeiro. A-D - proliferacdo de capsula
de gemas vegetativas reunidas em um né de ramificacdo. A e B — galhas em plantas
jovens. C e D — galhas em plantas adultas. E-H — Cacho de capsulas durante a
formacdo inicial das galhas em planta jovem de viveiro. E - pelo menos nove capsulas
podem ser contadas em um Unico ponto de ramificacdo da planta. F - corte
longitudinal da estrutura em E, evidenciando cerca de cinco cépsulas, é um tipo de
tecido conector basal (BC), que faz a conexdo das capsulas entre si e com o ramo
da planta afetada, formando a galha. G - ramo menos afetado de planta jovem, com
pelo menos quatro capsulas justapostas consecutivamente e ndo lado a lado. H -
corte longitudinal da estrutura em G mostrando o tecido conector basal. I-L -
Sintomas de superbrotamento em ramos de mudas de viveiro. |: “capsula” vista
externamente, linha vermelha indica o plano do corte transversal apresentado em K.
J - a mesma capsula, visto de cima para mostrar a espessura da camada externa
circundante e a presenca de o6rgaos mal diferenciados e malformados L - corte
histolégico da mesma “capsula”, corado com azul de toluidina. (*) Espago de ar
dentro da “capsula”. As setas vermelhas indicam a camada externa das capsulas,
que provavelmente sdo bracteas extremamente espessas. Os circulos indicam
possiveis meristemas independentes e malformados

Figura 10 - Termos GO dos (top 50) associados a anotacéo funcional para os genes
diferencialmente expressos em tecidos doentes de guaranazeiro (Componente
celular)
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diferencialmente expressos em tecidos doentes de guaranazeiro (Processo
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diferencialmente expressos em tecidos doentes de guaranazeiro (Fungao molecular)

Figura 13 - Genes diferencialmente expressos no tecido com sintomas de
superbrotamento. Esquerda: STRING rede de componentes do complexo SCF
(Skpl-CullFbox) e alguns genes a jusante. Direito: Expressdo diferencial
(foldchange = 2 e FDR < 0,05) de componentes do complexo SCF e alguns genes a
jusante. Letras em negrito indicam genes diferencialmente expressos
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Figura 14 - Gel SDS-PAGE corados com Comassie blue R-350 mostrando selegdo
de proteinas das trés condicdes: flor sadia, flor doente estadio 1 e flor doente estadio
2. As faixas (1-14) selecionadas para recorte séo indicadas a esquerda pelas linhas
pontilhadas. As amostras de cada condi¢cdo foram aplicadas no gel em triplicadas.
Foram utilizados 15 pg de extrato protéico em cada poco

Figura 15 - Deteccdo de acido indol-3-acético (IAA) por UPLC-QTOF-MSE. A -
Cromatograma em modo de ion negativo Full Scan (m/z 120-1180 Da). B - ion
extraido (m/z 174,05). Os tempos de retencado do composto sao: (A) 5,29 min para o
padrdo analitico (IAA de origem vegetal) e 5,34 min para Fusarium decemcellulare
(CML 3423). (B) 5,30 min para o padréo analitico e F. decemcellulare (CML 3423)

Figura 16 - Dados de espectro de massa para a molécula do precursor do acido
indol-3-acético (IAA) (m/z 174,05) e produto (m/z 130) para o padrdo analitico, de
origem vegetal, e F. decemcellulare CML 3423 analisados no negativo- modo de ions

Figura 17 — Flores de guaranazeiro. A — Flor sadia assintomatica. B — Flor doente
com sintomas de superbrotamento

Figura 18 — Flores de guaranazeiro do clone 375. Esquema representando a coleta
do material vegetal das flores doentes e flores sadias

Figura 19 — Isolamento de F. decemcellulare. A — fragmentos de flores de
guaranazeiro apds assepsia para isolamento. B — culturas crescida em meio agar-
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Figura 24 — Representagdo da classificacdo funcional no processo biolégico e sua
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1. INTRODUCAO

Paullinia Cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke € uma espécie
polipléide da familia Sapindaceae (Freitas et al. 2007), popularmente conhecida
como guaranazeiro. O guaranazeiro € uma planta nativa da floresta amazoénica
e suas sementes sdo processadas para a producdo do p6 ou do xarope de
guarana, apreciados principalmente por suas propriedades medicinais e
estimulantes (Duke et al. 2002; Schimpl et al. 2013). As sementes de guarana
contém 2,5 a 6% de cafeina, destacando-se entre os alcaldides por sua
aplicacado em diversos produtos industriais (Heckman et al. 2010; Schimpl et al.
2013). Seu potencial é notério ja que uma variedade de produtos a base de
guarana é amplamente comercializada como refrigerantes, bebidas energéticas,
suplementos nutricionais, produtos naturais para perda de peso e formulacdes

cosméticas e farmacéuticas (Majhenic et al. 2007; Hamerski et al. 2013).

O Brasil € o unico grande produtor global de guarana, atendendo
aos mercados nacional e internacional. Aproximadamente 70% da producéo é
destinada a industria de refrigerantes, o restante € comercializado na forma de
xarope, bastdo, p6é e extrato para consumo interno e exportacao (Atroch 2002;
Kuri 2008). Essas diferentes aplicagcbes fazem do guarand um importante
produto agricola e justificam o esfor¢co continuo de pesquisas para apoiar seu
cultivo. As plantas de guarana séo cultivadas principalmente nos estados da
Bahia e Amazonas (Nascimento Filho e Atroch, 2002; CONAB 2019).

O clima amazobnico, por apresentar uma grande umidade e
temperatura elevadas, favorece o desenvolvimento de doencas que afetam a
produtividade e a comercializacdo do guarana na regido, sendo que os danos e
incidéncia variam de acordo com o0 agente causal. Nesse contexto, uma das
doencas que afetam o guarana € o superbrotamento, causado pelo fungo
Fusarium decemcellulare Brick (teleomorfo Albonectria rigidiuscula) e destaca-
se entre as doencas que reduzem a produtividade no Estado do Amazonas
(Araudjo et al. 2006) pois acomete ramos e inflorescéncias desde mudas até
plantas adultas e pode comprometer até 100% da produtividade. A ecloséo de
gemas vegetativas em novos ramos ou inflorescéncias consiste em brotagdes
sucessivas ao longo dos ramos em pontos muito proximos entre si impactando

diretamente a producéo de guarana (Araujo et al. 2006).
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O Fusarium decemcellulare j& foi relatado como agente causal em
mais de 88 plantas hospedeiras (Farr e Rossman 2021). Na fruta bilimbi
(Averrhoa bilimbi L.), os sintomas sdo de brotacdo da inflorescéncia, com
inchaco e consequente ressecamento dos caules florais, 0 que leva a queda
prematura de flores e frutos (Bastos e Santos 2001). Na arvore do cacau
(Theobroma cacao L.) a doenca é chamada de galha-das-flores, que consiste
em galhas nos botdes vegetativos e florais e brotacdo excessiva, que podem
estar presentes tanto no tronco quanto nos galhos das plantas (Lawrence et al.
1991; Vicente et al. 2012). Relatos que descrevem a formacédo de galhas e
proliferacdo excessiva de ramos provenientes de gemas apicais ou axilares com
internddios curtos também sdo comuns na mangueira (Mangifera indica L.),
(Angulo e Angulo e Villapudua 1982; Ploetz et al. 1996). Recentemente, a
proliferacdo excessiva da inflorescéncia causada por F. decemcellulare foi
observada em cajueiro (Anacardium occidentale L.) (Matos et al. 2016). O
superbrotamento, malformacao vegetativa ou floral e sintomas de galhas estéo
relacionados ao desequilibrio hormonal causado por varios organismos, como
bactérias, fungos, nematdides e insetos (Suzuki et al. 2014; Guimaraes et al.
2015; Kuzmanovi ¢ et al. 2018; Kaur e Kaur 2018; Gheysen e Mitchum 2019).
Dados transcriptobmicos e protedmicos de tecidos sintomaticos identificaram
genes relacionados a fitohorménios ou proteinas diferencialmente expressas
associadas a biossintese ou responsivas a diferentes hormoénios (Teixeira et al.
2014; Bailey et al. 2015; Liu et al. 2016; Liu et al. 2017). A importancia da auxina
na proliferacdo celular ja € bem descrita em varios estudos. Acredita-se que a
auxina seja essencial desde a primeira divisdo zigotica, bem como a sua
distribuicAo em toda planta. Relata-se que alteracbes na distribuicdo e
localizacdo de auxina podem modificar o crescimento diferencial entre as células,
impactando na morfologia dos 6rgdos e em sua organogénese alterando assim
a arquitetura geral da planta (Weijers e Jurgens 2005; Leyser, 2006; Scheres e
Xu 2006; Teale et al., 2006).

Os niveis normais de auxina na planta sao controlados pela sintese
e degradacao enzimatica via oxidacao do AlA e pelas peroxidases presentes nos
tecidos vegetais. A correta distribuicdo e regulacdo de auxina na planta séo

essenciais para funcionamento de varios processos de desenvolvimentos,
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influenciando diretamente a expresséao génica (Goda et al., 2004; Nemhauser et
al., 2006; Overvoorde et al., 2005; Tian et al., 2002; Schneider e Wightman;
Mockaitis et. al., 2008). A variacdo na concentracdo de AIA como resultado de
infeccdo tem sido relatado em diversas interacoes. Com o0 uso de estratégias
diferentes, os patégenos possuem a habilidade de provocar o desequilibrio
hormonal no hospedeiro aumentando ou diminuindo os niveis de auxina,
interferindo nos mecanismos associados a regulacao transcricional de auxinas
como os fatores de resposta mediado pelas proteinas repressoras auxina/AlA
(Aux/AlA), os fatores de resposta a auxina (ARF) e as proteinas associadas a
inibicdo da resposta SCF (TIR1/AFB) — F box.

Estudos anteriores descrevem duas familias de reguladores
transcricionais que participam na rota de sinalizagdo da auxina, os fatores de
resposta a auxina (Arf) e proteinas AUX/AIA (LI, Si-Bei 2016; Roosjen 2018;
Powers, 2020). Os fatores de respostas a auxina sdo proteinas nucleares que se
ligam com especificidade aos elementos de resposta a auxina (AuxRESs). Essa
ligacdo resulta na ativacao ou represséo da transcricdo de genes dependendo
do tipo de ARF envolvida. As proteinas AUX/AIA sdo importantes reguladores
secundarios da expressao génica induzida por auxina, regulando indiretamente
a transcricdo pela ligacao a proteina ARF. Se a ARF em questéo for um ativador
transcricional, o efeito da AUX/AIA é reprimir a transcricdo, agora se a ARF for
um repressor transcricional, a AUX/AIA atua como um ativador (Reed, 2001;
Guilfoyle e Hagen, 2007).

Outro mecanismo bastante utilizado pelas plantas € o complexo
SCF (SKP1, CUL1 e proteina F-box), que exercem uma funcdo importante na
regulacdo da abundéancia de proteinas, catalisando a adi¢cdo de ubiquitina a
moléculas de proteinas destinadas a degradacao proteolitica, em um processo
dependente de ATP (Roosjen 2018; Powers, 2020).

O complexo SCF é composto pelas seguintes proteinas: uma
proteina central CUL 1, associada a uma proteina adaptadora SKP1. Essa por
sua vez possui um local de ligacao para terceira proteina F-box que funciona
como o componente de ligacdo ao substrato do SCF. A quarta subunidade

denominada RBX1, ROC ou Hrtl, se liga o0 Ub-E2 e promove a transferéncia de
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ubiquitina para o substrato ligado a proteina F-box, marcando esse substrato
para posterior degradacdo proteolitica (Smalle e Vierstra 2004; Petroski e
Deshaies 2005). Analises em mutantes de Arabidopsis levaram a identificacédo
de uma proteina F-box a TIR 1. A TIR 1 é um componente do complexo SCFTR?
necessario para a sinalizacdo da auxina na célula. A funcéo do complexo SCFT'R?
€ marcar reguladores transcricionais constitutivamente expressos, de genes
induzidos por auxinas, com cadeias de proteinas de ubiquitina, destinando-os a
degradacédo no proteossomo. A proteina TIR1 liga-se diretamente a auxina e
essa ligacdo promove a associacdo do complexo SCF™R! com a proteina
AUXI/IAA, promovendo a degradacao dessa proteina (Figura 1), (Ruegger et al.,
1998; Gray et al., 1999; Dharmasiri et al., 2005; Kepinski et al., 2005). Entre as
proteinas que regulam a atividade do mecanismo SCF esta a proteina RUB que
apresenta um papel importante na montagem e desmontagem do SCF (Petroski
e Deshaies, 2005; Wu et al., 2006). O RUB é conjugado com a subunidade Cullin
do SCF, essa conjugacdo pode ser desfeita pelo complexo COP9 (CNS), a
modificacdo da molécula RUB é importante para o recrutamento de Ub-E2 para
SCF, além disso o RUB parece bloquear a ligacdo da CUL pela CANDL1,
permitindo a interacdo CUL-SKP1 (Wei e Deng, 2003; Kerscher et al., 2006).
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Figura 1 — Representacdo grafica do funcionamento do mecanismo SCF.
(Mockaitis et. al., 2008)
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Durante a interagdo do patdgeno-hospedeiro, espécies
patogénicas do género Fusarium sédo capazes de produzir trés dos principais
horménios vegetais (auxinas, citocininas e giberelinas) e a capacidade de
produzir cada um deles varia entre diferentes espécies de Fusarium (Vrabka et
al. 2018). Algumas espécies de Fusarium, tal como F. proliferatum e F.
delphinoides ja foram descritas com a capacidade de produzir auxina (Chung et
al. 2003; Le Floch et al. 2003; Maor et al. 2004; Tsavkelova et al. 2012; Kulkarni
et al. 2013; Yin et al. 2014). No entanto, estudos recentes indicam que o tecido
infectado € mais afetado pelo status de auxina (forma livre ou conjugado) do que
a quantidade total produzida (Niehaus et al. 2016; Vrabka et al. 2018). A infec¢ao
em plantas de A. thaliana por Botryt cinerea Pers. e Pseudomonas Syringae
induz a ativacédo transcricional de enzimas codificadas pelo GH3 genes, e essas
enzimas promovem a conjugacao do acido indol-3-acético (IAA) com o0s
aminoacidos ou acucar. Conjugados de IAA com aspartato (Asp) e glutamato
(Glu), ao contrario de outros aminoacidos, nao seriam quebrados para produzir
moléculas de IAA livres e aminoacidos nas reacfes de reciclagem de auxina
subsequentes, resultando em niveis irreversiveis mais baixos de atividade de

auxina (Gonzélez-Lamothe et al. 2012).

Muitas espécies do género Fusarium, incluindo diversos patdogenos
de plantas sao habeis produtores de IAA (Tsavkelova et al 2012; Kulkarni et al
2013). Analises baseadas no genoma e transcriptoma de F. decemcellulare tém
indicado a presenca de diferentes clusters de genes para a producdo de
horménios vegetais como: giberelina, etileno e diferentes vias para producdo

auxina (IAA), reforcando a hipotese descrita anteriormente (Lobo 2016).

Neste contexto, este estudo visa analisar a regulacdo de genes e
vias metabdlicas relacionadas a producdo de fitormonios pelo patégeno e
identificar por meio de uma andlise protedmica 0s possiveis mecanismos
moleculares relacionados a interacdo entre Fusarium decemcellulare e
guaranazeiro. Os resultados deste trabalho contribuirdo tanto para elucidar as
causas do superbrotamento, quanto para a identificagdo de estratégias de
controle da doenca e em conjunto, estes resultados podem diretamente ser
aplicados ao melhoramento genético do guaranazeiro e de outras espécies
afetadas por este patégeno.
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2. OBJETIVO GERAL
Analisar a interacdo entre guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) e
Fusarium decemcellulare visando identificacdo dos mecanismos moleculares

gue desencadeiam os sintomas da doenca.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 — Analisar a morfoanatomia dos trés diferentes sintomas de

superbrotamento em guaranazeiro;

2 — lIdentificar genes diferencialmente expressos entre tecidos de

guaranazeiro sintomaticos e assintomaticos;

3 — ldentificar proteinas diferencialmente abundantes em tecidos de

guaranazeiro sintomaticos e assintomaticos;

4 — I|dentificar possiveis mecanismos moleculares relacionados a

doenca.
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CAPITULO |

Caracterizacdo morfoanatdmica e molecular dos sintomas de
superbrotamento causado por Fusarium decemcellulare em guaranazeiro
(Paullinia cupana var. sorbilis)

Publicado no periddico Tropical Plant Biology em 12 maio de 2020

Morpho-Anatomical and Molecular Characterization of the Oversprouting
Symptoms Caused by Fusarium decemcellulare in Guarana Plants

(Paullinia cupana var. sorbilis)

Doi: https.//doi.org/10.1007/512042-020-09256-1
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4. Material e métodos

4.1 Material vegetal

Tecidos de guaranazeiro com e sem sintomas de superbrotamento
(inflorescéncias, gemas vegetativas e galhas) foram coletados no campo
Experimental da Embrapa da Amazénia Ocidental (02 ° 52 ' Sul e 59 ° 59 ' Oeste),
localizado na cidade de Manaus, Estado do Amazonas, Brasil. Os tecidos foram

coletados em diferentes estadios de desenvolvimento, tecidos de plantas jovens

de viveiros e tecidos de plantas adultas do campo, incluindo plantas de clones
CMA 500 e CMA 504 (Figura 2).

Figura 2 - Complexo de superbrotamento em guaranazeiro. A- Hiperplasia e
hipertrofia das inflorescéncias; B- Hiperplasia e hipertrofia do botdo vegetativo;
C - Galhas de cépsulas do tecido reprodutivo (galhas com aspecto de flor); D -
Galhas de capsulas de botbes vegetativos

4.2 Estudo Anatdmico

Amostras de tecidos saudaveis e tecidos com sintomas de
superbrotamento foram fragmentadas e imediatamente fixadas em FAA

(formaldeido 10%, acido acético 10% e alcool 30% em &agua destilada). O
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material foi mantido em geladeira até a dissec¢do para analise anatdbmica
externa e interna. Uma vez removido do fixador, o material vegetal foi imerso em
acido aceético 1,3 a 2,0%, durante a disseccdo, para evitar o escurecimento
natural devido a oxidac&o fendlica. Os cortes para expor as estruturas internas
foram feitos com laminas de barbear. As estruturas dissecadas foram fixadas em
agar-carvao para facilitar a visualizacdo dos detalhes e aumentar o contraste.
Por conta disso, o fundo preto das fotografias foi corrigido manualmente para
eliminar o reflexo da luz do microscopio estereoscépico trinocular na superficie
do agar-carvao. As imagens foram capturadas em ocular para camera digital
DCE-1 (equipamento LF) acoplada ao terceiro tubo ocular. As barras de escala
gue indicam o tamanho das estruturas nas imagens foram produzidas
fotografando uma escala milimétrica com as mesmas configuracfes usadas para

capturar as imagens.

4.3 Estudo Histoldgico

Amostras de tecidos saudaveis e tecidos com sintomas de
superbrotamento (inflorescéncia, botdes vegetativos e galdes) foram fixadas em
FAA por até 48h e transferidas para etanol 50%, no qual fragmentos mais finos
foram imersos por 30 min e fragmentos mais grossos por 4 - 8h. Os cortes foram
desidratados em uma série de solugfes de etanol (50, 70, 85, 100 e 100%) por
1, 2, 4, 4 e 4h, respectivamente (SASS, 1958). Em seguida, o material foi
transferido para butanol-cloroférmio (3:1) e embebido em parafina em 55 - 60°C.
O material infiltrado foi colocado em um molde de papel formando um pequeno
bloco que foi seccionado em micr6tomo em cortes longitudinais e transversais
(10 - 18um). Laminas contendo as se¢des foram transferidas para xileno para
remover a cera de parafina, imediatamente movidas para uma série de etanol
(200, 95, 70, 50 e 30%) por 3 min cada diluicdo, coradas com corante azul
Toluidina (O ' Brien et al. 1964), séries de diluicdes de etanol e novamente em
xileno. Laminas permanentes foram montadas com balsamo do Canada. Cortes
histol6gicos foram feitos em tecidos vegetais e laminas preparadas com corante

Lactophenol Cotton Blue para observagdo da colonizacdo do patégeno. O
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material foi analisado e fotografado em microscopio Optico Zeiss Axio Imager M.2

acoplado a camera digital AxioCam MRc.

4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

As amostras foram coletadas e fixadas em Karnovsky tamponado
com fosfato (Karnovsky 1965), pés-fixada em tetroxido de 6smio tamponado com
fosfato a 1%. Apdés trés lavagens de 10 min em agua destilada, as amostras
foram desidratadas em 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, séries de etanol 100% (15
min em cada estadio) e trés mudancas em etanol 100% em temperatura
ambiente. O etanol foi entdo substituido por diéxido de carbono liquido e as
amostras foram secas usando o aparelho de secagem de ponto critico EMS 850.
Eles foram entdo montados em suportes, revestidos com platina e observados
em um Microscopio Eletrdnico de Varredura Zeiss 940A, sob aceleragédo de
voltagem de 15KV.

4.5 |solamento de Fusarium decemcellulare

O isolamento direto foi realizado a partir do micélio observado na
inflorescéncia da planta do guarana e na superficie dos botdes vegetativos com
sintomas de brotac&o. O micélio foi transferido para o0 meio Potato Dextrose Agar
(PDA). O isolamento indireto foi realizado a partir de fragmentos de tecido
vegetal esterilizado na superficie (etanol 70%, hipoclorito de sédio 2,5% e agua
destilada) que foram transferidos para o meio PDA. As placas de ambos os
métodos de isolamento foram mantidas a 25 °C com fotoperiodo de 12h por trés
dias. Culturas com morfologia tipica F. decemcellulare foram transferidos para
meio Synthetic Nutrientpoor Agar (SNA) para obter culturas monospoéricas

(Summerell et al. 2003; Leslie e Summerell 2006).

4.6 Expressao diferencial por RNA-Seq e dados protedmicos de tecidos
sintomaticos e assintomaticos
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Devido a auséncia de protocolo de inoculagdo artificial para F.
decemcellulare em plantas de guarana, neste trabalho os dados moleculares de
RNA-Seq e Protedmica foram obtidos de tecidos sintomaticos e assintomaticos
coletados no mesmo estadio de desenvolvimento da planta em condicbes de
campo na Embrapa Amazonia Ocidental. Para o proteoma, foram coletadas da
mesma planta flores saudaveis e sintomaticas em dois estadios da doenca,
estadio 1 (flores com aspectos iniciais de brotacdo) e em estadio 2 (flores com
sinais avancados de doenca incluindo escurecimento do tecido) (Figura 3). Para
confirmar a auséncia do patdogeno em tecidos saudaveis e assegurar sua
presenca nos tecidos doentes, todos os tecidos utilizados neste estudo foram
submetidos ao isolamento do Fusarium decemcellulare realizada conforme

descrito por Batista e Bolkan (1982).

4.7 Extracdo e analise de RNA-Seq

ApOs a excisdo, as amostras foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido seguido do isolamento do RNA. O isolamento do RNA foi
conduzido como Morante-Carriel et al. (2014), usando 1g de tecido por amostra.
O Life Sciences Core Facility (LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas

realizou a preparacédo da biblioteca e o sequenciamento de cada amostra.

As reads obtidas foram submetidas a uma etapa de controle de
gualidade utilizando Trimmomatic-0.33 (Bolger et al. 2014), FastQC v0.11.3
(Andrews 2010) e SortMeRNA v.1.99 beta (Kopylova et al. 2012) para remover
qualquer rRNA residual. Reads mapeadas para o0 genoma de Fusarium
decemcellulare foram descartados, e uma montagem do transcriptoma de novo
foi realizada por Trinity v.2.2.0 (Grabherr et al. 2011). O mapeamento de leitura
para o transcriptoma de novo foi realizado usando TopHat2 v2.0.9 (Kim et al.
2013). Contagens de reads, normalizagéo e calculo de expressao diferencial
(fold-change = 2 e taxa de descoberta falsa - FDR < 0,05) foi realizada pelo
pacote Cufflinks v2.1.1 (Trapnell et al. 2010). A andlise de expresséao diferencial
foi realizada comparando tecidos sintomaticos e assintoméaticos, considerando
trés repeticdes biologicas de cada condi¢cdo. Genes responsivos a auxina foram

pesquisados em genes diferencialmente expressos apos anotacgéao funcional por
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Blast2GO (Conesa et al. 2005) e DAVID v6.8 (Huang et al. 2009) e os dados de
expresséao foram usados pelo pacote CummeRbund no ambiente R.

4.8 Analise Protebmica

Para a extracdo da proteina total, foram utilizadas trés réplicas
biologicas do tecido floral assintomatico e sintomatico estadios 1 (flores com
aspectos iniciais de brotacdo) e 2 (flores com sinais avancados de doenca
incluindo escurecimento do tecido) (Figura 3), de acordo com a respectiva
auséncia e presenca de F. decemcellulare. Dois gramas do tecido vegetal foram
utilizados seguindo o protocolo SDS-Fenol descrito por Souza et al. (2014). Uma
aliquota do sedimento obtido foi ressuspensa em 500 uyL de tampao de
solubilizag&o (ureia 8 M; tioureia 2 M; SDS a 10%). A amostra foi usada para
quantificacdo de proteina total com o kit Qubit ™ (Invitrogen ™) de acordo com
as instrucdes do fabricante e aabsorbancia foi determinada em um Fluorémetro
Qubit® Modelo 3.0. Apds a dosagem, 15 pg de proteina total de cada condicao
(tecido saudavel, tecido doente de estadio 1 e tecido doente de estadio 2 em trés
réplicas biolégicas cada) foram analisados por SDS-PAGE 12% em tampao
TrisGlicina 1X pH 8,3 (Tris 0,025 M; glicina 0,192 M; 0,1% SDS) sob uma tensao
de 250V e uma corrente constante de 50 mA. Para visualizacdo, o gel foi
incubado em azul Comassie coloidal (8% de sulfato de ambnio; 0,8% de &cido
fosférico; 0,08% de azul de Comassie G-250; 20% de metanol) por 2h o excesso
de corante foi removido com agua deionizada durante a noite. As bandas de
proteinas das diferentes condi¢des (tecido saudavel, tecido doente estadios 1 e
2) das trés réplicas biologicas foram separadas por bandas considerando a
intensidade e excisadas manualmente com auxilio de um bisturi e de um

transiluminador de luz branca (Figura 14).
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As bandas de proteina excisadas foram submetidas a digestao das
amostras que consistiu em descoloracao e remog¢édo do SDS do gel com uma
solucéo contendo 50 % de metanol e 2,5 % de acido acético em agua ultrapura,
seguida da reducéo (10 mM de ditiotreitol por 30 min em temperatura ambiente),
alquilacdo (50 mM de iodoacetamida por 30 min em temperatura ambiente
mantido no escuro), digestdo com tripsina (Promega) e extragdo dos peptideos
(HANNA et al., 2000, modificado). Em seguida, foi aliquotado 1 % de acido
férmico, seguida da dessalinizacdo. ApoOs digestdo, as amostras foram
liofilizadas, e armazenadas a -20 °C até a realizacdo das andlises.

A aquisicao dos espectros e o0 processamento dos dados gerados
foram realizados no Laboratoério de Espectrometria de Massas e Workstation, do
Laboratorio Nacional de Biociéncias — LNBio, no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrontron - LNLS, Campinas — SP, coordenado pela Dra. Adriana Franco Paes
Leme com a supervisédo da Dra. Bianca Alves Pauletti.

Em seguida, as amostras biolégicas para cada condicédo
experimental foram obtidas e 4,5 uL automaticamente injetado em uma coluna
trapping Symmetry C18 (180 p m x 20 mm) para dessalinizagdo de peptideo a
uma taxa de fluxo de 5 yL/min durante 2 min. Os peptideos foram separados em
C18 (100 pm x 100 mm) RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters) acoplado a um
espectrometro de massa Q-Tof Premier (Waters Corporation, Milford, MA, EUA)
com fonte de nanospray ESI a uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min. O gradiente foi
2 - 90% de acetonitrila em 0,1% de acido férmico ao longo de 45 min. O
instrumento foi operado no 'top three’, no qual um espectro de MS é adquirido

seguido por MS / MS dos trés picos mais intensos detectados.

Os espectros resultantes foram processados usando Mascot
Distiller 2.2.1.0, 2008, Matrix Science (MassLynx V4.1) e pesquisados contra
Uniprot Plantar banco de dados (42.268 proteinas e 16.292.130 peptideos,
outubro / 2018) e Uniprot Fungi (34.274 proteinas e 16.794.773 peptideos,
outubro /2018) e banco de dados do genoma de F. decemcellulare, transcriptoma
de F. decemcellulare, transcriptoma da interacdo e transcriptoma do guarana
disponivel em (http:// WWW.
Imb.cnptia.embrapa.br/tools/Fusariumdecemcellulare/). As pesquisas foram

realizadas com carbamidometilagdo como modificacdo fixa, oxidacdo de
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metionina como modificagcdo variavel, uma clivagem perdida de tripsina e uma

tolerancia de 0,1 Da para ions precursores e fragmentos.

4.9 Deteccéo IAA secretada por F. decemcellulare

Para testar a habilidade de F. decemcellulare de produzir auxina, a
cepa Fdc CML3423 foi testada. Esta cepa foi recuperada de inflorescéncias de
plantas de guarana com sintomas de brotacdo da regido de Maués, estado do
Amazonas, depositadas na Colecao Micolégica da Embrapa Amaz6nia Ocidental
(CPAA) e na Colecao Micolbgica de Lavras (CML 3423). A cepa foi cultivada em
75 mL de meio MS de triptofano (1 g K 2HPO4, 0,4 g MgSO4, 0,2 g NaCl e 0,003
g CuSO04, 1,5 mg/mL - 1 triptofano, 1,5 mg/mL - 1 glicose, pH 7) durante 15 dias
a 25 ° C sob agitacao (180 rpm). Apds o crescimento, o meio foi separado do
micélio fungico por filtracdo usando papel de filtro, e aliquotas de 50 mL do meio

MS foram coletadas e liofilizadas.

O método de extragdo do IAA foi utilizado pela primeira vez por
Chiwocha et al. (2003) e modificado por Tureckova et al. (2009) Para este
estudo, usamos uma versao adaptada do método descrito por Tureckova.
Resumidamente, 50 mg de meio MS liofilizado foram extraidos com 750 pL

solucao de metanol: &gua: 4cido acético (10:89:1; v/v/v) durante 1h a 4 °C.

O solvente foi posteriormente recuperado com uma seringa e o
procedimento foi realizado novamente com o0 mesmo material nas mesmas
condic¢des, mas com 30 min de incubag&o. Ambos os extratos foram combinados
e filtrados em membrana de PTFE 0,20 ym x 13 mm (Merck, Millipore, Irlanda)
para prevenir particulas. O filtrado foi submetido a extracdo em fase sélida (SPE)
utilizando cartucho C18 (100 mg, 3 mL, Phenomenex). Antes da introducéo do
extrato, o cartucho foi condicionado com 2 mL de metanol e calibrado com 2 mL
de solucdo de metanol: agua: acido acético (10:89:1; v/v/v). O extrato foi entdo
aplicado no sistema SPE, e apds essa etapa, o cartucho foi lavado com 1 mL de
solucdo de metanol: agua: acido acético (10:89:1; v/v/v) para remover
interferéncias. O extrato foi eluido com 3 mL de metanol: agua: acido acético
(80:19:1).
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O eluido foi seco sob uma corrente suave de nitrogénio e
recuperado com 300uL solugdo de metanol:agua (30:70; v/v) contendo 0,1% de
acido férmico, filtrada por meio de membrana de PTFE 0,20 y m x 13 mm (Merck,

Millipore, Irlanda), o extrato final foi analisado por cromatografia liquida.

As analises foram realizadas utilizando cromatografia liquida de
ultraeficiéncia (UPLC) acoplada a um analisador Time-of-flight (TOF),
espectrometro de massa Waters Micromass LCT equipado com interface de
electrospray (ESI). As separagfes foram feitas usando uma coluna C18 (Waters
Acquity UPLC C18, 2,1 mm x 150 mm, 1,7 ym). Os perfis dos metabdlitos dos
extratos foram obtidos inicialmente por um gradiente exploratorio de fase moével
composto da fase A (agua com 0,1 % v/v acido formico) e fase B (acetonitrila
com 0,1 % v/v acido férmico). As amostras foram submetidas a um gradiente
exploratério 5-95 % com taxa de fluxo de 500uL min-! As andlises de cada extrato
foram realizadas no modo de ionizacédo negativa (NI) em intervalo de 100 - 1200
Da, com o tempo de aquisicdo de 0,1 s no modo centréide. As condi¢cdes ESI
foram definidas da seguinte forma: Tensao capilar 2800 V, tens&o do cone 40 V,
temperatura da fonte 120° C, temperatura de dessolvatacdo 330° C, fluxo de gas
cone 20L h-1, fluxo de gas de dessolvatacédo 600L h-1, e MCP (voltagem da placa
do microcanal) - detector 1900 V (Chiwocha et al. 2003; Matsuda et al. 2005).
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5. RESULTADOS

5.1 Germinacgéo excessiva de 6rgaos reprodutivos

Visando uma melhor demonstracdo das alteracbes morfologicas
causadas pelo superbrotamento, foi realizada a descricdo anatdbmica de flores
saudaveis (Figura 4 A direita, D, E e F), e doentes (Figura 4 A esquerda, B, C).
O guaranazeiro apresenta flores funcionalmente unissexuais masculinas e
femininas sobre a mesma raquis de inflorescéncia. No entanto, a espécie
desenvolveu um mecanismo de assincronia de floradas em que cada tipo de flor
fica aberta e apta para cruzamentos durante ciclos alternados e sucessivos de
trés a quatro dias. Por isto, dificiimente sdo observadas simultaneamente flores
masculinas e femininas abertas durante um mesmo ciclo de trés ha quatro dias

em uma mesma rague ou ramo da planta, o que favorece a alogamia.

NENMENE MY RN
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=

Figura 4 - Flores da planta de guarana. A- esquerda: inflorescéncia com
tamanho reduzido e sintoma de superbrotamento; a direita: inflorescéncia sadia
de tamanho normal. B- imagem ampliada mostrando aspecto das inflorescéncias
infectadas por F. decemcellulare. C - flor sintomética apresentando estruturas
florais deformadas. D - F -Inflorescéncias de flor sadia, com estruturas normais

As flores femininas assintomaticas de guaranazeiro apresentam

ovario supero, estilete mais longo que o estigma, que é trifido e fica exposto
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sobre a corola (Figura 5 A e B). Oito estaminddios nao funcionais (a, anteras
indeiscentes; f, filete do estaminddio na Figura 5 A) ocupam o lugar dos estames
e ndo sao visiveis acima da corola da flor feminina. Flores masculinas
assintomaticas apresentam oito estames funcionais (Figuras 5 E e F), com filetes
mais longos que os dos estaminddios na flor feminina, que por isto expdem as
anteras sobre a corola. Circundado pelos estames funcionais fica o gineceu néo
funcional, representado por um rudimento de estigma (Figura 5 G). Uma das
cinco sépalas € modificada e algumas vezes classificada como bractea (Figura
5 C) e as outras quatro sdo mais espessas e pilosas que as pétalas e de
coloracdo verde. As pétalas sdo folidceas, bastante frageis, sendo todas elas
muito alvas (a coloracdo avermelhada das pétalas na Figura 9 deve-se ao

processo de oxidacdo natural, acelerado pela exposicdo dos tecidos fixados ao

ar), e apresentam escamas internas (Figura 5 D).

Figura 5 - Estruturas de flores assintomaticas de guaranazeiro. A-B- estruturas
da flor feminina. A- flor feminina, com pétalas frontais retiradas, para expor os
estaminddios que sao vistos a frente do ovario e do estilete (stl) que suporta o
estigma trifido (stg) exposto sobre a corola (p: pétala). B- pétalas e sépalas
foram removidas para expor o ovario (ov) funcional da flor feminina. Estigma
trifido e estilete naturalmente alongado na flor feminina estdo sobre o ovario. C-
bractea petaldide (faces interna e externa), que ocorre uma vez em cada flor. D-
pétalas foliaceas que ocorrem em namero de quatro, por flor, em vistas da face
interna e externa. Vista interna expde a escama (D, lado esquerdo). E-G-
estruturas da flor masculina. E- os filetes dos estames funcionais (f) sdo mais
longos que aqueles dos estaminodios e expbem as anteras funcionais
deiscentes (a), sobre a corola das flores masculinas. Estilete esta ausente e 0
estigma rudimentar ndo fica exposto sobre a corola da flor masculina. F- sépala
e pétalas, alguns estames e o rudimento de estigma foram removidos para expor

o restante dos oito estames e anteras funcionais. Os estames e uma pétala
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removidos em F podem ser observados em G, assim como o estigma rudimentar
(stg) da flor masculina. (a: antera f: filamento, stl: estilo; stg: estigma; ov: ovario;
p: pétala)

Nas inflorescéncias com sintomas de superbrotamento, ocorre a
formacao de capsulas com paredes extremamente espessadas, que impedem a
antese das flores e a exposicao dos verticilos reprodutivos (Figura 6 D a F). O
espessamento dos verticilos vegetativos (sépalas e pétalas) das flores
sintomaticas pode ser observado quando sdo comparados 0s cortes transversais
de flores assintomaticas (Figura 6 B e J-K) e sintométicas (Figura 6 E e G-I). O
namero de camadas de células, o tamanho das células e aparentemente a

espessura das paredes celulares estdo aumentados nos tecidos sintomaticos
(Figura 6 | vs 10K).

Figura 6 - Flores de guaranazeiro assintomaticas e com sintomas de
superbrotamento. A-C- flor funcionalmente masculina assintomatica, apdés a
antese, em vista do pélo apical (A), em corte transversal superficial (B), e em
vista lateral sem corte (C), para observagédo do comprimento do eixo longitudinal.
D-F- estrutura reprodutiva sintomética, com formacdo de capsula de tecidos
espessados (linha vermelha indica a espessura do envoltério da capsula) e
pilosidade acentuada, em vista apical (D), em corte transversal superficial (E) e
em vista lateral sem corte (F), para observacdo do comprimento do eixo
longitudinal. O corte transversal superficial (E) expde a espessura da “capsula”
e multiplos conjuntos de verticilos reprodutivos malformados, resquicios de
pistilos, amarelados, e varios conjuntos de filetes, brancos e achatados dorso
ventralmente. G-I- detalhes das capsulas G- corte corado com Azul de Toluidina.
H-1- eletromicrografias de varredura de cortes transversais de estruturas
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reprodutivas sintoméaticas. J-K- detalhes de flores assintomaticas em
eletromicrografia de varredura. Linhas vermelhas indicam a espessura do
envoltério das capsulas, formadas provavelmente pelo espessamento das
sépalas. Compare-se com a espessura das sépalas assintomaticas indicadas
pelas linhas amarelas

Aparentemente, sdo principalmente as sépalas que compdem o
envoltério mais externo das cépsulas. No interior das capsulas, ha certa
compartimentalizacdo, e conjuntos de verticilos reprodutivos malformados séo
contidos pelo que seriam conjuntos de pétalas também malformadas, encurtadas
e anormalmente espessas. Ha mais de dois conjuntos de verticilos reprodutivos
mal formados dentro de cada capsula, ao contrario do que se verifica nas flores
assintomaticas onde é possivel identificar um conjunto de verticilos reprodutivos
funcionais e um conjunto de verticilos rudimentares, masculino ou feminino,
dependendo da funcionalidade da flor (Figuras 7e 7B vs 7 E e 7 A-D). O nimero
de componentes de cada verticilo também é anormal, invariavelmente, a ponto
de néo ser possivel definir qual a funcionalidade da flor(es) dentro das capsulas
nas inflorescéncias sintomaticas. Estruturas reprodutivas sintomaticas com
rudimentos de dois pistilos e dois conjuntos de estruturas reminiscentes de
androceus, todos extremamente mal formados dentro de uma Unica capsula
foram frequentemente encontrados (Figura 7). Rudimentos de pistilos com
estigmas fendidos em quatro superficies (Figura 7 E) em vez das trés
encontradas em flores assintomaticas (Figura 7 A e B), e ovarios com quatro
I6culos (lo) em vez de trés (Figura 7 F) foram observados. E até mesmo onze
filetes circundando um pistilo com seis carpelos ndo fundidos (Figura 7 G)
também foram encontrados dentro das capsulas em estruturas reprodutivas

sintomaticas.
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Figura 7 - Detalhes das estruturas encontradas no interior de capsulas nas
inflorescéncias de guaranazeiro com sintomas de superbrotamento. A- capsula
em corte transversal superficial. B-D- detalhes das estruturas observadas em A.
B- filetes encurtados suportando anteras pouco diferenciadas (em branco) em
torno de um reminiscente de ovario malformado (amarelado), em vista anterior e
posterior. C- estrutura semelhante a um ovario, com varios l6culos malformados
e ndo perfeitamente fundidos, bastante semelhante a estrutura em B embora
neste Ultimo caso, os filetes e anteras circunscritos ndo tenham sido observados.
D- filetes muito encurtados e brancos suportando anteras malformadas, com as
tecas separadas por uma cavidade, sendo que neste caso, 0s reminiscentes do
gineceu nao foram identificados. E-H - outras estruturas observadas no interior
de capsulas presentes em inflorescéncias sintomaticas. E- vista apical de pistilo
em corte transversal, com quatro l6bulos de estigma (stg) encurtados e sésseis.
F- cortes transversais de ovarios com quatro Iéculos (lo) observados no interior
de “capsula” em inflorescéncia sintomatica e com trés loculos de uma flor
assintomatica, para comparacdo. G- pelo menos onze filetes de anteras, com
coloracédo branca brilhante podem ser vistos circundando o pistilo de cor
amarelada, com seis carpelos ndo fundidos. H- estigma (stg) séssil, pouco
alongado e sem papilas estigmaticas, inserido quase que diretamente sobre o
ovario (ov), resultante do encurtamento extremo do estilete

Outro aspecto bem caracteristico da infec¢do € a reducédo do eixo
longitudinal das estruturas florais sintomaticas (Figura 6 C vs F). O encurtamento
das estruturas reprodutivas acompanha o encurtamento generalizado das
capsulas com relacéo as flores normais: estigmas sésseis (stg) (Figura 7 E e H)
foram observados algumas vezes, em lugar de estarem implantados sobre os
estiletes alongados (stl) caracteristicos de flores assintomaticas (Figura 5 A e B).
Os lobulos dos estigmas, quando os estigmas podem ser observados, também

se apresentam encurtados (Figuras 6 E e H) e com diametro aumentado.
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5.2 Superbrotamento de tecido vegetativo

Nas gemas vegetativas em ramos de guaranazeiro, observa-se 0s
mesmos efeitos de encurtamento do eixo longitudinal, aparecimento de capsulas
com paredes espessadas, que estdo em Orgdos vegetativos provavelmente
compostas de bracteas anormais que de outra forma protegeria os botbes
vegetativos em ramos assintomaticos. O comprimento dos entrends dos ramos

é claramente comprometido (Figura 8).

As cdpsulas de tecido vegetativo contém os meristemas e 6rgaos
malformados que ndo se alongaram para produzir ramificacdes secundarias e
folhas. O alongamento dos internédios dos ramos sintomaticos esta claramente
prejudicado (Figura 8 J vs 8 K). Especificamente no espécimen dissecado para
este estudo, apesar dos entrends estarem muito curtos em toda a extensdo do
apice do ramo, as gemas dos nés mais apicais ainda produziram alguns ramos

secundarios com alongamento normal.
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Figura 8 - Gemas vegetativas em ramos assintomaticos e com sintomas de
superbrotamento no guaranazeiro. A - gema vegetativa axilar assintomatica em
processo de diferenciagdo, com eixo longitudinal maior que o transversal. B -
gema vegetativa sintomatica, apresentando reducdo do eixo longitudinal e
aumento do eixo transversal, com organizacdo de bracteas em séries
concéntricas, em um mesmo plano do eixo longitudinal que ndo se alonga
normalmente. C - corte transversal de um ponto de ramificacdo, em planta
assintomatica, com ramo secundario muito jovem (1) e gema axilar protegida por
bracteas foliaceas (2). D e E - capsulas observadas em ramo sintomatico em
corte transversal, com uma profusédo de 6rgdos malformados e um meristema
axilar encapsulado (1) pelas bracteas muito espessadas (circulo amarelo). F e |
- cortes longitudinais de capsulas retiradas de ramos sintomaticos. G - ramo
primario jovem assintomético, em corte transversal. H - ramo primario jovem em
planta sintomética, com espessamento do cortex. J-K - extremidades apicais de
ramos de guaranazeiro. As barras brancas indicam os planos de corte para a
visualizacdo das estruturas internas, apresentadas a direita da figura. Os
asteriscos indicam as superficies dos ramos principais. J - ramo assintomatico
de guaranazeiro apresentando ramificagcdo secundaria oriunda do alongamento
normal das gemas em dois nés e mais duas brotacdes apicais. K - ramo de
guaranazeiro com sintomas de superbrotamento, apresentando capsulas em
cinco nos e entrends muito reduzidos
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As estruturas na Figura 8 J mostram o processo de ramificagcdo em
planta assintomatica, onde ha diferenciacdo de meristemas de pelo menos uma
gema por no, originando os ramos secundarios. Detalhes na Figura 8 K séo
cortes transversais dos ramos principais e capsulas nas mesmas imagens e 0s
planos de corte séo indicados por finas linhas brancas. O acimulo de estruturas
ndo diferenciadas e malformadas e nucleos meristeméaticos dentro da parede

espessa das capsulas é evidente (Figura 8 D. E, F, | e K).

5.3 Galhas no ramo principal

Em plantas em que a infeccdo evolui para a formacdo de
aglomerados de capsulas nos ramos principais, o sintoma de superbrotamento
assemelha-se a um tumor no caule, formando as galhas. Dependendo da idade
da planta e do tempo de desenvolvimento dos sintomas, podem ser observados
dois tipos de galhas com base nas diferencas da morfologia externa das

capsulas (Figura 9 A e B).

No interior das capsulas que comp&em as galhas, observadas em
corte longitudinal em mudas de viveiro, ocorrem sucessdes de gemas
malformadas prejudicadas em sua diferenciacdo, mas que nao apresentam
sinais de amolecimento, apodrecimento ou escurecimento e assim se mantém
por longos periodos. Nesta fase da infeccdo, as varias capsulas que compdem
as galhas estédo conectadas a um tecido basal comum (BC na Figura 9 F e H),
gue esta preso a planta no ponto de ocorréncia de um né ou ponto de
ramificacdo, mas ndo se observa mais alongamento de entrendés ou
diferenciacdo de ramos secundarios ou folhas saindo das cdpsulas nas galhas
(Figura 9 A e C). E possivel observar, a espessura aumentada do envoltorio
externo das capsulas nos tecidos vegetativos sintomaticos, que neste caso
parece ser constituido de bracteas extremamente espessadas, correspondendo
ao que ocorre com as sépalas nos tecidos reprodutivos. A ocorréncia de camaras
de ar no interior dessas capsulas é remanescente do que é observado em
tecidos assintomaticos, onde as bracteas ficam dispostas em torno dos
meristemas ou gemas axilares e apicais, protegendo-os contra dessecacao e

injuria mecanica (Figura 9 I-L).
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Figura 9 - Galhas no ramo principal de guaranazeiro. A-D - proliferagdo de
capsula de gemas vegetativas reunidas em um né de ramificacao. A e B — galhas
em plantas jovens. C e D — galhas em plantas adultas. E-H — Cacho de capsulas
durante a formacdo inicial das galhas em planta jovem de viveiro. E - pelo menos
nove capsulas podem ser contadas em um Unico ponto de ramificagéo da planta.
F - corte longitudinal da estrutura em E, evidenciando cerca de cinco capsulas e
um tipo de tecido conector basal (BC), que faz a conexéo das capsulas entre si
e com o ramo da planta afetada, formando a galha. G - ramo menos afetado de
planta jovem, com pelo menos quatro capsulas justapostas consecutivamente e
nao lado a lado. H - corte longitudinal da estrutura em G mostrando o tecido
conector basal. I-L - Sintomas de superbrotamento em ramos de mudas de
viveiro. |: “capsula” vista externamente, linha vermelha indica o plano do corte
transversal apresentado em K. J - a mesma cépsula, visto de cima para mostrar
a espessura da camada externa circundante e a presenca de 6rgdos mal
diferenciados e malformados L - corte histolégico da mesma “capsula”, corado
com azul de toluidina. (*) Espacgo de ar dentro da “capsula”. As setas vermelhas
indicam a camada externa das capsulas, que provavelmente sdo bracteas
extremamente espessas. Os circulos indicam possiveis meristemas
independentes e malformados

5.4 Expressao diferencial em tecido sintoméatico e assintomético
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RNA-Seq e dados protedmicos foram usados para identificar genes
e proteinas diferencialmente expressos em tecidos sintomaticos infectados por
F. decemcellulare e assintomaticos ndo infectado. O transcriptoma de novo foi
montado a partir de um conjunto de 231 milhdes de sequéncias brutas, depois
do controle de qualidade e descarte das sequéncias do patdégeno, removidas a
partir das reads mapeadas no genoma do F. decemcellulare. Houve um intervalo
de 64 — 74 % das reads mapeadas no transcriptoma de novo, conforme mostrado

na Tabela 1.

Tabela 1 - reads mapeadas no transcriptoma de novo de tecido sintomatico e
assintomatico de guaranazeiro

Reads sem Reads com  Reads sem Reads mapeadas ao
Guaranazeiro Tecido tratamento  tratamento RNAr residual transcriptome de novo

Planta com sintomas 1 Superbrotamento em

gemas vegetativas 37050990 30967107 26519915 18790814 (70,09%)
Planta com sintomas 2 Superbrotamento
de galha 34332124 29745813 24078427 17732160 (73,6%)
Planta com sintomas 3 Superbrotamento
em flores 56240974 49518589 44892989 33520542 (74,7%)
Planta sem sintomas 1 Gema vegetativa 38142798 32322526 696262 445980 (64,1%)
Planta sem sintomas 2 Flor 40096576 34832000 32574694 23601419 (72,5%)
Planta sem sintomas 3 Flor 25172860 22358782 21723872 16009052 (73,7%)
Total 231036322 199744817 150486159

Quanto a analise protedmica comparativa entre flores sintoméaticas
e assintomaticas em dois estadios de desenvolvimento, foi obtido um total de
32.802 peptideos (11.199 para flores saudaveis, 10.784 para sintomatico estadio
1 e 10.819 para sintomatico estadio 2). Em relacdo ao numero de proteinas

identificadas em cada condicdo, 803 foram encontradas em flores
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assintomaticas, 1152 e 926 em flores sintomaticas estadio 1 e 2
respectivamente. Entre as proteinas com expresséao diferencial, 222 ocorreram
em flores assintomaticas, 447 em flores doentes no estadio 1 e 277 no estadio
2.

Ensaios de RNAseq foram realizados para comparar bibliotecas de
cDNA preparadas com tecidos vegetativos e reprodutivos de ambas as
condicbes. A andlise resultou um total de 4529 genes diferencialmente
expressos, representando termos GO como processo celular, processo
metabdlico, regulacdo bioldgica, ligacdo, atividade catalitica, célula, organela
(Fig. 10, 11 e 12). Entre os genes expressos diferencialmente, destacamos os
genes envolvidos no processo metabdlico de hormonios vegetais (Apéndice A).
Os genes diferencialmente expressos em tecido sintomatico compreendem
sinalizacdo de resposta de auxina (RBX1, UBA1, SKP2A e RBX1), bem como
genes associados ao ciclo, diviséo e proliferacdo celular, incluindo os genes que
codificam os fatores de transcricéo (AtE2F2 e DPB) e genes PCBAZ2 (proliferating
cell nuclear antigen 2), homélogo C da proteina 48 de controle da divisédo celular
(AtCDC48C), CYCB1; 1 e Weel (Figura 13).

COMPONENTE CELULAR
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Complexo de proteinas

Partede membrana

Regido extracelular

Parte da regido Intracelular

Parte da regido extracelular

Figura 10 - Termos GO dos (top 50) associados a anotacao funcional para os
genes diferencialmente expressos em tecidos doentes de guaranazeiro
(Componente celular)
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PROCESSO BIOLOGICO
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Figura 11 - Termos GO dos (top 50) associados a anotacao funcional para os
genes diferencialmente expressos em tecidos doentes de guaranazeiro
(Processo biologico)
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Figura 12 - Termos GO dos (top 50) associados a anotagdo funcional para os
genes diferencialmente expressos em tecidos doentes de guaranazeiro (Fungao

molecular)

Transcritos relacionados a genes que codificam homologos aos

Fatores de Resposta a Auxina (ARFs) AT1G19220.1 (ARF19), AT5G20730.1
(ARF7/NPH4) e transcritos para GH3.3 homologas ao gene AT2G23170.1 de
Arabidopsis thaliana estavam presentes exclusivamente em tecidos sintomaticos
(Apéndice A) No entanto, os transcritos de PIN3 homologos a AT1G76520
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estiveram presentes exclusivamente em tecidos assintomaticos e nenhuma
sequéncia homologa a elementos Aux/IAA foi encontrada entre os transcritos

diferencialmente expressos.

Logl0 (FPKM + 1)
I:J

WEE1
AtCDC48C

DOENTES SADIAS

Figura 13 - Genes diferencialmente expressos no tecido com sintomas de
superbrotamento. Esquerda: STRING rede de componentes do complexo SCF
(Skp1-CullFbox) e alguns genes a jusante. Direito: Expresséao diferencial (fold-
change = 2 e FDR < 0,05) de componentes do complexo SCF e alguns genes a
jusante. Letras em negrito indicam genes diferencialmente expressos

Genes relacionados a outros hormoénios vegetais, incluindo
citocinina, &cido abscisico, giberelina, etileno, acido salicilico e jasmonico, foram
diferencialmente expressos em plantas de guarana com superbrotamento
(Apéndice A). A citocinina oxidase 3 (CKX3) e a citocinina
oxidase/desidrogenase 1 (CKX1) foram expressas apenas em plantas doentes.
Por outro lado, MYB21, um fator de transcricdo dependente da giberelina
envolvido no alongamento do filamento do estame, foi expresso apenas em
plantas saudaveis. A quitinase béasica (hchib) relacionada a sinalizagéo de etileno
e acido jasmobnico na resisténcia sistémica adquirida foi expressa
exclusivamente em tecido sintomatico. Genes relacionados ao acido abscisico

(ABA) foram diferencialmente expressos em plantas doentes (Apéndice A), como
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ASR1 (ABA, estresse), ABF3 (estresse salino e seca), NCED3 (gene da enzima
limitadora de taxa na via de sintese de novo de ABA), LTI65 (CAP160) (gene
induzido pela privacdo de agua, frio e estresse salino). O gene NRB4, um
mediador da transcricdo da RNA polimerase I, necessario para a resposta ao
acido salicilico, foi expresso apenas em plantas assintomaticas. VTC5, um gene
gue codifica a fosforilase de GDP-L-galactose, uma enzima comprometida com

a biossintese de ascorbato que responde ao acido jasmonico.

Dados preliminares da analise protedmica confirmaram o0s
resultados do transcriptoma, apoiando a ocorréncia de desequilibrio hormonal
no tecido infectado. Destacamos 0 mecanismo de sinalizacdo do gene da auxina
pela degradacéo da ubiquitina (SCF TIR1 proteina, SKP2A, UBA1) e ciclo celular
(PCNA e CDC48) que foram expressos exclusivamente no proteoma de tecido
sintomético. Na figura 14 sdo mostrados o perfil de proteinas em SDS-PAGE e

a selecéo de faixas do gel que foram excisadas para identificacdo por MS/MS.

MARCADOR TECIDO SADIO TECIDO DOENTE ESTADIO  TECIDO DOENTE ESTADIO

Faixa 1

Faixa 2
Faixa 3

Faixa 4
Faixa 5
Faixa 6
Faixa 7
Faixa 8
Faixa 9

Faixa 10

Faixa 11

Faixa 12
Faixa 13

Faixa 14

Figura 14 - Gel SDS-PAGE corados com Comassie blue R-350 mostrando
selecdo de proteinas das trés condicdes: flor sadia, flor doente estadio 1 e flor
doente estadio 2. As faixas (1-14) selecionadas para recorte sédo indicadas a
esquerda pelas linhas pontilhadas. As amostras de cada condicdo foram
aplicadas no gel em triplicadas. Foram utilizados 15 pg de extrato protéico em
cada poco.
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5.5 Deteccdao de IAA secretado por Fusarium decemcellulare

Para obter informacdes sobre infeccdo causada por F.
decemcellulare que pode ajudar a um melhor entendimento dos processos
moleculares relacionados as interagbes patdégeno-hospedeiro, 0 genoma
completo do patdgeno e o transcriptoma foram obtidos. Genes relacionados a
biossintese de auxina foram identificados no genoma e no transcriptoma em
condic¢des in vitro (dados ndo mostrados). Para confirmar que F. decemcellulare
é capaz de produzir IAA, foi feita a analise UPLC-QTOF-MSE além dos dados da
analise de espectrometria de massa de alta resolu¢do. Padrdo analitico (IAA de
origem vegetal) foi utilizado para confirmacao inequivoca da presenca de IAA em

condic¢@es in vitro.

O cromatograma do modo de ions negativos em Varredura
Completa (m/z 120 - 1180 Da) e cromatogramas de ions extraidos (m/z 174,05
Da), referente ao padrdo analitico de IAA e a amostra de F. decemcellulare

(Figura 19). O padrao analitico mostrou um tempo de retencdo de 5min e 30s e

fon precursor m/z 174,0561 [M-H]~ consistente com a formula molecular de IAA

C10H9NO2 com erro inferior a 5 ppm. A fragmentacdo do ion precursor de m/z
174.0549 sugeriu a perda neutra de CO2 (- 44 Da) e formacdo de um produto
ibnico de m/z 130.0662 (Figura 19).

A amostra de F. decemcellulare (CML 3423) mostrou 0 mesmo
tempo de retencdo que o padréao analitico de 5min e 30s (Figura 19) e a mesma
formula molecular C10H9NO2 com erro inferior a 5 ppm. A férmula molecular e
fragmentacdo do mecanismo sdo bases de semelhanca inequivocas para

identificacdo de IAA.

Os fragmentos de ions encontrados em F. decemcellulare amostra
séo consistentes com 0 mecanismo de fragmentacgéo do padrédo analitico (Figura
15 e 16) e dados da literatura (Chiwocha et al. 2003; Matsuda et al. 2005).
Observa-se que a partir do ion precursor m/z 174,0546, ha formacéo de um ion
produto em m/z 130,0657 [MH-CO? -. Dados cromatograficos e

espectroscopicos do padrdo analitico em comparacdo com amostras de dois
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isolados confirmam que F. decemcellulare € capaz de produzir IAA no meio MS

triptofano.
A IAA
Analitical
100 925 € qtandard 100-
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Figura 15 - Deteccao de &cido indol-3-acético (IAA) por UPLC-QTOF-MSE. A -
Cromatograma em modo de ion negativo Full Scan (m/z 120-1180 Da). B - ion
extraido (m/z 174,05). Os tempos de retencdo do composto sédo: (A) 5,29 min
para o padrdo analitico (IAA de origem vegetal) e 5min e 34s para Fusarium
decemcellulare (CML 3423). (B) 5min e 30s para o padrdo analitico e F.
decemcellulare (CML 3423)
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Figura 16 - Dados de espectro de massa para a molécula do precursor do acido
indol-3-acético (IAA) (m/z 174,05) e produto (m/z 130) para o padréo analitico,
de origem vegetal, e Fusarium decemcellulare CML 3423 analisados -ions
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, sintomas de superbrotamento em trés diferentes
tipos de 6rgédos do guaranazeiro foram dissecados, analisados e comparados a
orgaos e tecidos assintomaticos. As caracteristicas semelhantes nas estruturas
observadas foram a reducdo do eixo longitudinal de todos os 6rgaos que
puderam ser identificados (entrends e flores, por exemplo) e a ocorréncia de
estruturas morfolégicas com sintomas caracteristicos da doenga, aqui
denominadas pela primeira vez de capsulas (Figuras. 10 E, 10 A, 12 F, 131, Je
K). Essas capsulas que acumulam internamente O6rgdos e tecidos com
malformacdes celulares e histolégicas. As cépsulas apresentaram

invariavelmente envoltérios externos extremamente espessos.

Estruturas vegetativas das flores (sépalas e pétalas) e bracteas nos
orgaos vegetativos tém aspecto foliaceo (tipo folha) nos érgaos assintoméaticos
e aparéncia de casca, constituindo as camadas externas das “capsulas”, em
tecidos sintomaticos. Sugerimos que o0 espessamento desses tecidos se deve
ao mesmo fator que leva a reducdo do eixo longitudinal das flores, pecas
reprodutivas florais e células florais, bem como ao encurtamento dos internodios.
As espessas camadas externas das capsulas nas inflorescéncias também
impedem a antese e a exposi¢ao de pecas reprodutivas (Figura 10 A, B, C vs C,
D, F).

Os primeiros sintomas da doenca consistem em multiplicacdo de
ramificacGes a partir de um Unico ponto ou no, onde deveria haver a producao
de apenas um ramo secundario. Nessa fase da doenca, ainda ha alongamento
e diferenciacdo das folhas nesses ramos supranumerarios. Esse fendmeno as
vezes também pode ser observado na por¢ao apical do ramo de plantas adultas
sintomaticas, que ja apresentam internoddios subapicais encurtados, mas ainda
podem gerar ramos jovens alongados na maioria dos nddulos apicais, 0 que
denota um carater de manifestacdo local dos sintomas. Apds a eclosdo dos
ramos, ocorre uma redugdo do comprimento do entrend do caule principal e
formacdo de cépsulas nos ndés ou pontos de ramificacdo, impedindo o
alongamento normal e a diferenciagdo dos meristemas capturados em seu

interior (Figura 12 K). Nos estadios tardios da doenca, a completa auséncia de
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alongamento e diferenciacdo normal de ramos secundarios e raquis de
inflorescéncias, somada a proliferagédo continua provoca o acumulo de cdpsulas
sobre um dos nos do ramo principal do guaranazeiro, produzindo o sintoma
conhecido como galha. Mesmo nesta fase avancada da doenca, os tecidos
internos das capsulas, apesar de malformados, n&o apresentaram
amolecimento, apodrecimento ou escurecimento, mau odor ou exsudacgdo de

liquidos putrefatos.

Neste estudo, os dados transcriptdmicos e preliminares de
proteoma da interacdo apoiam a ocorréncia de desequilibrio hormonal na
proliferacdo excessiva causada por F. decemcellulare. A evidéncia de que esse
patégeno produz IAA, aqui relatada pela primeira vez, indica uma das possiveis
causas das alteracdes nos niveis hormonais. Resultados semelhantes foram
relatados em vérias malformacdes e galhas de plantas causadas por bactérias,
fungos, protistas e insetos (Teixeira et al. 2014; Bailey et al. 2015; Liu et al. 2016;
Liu et al. 2017; Lan et al. 2019).

No guaranazeiro, 0s brotos supranumerarios originados de um
mesmo nO sdo uma alteracdo facilmente associada a niveis alterados de
atividade de auxina. Isso pode ser interpretado como uma perda ou diminuigéo
da dominancia apical. A reducéo do eixo longitudinal das flores e érgaos florais,
como filamentos e estiletes de anteras, e o comprimento reduzido dos
internddios do caule principal e das raquias da inflorescéncia, também podem
estar relacionados ao desequilibrio dos niveis hormonais. S&do funcao primaria
dos reguladores de crescimento da classe das auxinas durante o
desenvolvimento dos 6rgaos vegetativos e reprodutivos a dominancia apical e
alongamento da planta, comecando pela diferenciacdo do meristema (Takase et
al. 2004; Perrot-Rechenmann 2010). Genes e proteinas diferencialmente
expressos relacionados ao mecanismo de sinalizacdo de auxina, bem como
genes responsivos a auxina associados ao ciclo, diviséo e proliferacéo celular
ocorreram em tecidos infectados (Figura 17), esses dados combinados com a
expresséo diferencial do gene GH3 no tecido infectado e a identificacdo do GH3
expresso exclusivamente no tecido de guaranazeiro sintomatica podem ser
indicativos da ac&o da auxina nos sintomas de superbrotamento causado por F.
decemcellulare.
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O excesso de auxina € necessario para acionar a expressao de
genes GH3, como parte da reacdo da planta para manter as concentracoes
fisiologicas nativas de auxina. GH3.8 é relatado como responsivo ao IAA em
arroz (Li et al. 2016) e soja (Gee et al. 1991). Li et al. (2016) relatou que a fungéo
do GH3 esta relacionada a repressao da atividade da auxina e ao aumento da
producdo de acido salicilico, que inicia uma resposta sistémica adquirida (SAR).
A expressdo de GH3 foi demonstrada em diferentes hospedeiros durante a
interacdo com patdégenos produtores de auxina, como Agrobacterium
tumefaciens (Lee et al. 2009) e Moniliophthora perniciosa Stahel (Teixeira et al.
2014).

Altas concentracbes de auxina também podem interferir no
metabolismo da citocinina mediado pela citocinina oxidase (Palni et al.1988).
Dados transcriptdmicos de tecido sintomatico de guaranazeiro revelaram que a
citocinina oxidase 3 (CKX3) e a citocinina oxidase/desidrogenase 1 (CKX1)

foram expressas exclusivamente em tecido de plantas doentes.

Como esperado, a maioria dos genes relacionados ao ABA foram
diferencialmente expressos em plantas doentes. Asrl (amadurecimento por
estresse com &cido abscisico) € um gene presente em varias espécies de
plantas, com papel comprovado na tolerancia ao estresse (Dominguez e Carrari
2015), cujos niveis sdo aumentados pelo sal, estresse hidrico e exposicdo ao
ABA. Asrl tem um papel duplo como proteina chaperona para termotolerancia e
fator de transcricdo envolvido na cross-talking do horménio agucar (Carrari et al.
2004). O gene NRB4 é necessario para a resposta ao SA e foi encontrado
exclusivamente em plantas assintomaticas. Plantas de Arabidopsis thaliana com
alelos nulos de NRB4 s&o insensiveis a SA e sdo estéreis, com crescimento
prejudicado (Canet et al. 2012). Este resultado indica que a auséncia /reducéo
da expressao do gene nrb4 em plantas de guarand pode ter um papel no
crescimento e desenvolvimento anormais de verticilos florais em plantas

infectadas.

A sinalizacdo do acido jasmoénico esta envolvida na regulacdo da
sintese antioxidante, tendo impacto na biossintese do ascorbato. Curiosamente,

o0 vtch, gene que codifica a fosforilase da biossintese do ascorbato para a GDP-
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L-galactose, foi expresso apenas em plantas sintomaticas, indicando uma
possivel resposta da planta a infeccdo do patégeno, a fim de manter a

homeostase antioxidante.

Outro gene que foi expresso de forma altamente diferencial em
plantas doentes foi 0 gene hchib, que codifica uma quitinase basica envolvida na
via de sinalizacdo mediada por etileno / acido jasmonico durante a resisténcia
sistémica adquirida. Jasmonato esta implicado na inibicdo do crescimento e
ativacao da defesa da planta (Koo e Howe 2009), nossos resultados corroboram
com esse papel do jasmonato, uma vez que os tecidos doentes tinham alta
expressdo de NINJA (suposto interactor of JAZ), um repressor da resposta ao
jasmonato. Acosta et al. (2013) relataram que NINJA é indispenséavel para
reprimir a sinalizacéo de JA e manter o crescimento normal da raiz. A falta de
expressdo de NINJA e de funcéo interativa também podem corroborar para as
anormalidades de crescimento observadas, com respostas de defesa induzidas

concomitantes em plantas de guarana infectadas.

Em relacéo aos genes relacionados a auxina, PINs, que nao foram
regulados positivamente em tecidos sintomaticos, apesar da superexpressao de
ARFs, incluindo ARF7 que tem sido diretamente relacionado a ativagao da PIN3
(Chen et al. 2015), que sao transportadores ou exportadores de efluxo de auxina,
séo constantemente reciclados nos endossomos e realocados nas membranas
para ajustar os efeitos da auxina. Uma interrupcéo na distribuicdo de proteinas
transportadoras ao longo das membranas plasmaticas celulares, onde estéo
imersas, foi relatada como consequéncia da exposi¢cdo a altos conteudos de
auxina interna, levando a divisdes celulares interrompidas e anormais (Petrasek
et al. 2002; Rakusova et al. 2016).

A distribuicdo adequada de proteinas PIN nas membranas
plasmaticas, referida como polarizacdo, € determinada pelo fluxo de IAA
enddgeno a partir de sua célula produtora as células receptoras (Bennett et al.
2016). Sabe-se que os embrides nao tiveram essa polarizacdo por um tempo e
os transportadores de PIN sdo globalmente distribuidos ao redor das células.
Supondo que as células meristematicas sejam similarmente baixas ou menos

polarizadas do que as células totalmente diferenciadas, a liberacdo de IAA
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produzida pelo F. decemcellulare no interior do guaranazeiro colonizado, os
meristemas podem estar relacionados a diferenciacéo, organizacdo e filotaxia

dos tecidos.

Muitas proteinas Aux/IAA, por sua vez, sdo negativamente
reguladas quando ARF3/ETT € altamente expresso seguindo um modelo
alternativo e relativamente independente de IAA de controle de genes de
resposta de auxina (Simonini et al. 2017). A busca por genes diferencialmente
expressos mediante a infecgdo de plantas de guarand por F. decemcellulare e a
validacdo do padréo de expresséo em diferentes 6rgaos néo foi finalizado ainda,
€ nosso grupo continua investigando para descobrir por que 0s repressores

Aux/IAA nao foram capturados entre aqueles regulados positivamente.

Niveis reduzidos de IAA impedem o alongamento normal e a
diferenciacdo de células vegetais em meristemas vegetativos sintomaticos ou
flores em diferenciacdo. A inibicdo do alongamento e aquisicdo da forma e
tamanho normais podem prejudicar a exposicdo das células aos gradientes
espaciais normais dos reguladores de crescimento e determinantes da
identidade das células do meristema, contribuindo para a diferenciacdo anormal
ou falta de diferenciacdo das células encurtadas sintométicas com paredes
espessas, que permanecem em linhas espacialmente desorganizadas fazendo
com que haja o acumulo de estruturas mal formadas dentro capsulas. Esta
desorganizacao local dos tecidos e meristemas diferenciadores evolui para a
filotaxia anormal ou distribuicdo de érgéos vegetativos e florais mal formados ao
longo do eixo da planta, o que pode ser considerado como uma consequéncia
da perturbacdo continua na dominancia apical e outros mecanismos
relacionados ao transporte de auxina como o alongamento celular e / ou da
disseminacdo simultanea da colonizacdo do patdgeno e distlrbios de auxina ao
longo do hospedeiro. O extremo dessa condicdo pode ser o acumulo de capsulas
no mesmo ponto de ramificacdo, formando o que se denomina galhas. Nesse
extremo, aparentemente, nem mesmo a inducdo do florescimento é possivel, e

apenas estruturas vegetativas malformadas sao encontradas no capsulas.

O tempo entre a observacédo das capsulas em inflorescéncias ou

ramos secundarios a observacdo de galhas em plantas de guarana também
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sugere que a infec¢do do tecido meristematico é gradual e localizada. A poda de
ramos sintomaticos € utilizada como forma de controle da doenca e corrobora
essa hipétese, uma vez que novos ramos saudaveis podem ser produzidos apos
a eliminacdo dos enfermos (Araujo et al. 2006). A(s) forma(s) exata(s) de
infecc@o e subsequente colonizagdo pelo patégeno ainda ndo sdo conhecidas.
Em outras espécies de Fusarium, tal como F. oxysporum (Schitdl) e F. solani
(Mart.) Sacc. causando murcha de fusarium e podriddo do caule,
respectivamente, a infeccdo em tecidos de maracuja (Passifloraedulis Sims),
ocorrendo inicialmente pela penetracéo da epiderme, colonizacao dos vasos do
xilema por hifas e microconidios com crescimento inter e intracelular, formando
hipertrofia e hiperplasia do cambio, xilema e floema (Ortiz et al.2014). A
investigacdo microscopica detalhada da infec¢cdo de F. graminearum Schwabe
em espigas de trigo revelou que, apds a infec¢do, o patdbgeno cresceu nos
espacos intercelulares, as hifas se tornaram abundantes e as células
hospedeiras perderam todo o seu conteudo celular pouco antes da colonizacao

intracelular (Brown et al.2010).

No futuro, esperamos contribuir com novos estudos, que expliguem
como ocorre a infeccdo e interacdo de F. decemcellulare e plantas de guarana,
com o objetivo de orientar programas de controle de reproducdo e de
germinacao. Além do estudo em plantas de guarand, nossos resultados podem
ajudar a entender o patdgeno e a relacdo com outras plantas hospedeiras, que
apresentam sintomas semelhantes, e seus possiveis efeitos que afetam o

desenvolvimento dessas plantas.
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CAPITULO Il

ldentificac&o de proteinas diferencialmente abundantes entre tecidos
florais assintomético e com sintomas de superbrotamento causado por
Fusarium decemcellulare em guaranazeiro (Paullinia cupana var sorbilis)
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8. MATERIAL E METODOS

8.1 Material vegetal

As amostras foram obtidas em condicbes de campo de trés
diferentes genotipos clonais de guaranazeiro (plantas oriundas de propagacao
por estaquia) aqui denominados de clone 375, 613 e 626, e de cada clone foram

feitas trés repetices técnicas totalizando as 18 amostras de extrato proteico.

Os clones 375, 613 e 626, todos tolerantes ao superbrotamento, e
mantidos no banco de germoplasma da Embrapa Amazoénia Ocidental, Estrada
AM-010 Km 29, Manaus-AM. De cada clone de guaranazeiro foram coletados
flores sadias e flores doentes com sintomas de superbrotamento (Figura 17),
essas inflorescéncias foram divididas em trés quadrantes de modo a se obter
uma triplicata biolégica de cada clone, de cada quadrante foi coletado tecido
floral para isolamento de F. decemcellulare e confirmacdo da infec¢cdo pelo
patdgeno, para extracdo de RNA e extracdo de proteinas (Figura 18). Todos os
tecidos foram submetidos ao protocolo de isolamento conforme descrito por
Batista e Bolkan (1982). Foram admitidos como tecidos assintométicos (sadios)
aqueles que além de nao apresentarem sintomas da doenca também nao foram

detectados o patégeno F. decemcellulare.

Os tecidos de guaranazeiro sintomaticos foram todos confirmados
por meio do isolado F. decemcellulare, este foi denominado tecido doente (Figura
19). Para extracdo de proteinas e RNA, as amostras foram coletadas e
armazenadas em tubos falcons contendo nitrogénio liquido e imediatamente
acondicionados em caixa com gelo seco e preservados a -80°C até o momento

da extracao.
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Figura 17 — Flores de guaranazeiro. A — Flor sadia assintomatica. B — Flor
doente com sintomas de superbrotamento
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Figura 18 — Flores de guaranazeiro do clone 375. Esquema representando a
coleta do material vegetal das flores doentes e flores sadias

Figura 19 — Isolamento de F. decemcellulare. A — fragmentos de flores de
guaranazeiro ap0s assepsia para isolamento. B — culturas crescidas em meio
agar-agua apos 3 dias, marcacao para retirada de fragmentos para o repique em
meio BDA. C — culturas com morfologia de F. decemcellulare crescida em meio
BDA para esporulacdo. D - visualizagdo através do microscopio de
macroconideos de F. decemcellulare, confirmando a presenca do fungo no
tecido doente

52



8.2 Obtencéo do extrato protéico

A extracdo de proteinas totais foi realizada apos confirmacédo da
presenca ou auséncia de F. decemcellulare nos tecidos florais sintomatico e
assintomatico respectivamente.

Inicialmente 2g do tecido foram macerados na presenca de
nitrogénio liquido e PVPP (0,05 g), utilizando almofariz e pistilo, até a obtencéo
de um po fino. O protocolo utilizado foi 0 mesmo para as duas condi¢des: SDS-
Fenol (SOUZA et al., 2014), descrito no anexo I.

8.3 Quantificacdo das proteinas

A quantificacé@o de proteinas totais foi realizada ressuspendendo o
pellet em 500 pyL do tamp&o contendo uréia 8 M. Apds, 1 uL desta amostra foi
misturado aos reagentes fluorébmetrico do kit comercial de ensaio de proteina
Qubit ™ (Invitrogen ™), preparado de acordo com a instru¢cao do fabricante e
incubados por 5 min e lidos no equipamento Fluorémetro Qubit® modelo 3.0.
Esse método consiste na ligacdo seletiva dos corantes do ensaio Qubit a
proteina, quantificando de maneira rapida e especifica tornando-o mais sensivel

gue a absorbancia UV.

8.4 SDS-PAGE

Andlise SDS-PAGE dos extratos obtidos, foi realizada com uma
aliquota solubilizada em 200 uL de tampéao desnaturante contendo Tris-HCI 0,2
M pH 6,8; 4% (v/v) SDS; 4% (v/v) B-mercaptoetanol; 20% (v/v) glicerol; 0,1 %
(p/v) azul de bromofenol. Apds dosagem, 25 ug de proteinas totais foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12 %, utilizando tampé&o
Tris-Glicina 1x pH 8,3 (Tris 0,025 M; Glicina 0,192 M, SDS 0,1%), sob uma
tensdo de 250V e corrente constante de 50 mA por gel no sistema Hoefer SE
600 Ruby (Amersham Bioscience). Para a visualizacdo, o gel foi incubado na
solucéo de coloragdo com Azul de Comassie Coloidal (8% sulfato de amoénio,
0,8% &acido fosférico, 0,08 % Comassie Blue G-250, 20% metanol) por duas

horas, e descorado com 4gua deionizada overnight.
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Para as amostras a serem analisadas por espectrometria de
massas, a analise por eletroforese em gel de poliacrilamida ocorreu
parcialmente, e as bandas foram excisadas com uso de bisturi previamente

esterilizado.

8.5 Digestédo das amostras

A digestédo das amostras do extrato protéico consistiu em reducao
(10 mM de ditiotreitol por 30 min a 56°C), alquilacdo (14 mM de iodoacetamida
por 30 min em temperatura ambiente mantido no escuro), 20 ng/uL de tripsina
(Promega) seguido de incubacédo durante 16 h a 37°C. Para interromper a reacao
da enzima foi adicionado TFA (acido trifluoroacético) na concentracao final de
0,4% até o pH das amostras ficarem abaixo de 2.0. Em seguida, foi aliquotado
0.4% de &acido formico. ApoOs digestdo, as amostras foram liofilizadas, e

armazenadas a -20 °C até a realizacdo das analises.

8.6 Espectrometria de massas

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados
pela plataforma Proteomics do CHU de Quebec Research Centre, Quebec,

Canada.

As amostras foram analisadas por nano LC / MSMS usando
sistema de cromatografia Dionex UltiMate 3000 nanoRSLC (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, EUA) conectado a um espectrometro de massa Orbitrap
Fusion (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA). Os peptideos foram
presos a 20uL/min em solvente de carga (2% de acetonitrila, 0,05% de TFA) em
uma pré-coluna de cartucho de pepmap C18 de 5 mm x 300 uym (Thermo Fisher
Scientific / Dionex Softron GmbH, Germering, Alemanha) durante 5 min. Em
seguida, a pré-coluna foi trocada online com uma coluna Pepmap Acclaim
(ThermoFisher) 50 cm x 75 pum de diametro interno coluna de separagao e 0s
peptideos foram eluidos com um gradiente linear de 5-40% de solvente B (A: 0,1
% de 4cido formico , B: 80 % de acetonitrila, 0,1% de &cido formico) em 200 min,

a 300 nL/min. Os espectros de massa foram adquiridos usando um modo de
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aquisicdo dependente de dados usando o software Thermo XCalibur versao
4.3.73.11. Os espectros de massa de varredura completa (350 a 1800 m/z) foram
adquiridos na orbita usando um alvo AGC de 4 e 5, um tempo maximo de injecao
de 50 ms e uma resolucdo de 120.000. Calibrac&o interna usando massa de
bloqueio no ion siloxano m/z 445.12003 foi usado. Cada varredura de MS foi
seguida por fragmentacdo de MS/MS dos ions mais intensos por um tempo de
ciclo total de 3 s (modo de velocidade maxima). Os ions selecionados foram
isolados usando o analisador quadrupolo em uma janela de 1,6 m/z e
fragmentados por dissociacao induzida por colisédo de alta energia (HCD) com
35 % da energia de colisdo. Os fragmentos resultantes foram detectados pela
armadilha i6nica linear em taxa de varredura rapida com um alvo AGC de 1 e 4
em um tempo maximo de injecdo de 50 ms. A exclusdo dinamica de peptideos
previamente fragmentados foi estabelecida por um periodo de 20 s e uma
tolerancia de 10 ppm.

8.7 Pesquisa de banco de dados

Os arquivos da lista de picos MGF foram criados usando o software
Proteome Discover 2.3 (Thermo). Os arquivos de amostra MGF foram entao
analisados usando o Mascot (Matrix Science, London, UK; versdo 2.5.1) e
comparados com o0s bancos de dados do genoma e transcriptoma do F.
decemcellulare, transcriptoma da interacéo (F. decemcellulare e guaranazeiro) e
transcriptoma do guarana disponivel em
(http://www.Imb.cnptia.embrapa.br/tools/Fusariumdecemcellulare/). Para as
buscas, o Mascot foi programado com uma tolerancia de massa de fragmento
de ion de 0,60 Da e uma tolerancia de ion parental de 10,0 PPM.
Carbamidometilacdo de cisteina foi especificado no software como uma
modificacao fixa, enquanto a desamidacgéo de asparagina e glutamina e oxidacéo
de metionina foram especificadas como modificagdes variaveis, permissao de

até duas clivagens de tripsina perdidas foram permitidos.
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8.8 Identificac&o de proteinas

A identificacdo e quantificagdo (label-free) das proteinas foram
feitas através da analise de dados MS/MS brutos pelo software MaxQuant v
1.5.2.8 usando a base de dados Andromeda. Foram utilizados niveis de
tolerancia de 4,5 ppm para MS e 20 ppm para MS/MS. Reporter ion MS2: 10plex
TMT foi incluido nos parametros de pesquisa e a especificidade da enzima foi
definida para tripsina com no maximo duas clivagens perdidas. A normalizacao
foi realizada dividindo a intensidade do ion repérter de cada peptideo alvo pela
soma das respectivas intensidades do ion relatado dos dois peptideos ACTB. As
analises de proteinas diferencialmente abundantes foram conduzidas usando o
pacote DEP v.1.12 (Zhang et al 2018) do R, adotando o desenho experimental
que consistiu de triplicatas biolégicas (613, 626 e 375) nas condi¢cbes
superbrotamento e sadio. As analises foram conduzidas utilizando os valores
meédios de intensidade obtidos das trés repeticdes de cada uma das triplicatas
biolégicas de cada condi¢cdo. Na sequéncia, o conjunto de dados foi submetido
a filtragem e os peptideos identificados em somente uma das triplicatas
biologicas de cada condicdo foram removidos das analises subsequentes. Uma
transformacao logaritmica (logz) foi utilizada como estabilizadora da variancia
enquanto a imputagdo de dados perdidos foi feita por meio de sorteio aleatério
da distribuicdo normal usando o método ‘MinProb'. A anélise de agrupamento
das proteinas do tecido doente e tecido sadio foi realizada usando o algoritmo
de agrupamento K-means usando a funcao ‘plot_heatmap’ do pacote DEP. A
analise de componente principal (PCA) foi realizada como abordagem de andlise
exploratéria de dados em todas as proteinas identificadas com dois ou mais
peptideos Unicos. Proteinas diferencialmente abundantes resultantes da
comparacao superbrotamento versus sadio foram identificadas pelo teste t
usando p-value de 0,05 e foldchange>1,5, Volcano plot foi obtido usando o
pacote ggplot2 (Wickham, 2016) do R.

Para a anotagdo das proteinas foi utilizado o software Blast2GO
5.2.5 (Conesa, et al., 2005). Para comparar e plotar os resultados da anotacéo
GO (Gene Ontology) foi utilizado o banco de dados WEGO - Web Gene Ontology

Annotation Plot (http://wego.genomics.org.cn/). O diagrama de Venn foi
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produzido pelo sistema online de Venn (http://www.interactivenn.net/). Para
identificacdo das vias metabdlicas das proteinas foi utilizado o KEEG
(https:/iwww.kegg.jp/kegg/tool/annotate_sequence.html). Para formacdo das
redes de associacdo proteina-proteina foi utilizado o sistema online String
(https://string-db.org/).

9. RESULTADOS E DISCUSSAO
9.1 Proteinas do guaranazeiro

Conforme descrito na metodologia, um total de 18 extratos
proteicos foram obtidos, sendo nove de flores assintomaticas e nove de flores
com sintomas de superbrotamento (triplicata para cada clone). A relagao
observada foi de 4,7 mg/g de proteinas das flores sadias, 5,8 mg/g em flores com
superbrotamento. Em analises por SDS-PAGE, os perfis proteicos entre tecidos
sadio e tecido doente foram semelhantes. (Apéndice B). . Com base na técnica
de shotgun, o numero total de sequéncias de peptideos identificados PSMs
(peptide spectrum matches) foi de 712.903, e 0o nimero de sequéncias de
peptideos distintas no grupo proteico foi de 264.226 que corresponderam a 4851

proteinas (Tabela 2).

Com base na filtragem foram removidas das analises
subsequentes as proteinas identificadas em somente uma das triplicatas
biologicas, restando 3404 proteinas. Para as andlises de abundancia das
proteinas os valores de intensidade foram normalizados usando transformacéo

estabilizadora da variancia (Figura 20).

A comparacdao entre as duas diferentes condicdes de flor doente e
flor sadia foi conduzida com base nos valores medios de intensidade das trés
repeticdes para cada clone, resultando em um dataset composto das médias de
cada clone doente ou sadio. As correlagdes de Pearson entre os clones para a
condigcao doente variaram entre 0.895 a 0,926 (p < 0.05) e na condicao de tecido
sadios 0,877 a 0,913 (p<0.05) e quando comparamos as diferentes condi¢cdes
esse valor variou de 0,851 a 0.909 (p<0.05) (Figura 21).
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qgue representa os dados proteémicos antes e depois da normalizacdo. B —
nameros de proteinas por condigdo experimental
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Tabela 2 - Peptideos mapeados e quantidade de proteinas identificadas nos
sintomético e assintomatico de diferentes gendtipos de
guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis)

tecidos floral

Gendtipos Tecido Peptideos Peptideos Proteinas
sequenciados Unicos identificadas

Clone 375 sadio 116812 44336 3126
Clone 375 doente 131600 48288 3180
Clone 613 sadio 111565 41372 3002
Clone 613 doente 122690 45562 3199
Clone 626 sadio 109386 44515 3173
Clone 626 doente 120850 40585 2941

Total 712903 264226 3404
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Figura 21 — Heatmap da correlacéo de Pearson entre as amostras das
diferentes condi¢cGes analisadas
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9.2 Proteinas diferencialmente abundantes

Foram identificadas 253 proteinas diferencialmente abundantes
dentre as 3404 proteinas, consideramos somente as proteinas com p-value de
0,05 e foldchange>1,5, das proteinas diferencialmente abundantes 137 estéo up-
regulated e 116 down-regulated no tecido com superbrotamento (Figura 22)
guando comparadas entre flores sadias e com superbrotamento. Entre as
proteinas diferencialmente abundantes, up-regulated em tecidos sintométicos
estdo 18 proteinas diretamente relacionadas ao ciclo celular, o que corrobora
com a anatomorfologia dos sintomas de superbrotamento que tem como uma
das caracteristicas a proliferacdo e multiplicacéo celular desordenada. Também
foram identificadas 2 (duas) proteinas associadas a resposta de defesa, 14 ao
metabolismo secundario e 6 (seis) relacionadas ao metabolismo do perdxido de
hidrogénio. No caso de sintese de H202 o acumulo na célula pode ser uma
resposta ao estresse. Além disso, o peroxido de hidrogénio tem a capacidade de
se difundir pelas membranas e estudos indicam que pequenas aplicacdes
ajudam a aumentar a resisténcia da planta a fatores de estresse, neste estudo
ao gue parece a up regulacdo destas proteinas em tecido doentes é uma
tentativa de combate ao patégeno (Blokhia e Fagerstedt, 2010; Foyer e Noctor,
2003).
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Figura 22 - Proteinas diferencialmente
abundantes entre tecido floral sadio e com
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nas condicdes doente e sadio. B - Volcano plot
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Com base no Gene Onthology as 253 proteinas diferencialmente

entre 0s clones de guaranazeiro com e sem sintomas de

superbrotamento foram classificadas de acordo com sua funcdo molecular,

componente celular e processos bioldgicos.
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As proteinas foram separadas de acordo com sua fungc&o molecular
em trés categorias: proteinas de ligacéo, atividade catalitica e atividade estrutural
(Figura 23). Proteinas relacionadas com a biossintese de carboidrato, transporte
de célcio e ribossbmicas, bem como actina, ligases e calmodulina que medeia o
controle de muitas enzimas como quinase e fosfatase, além de proteinas
componente do complexo do fator de montagem da cromatina (CAF-1-
Chromatin Assembly Factor 1 complex) que tem como funcdo a montagem da

cromatina apos replicacdo do DNA e reparo do DNA.

Funcdo Molecular

atividade estrutural -

atividade catalitica

0 20 40 60 80 100 120

GO-Terms

Figura 23 — Classificacdo funcional da funcdo molecular e sua distribuicdo de
acordo com anotacdo do Gene Onthology das proteinas diferencialmente
abundantes em tecido floral com superbrotamento em guaranazeiro

De acordo com o0s processos biolégicos, as proteinas foram
classificadas em 17 categorias (Figura 24). As proteinas diferencialmente
abundantes, identificadas com a funcéo de regulacéo nos tecidos doentes, estédo
relacionadas principalmente a proliferagéo celular como: PCNA 1 (proliferating
cellular nuclear antigen 1), Calmodulin-1 (CAM1) e cinco proteinas do complexo
MCM (Figura 25), (Tabela 3) e (Apéndice C).

A calmodulina (CAM1) e os sistemas de sinalizagdo dependentes

de Ca* estédo relacionados ao controle da proliferacdo celular, morte celular
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programada e autofagia de vertebrados. Em plantas, CAM esta envolvida na
modulacéo de fatores de transcricdo como MYB TFs. Estas proteinas regulam
varios aspectos do crescimento e desenvolvimento, tais como ciclo celular,
morfogénese e metabolismo secundario em plantas (Berchtold et al 2014, Virdi
et al 2015; Tai et. al., 2019).
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Figura 24 — Representacdo da classificacdo funcional no processo biologico e
sua distribuicdo de acordo com anotacdo do Gene Onthology das proteinas
diferencialmente expressas em flor doente de guaranazeiro
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Figura 25 — Proteinas relacionadas ao ciclo celular diferencialmente abundantes
em flor doente de guaranazeiro. A - Andlise de redes moleculares dessas
proteinas B - Heatmap das proteinas relacionadas ao ciclo celular
diferencialmente abundante em flor doente

Tabela 3 — Listas das proteinas relacionadas ao ciclo celular diferencialmente
abundantes em flor doente de guaranazeiro

p-value
IDs Proteinas guaranazeiro IDs Proteina
038799 MCM2 9.489629
03528 MCM3 9.735062
959795 MCM4 8.863369
019492 MCM5 11.40135
99923 MCM6 9.020719
924147 PRL 8.719481
920547 PCNA2 8.691655
g60737 RFC2 6.707216
g19016 EMB1968 1.600847
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081977 EMB2810 9.900897

011876 EMB2775 8.434484
023449 MAPG5-1 9.043964
060493 RPA1A 10.17785
087528 ATSMC2 1.121401
043625 TOP1ALPHA 8.369196

Proteinas do complexo MCM estao presentes na divisdo celular
pois sdo essenciais para replicacdo do DNA, elas funcionam como uma helicase
de DNA sendo essencial a iniciagdo e alongamento da replicagdo DNA, a
presenca diferencialmente abundante de proteinas relacionadas a proliferacédo
celular encontrada no tecido doente ajudam a explicar a morfologia observadas

nos tecidos com superbrotamento.

J& a proteina PCNAL1 patrticipa do processo de divisdo celular de
fungos, plantas e animais regulando o ciclo celular e / ou replicacdo do DNA e
em outros processos envolvendo o genoma, esta proteina funciona como um
grampo deslizante para DNA polimerase e, portanto, é chave na replicacao do
DNA. Ela também esté envolvida no reparo do DNA, na manutencéo de regides
heterocromaticas durante a replicacéo, na regulacéo do ciclo celular e na morte
celular programada (Raynaud et al 2006, Strzalka et al 2010; Hirakawa et
al.,2017; Cabral et al., 2021).

As proteinas dos componentes celulares foram separadas de
acordo com a anotacdo do Gene Onthology em duas categorias: complexo
protéico sendo 59 up e 15 downregulated e proteinas relacionadas a anatomia
celular 125 up e 101 downregulated (Figura 26).
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Figura 26 - Representacdo da classificacdo funcional do componente celular e
sua distribuicio de acordo com o Gene Onthology das proteinas
diferencialmente abundantes em tecidos com superbrotamento em guaranazeiro

9.3 Identificac&do das proteinas diferencialmente abundantes relacionadas
a hormdnios vegetais

Neste estudo, proteinas diferencialmente abundantes relacionadas
aos conjugados de auxina IAR3 (g32672) e IAGLU (g24494) que fazem
conjugacao irreversivel de AIA-Glu, a proteina AGO10 (g32670) que é um
regulador negativo de auxina, ou seja, tem a funcéo de baixar o teor de auxina
no tecido. Interessantemente, essas proteinas estdo up-regulated nos tecidos
sadios dos gendétipos 626 e 613, enquanto no 375 elas aparecem down-
regulated. Ja nos tecidos infectados pelo patdégenos, estas proteinas se mostram
reprimidas, indicando que nos tecidos infectados a planta apresenta dificuldades
em utilizar mecanismos de homeostase hormonal, pois essas enzimas séo
importantes para regular o teor de auxina no tecido.

As proteinas SKP1 (g79904), Cullin (g535, g44062), F-BOX
(98250), E1, E2 (935393, g57567), que compdem o mecanismo SCF de resposta
a auxina estao diferencialmente abundantes nos tecidos com superbrotamento,
indicando que este mecanismo estd ativo nos tecidos doentes (Figura 27),
(Tabela 4).
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Figura 27 — Heatmap das proteinas diferencialmente abundantes relacionadas
aos horménios vegetais

O mecanismo SCF de resposta a auxina estd diretamente
relacionado com o processo de degradacdo de proteinas repressoras da
resposta a auxina. Essas proteinas sdo marcadas e direcionadas ao
proteossomo. O fato de ter encontrado proteinas do proteossomo e do
mecanismo SCF up-regulated no tecido sintomatico apenas nos clones 375 e
613, e no gendtipo 626 estas proteinas estarem down-regulated, indica que
possivelmente a maior habilidade em regular a auxina pode levar a um menor
requerimento do mecanismo SCF, sugerindo que desbalanco de auxina no clone
626 ndo é tao drastico como nos outros dois clones, o que corrobora com as
observacbes no campo, pois o clone 626 € 0 menos suscetivel ao

superbrotamento.
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Tabela 4 — Relacdo de proteinas identificadas da interacdo que compde o
mecanismo SCF

Nome das IDs Foldchange p-value
Proteinas guaranazeiro
SKP1 g79904 1,702 1,283
Cullin 0535 1,405 1,848
Cullin 944062 1,156 1,773
F-BOX 08250 1,852 1,622
E2 g57567 1,476 1,607
RBX1 035393 1,714 3,196

Dados gendmicos, transcriptdmicos e metabolémicos, indicam que
F. decemcellulare é capaz de produzir AlA, que é a principal auxina encontrada
em planta (Lobo, 2016). Assim, a hipGtese testada neste trabalho € que a auxina
produzida pelo patégeno, juntamente com a auxina endégena produzida pela
planta provocam um desequilibrio hormonal que pode resultar nos sintomas
observados de superbrotamento.

A literatura descreve que diversos patdgenos como bactérias,
insetos e fungos - possuem a habilidade de produzir horménios como auxina, no
processo de infeccdo do hospedeiro. Em plantas, a auxina e citocinina séo
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento da planta, porém durante a
interacdo patégeno-hospedeiro a producdo de auxina por parte do patégeno
soma-se a producédo por parte da planta, levando ao acréscimo de auxina no
tecido. Com esse acumulo, ocorre um desequilibrio hormonal podendo ocasionar
0 aparecimento de sintomas como galhas, promovendo uma proliferacéo celular
localizada, multiplicacdo de oOrgdos e espessamento dos tecidos como
observados no complexo de superbrotamento de guaranazeiro (Lee et al., 2009;
Yamagushi et al., 2012; Bartlett e Connor, 2014; Teixeira et al., 2014).

Diante do desbalangco hormonal, as plantas desenvolveram
diferentes estratégias como producdo de conjugados de auxina. Esses

conjugados como AlA-Ala e AlA-Leu podem ser hidrolisados liberando a auxina
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ativa que pode ser utilizada pela planta de forma tardia. Esses conjugados sao
conhecidos como reversiveis, outros conjugados sao irreversiveis como AlA-Asp
e AIA-Glu, essas ligacbes ndo sao desfeitas, inativando as auxinas

permanentemente (Naser, et. al.,2016; Fu et. al., 2019; Blakeslee, et. al.,2019).

9.4 — Proteinas relacionadas a sintese e catabolismo de Poliaminas

Dentre as proteinas up-regulated no tecido com superbrotamento
foram identificadas 3 (trés) proteinas homologas a S-adenosilmetionina sintase
(979955, ¢1181, gl1184), essas proteinas estdo envolvidas em diversos
processos celulares estando presentes em todos 0s organismos vivos, tendo
como funcéo a sintese de S-adenosilmetionina (SAM), que € essencial para
metilacdo, transcricdo, proliferacédo celular e producdo de metabdlitos (Yoon et
al., 2012, Moffatt et al., 2001).

Relacionado a biossintese de GABA ainda identificados nos
tecidos infectados 6 (seis) com sintese de poliaminas, 3 (trés) proteinas
homologas a GAD (g25700, g63840, g63839) e 8 (oito) homdlogas a Aldeido
desidrogenase (g13375, 926358, 93174, g37119, 937343, 937346, g42394,
g78066). Tanto GAD quanto Aldeido desidrogenase participam da sintese de
GABA, o primeiro utiliza glutamato, enquanto o aldeido desidrogenase sintetiza
GABA a partir do 4-aminobutanal que € o produto catabdlico das poliaminas. Ndo
conseguimos identificar proteinas homologas a GABA-P (Gaba Permease) que

permite a entrada de GABA na mitocondria para que o0 mesmo seja catabolizado.

Os sintomas observados em guaranazeiro, incluindo perda da
capacidade de alongamento e malformacdo dos tecidos, também foram
observados por Baum et al (1996) associados com niveis extremamente altos de
GABA e niveis baixos de glutamato. Baum e colaboradores confirmam que
plantas de tabaco transgénico expressando a proteina GAD sem o dominio de
ligacdo CaM apresentam graves anormalidades morfologicas nas plantas, como

hastes curtas, nas quais as células do parénquima cortical falham em alongar.
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Os resultados obtidos em guaranazeiro sugerem que um possivel
acumulo de GABA poderia estar ocorrendo no tecido doente de guaranazeiro e

atuando na formacao dos sintomas observados (Figura 28).
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Figura 28 — Heatmap das proteinas relacionadas a sintese e catabolismo de poliaminas e GABA (a esquerda). E a direita, esquema
da biossintese de GABA a partir do catabolismo de poliaminas e metabolismo de glutamato. As proteinas escritas em vermelho

representam as proteinas Up regulated identificadas neste trabalho.
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9.5 Metabdlitos secundarios responsivos a infeccao

Nos tecidos florais com superbrotamento foram identificadas
diversas proteinas diferencialmente abundantes, relacionadas ao metabolismo
secundério, sendo 6 (seis) proteinas fenilalanina amoénia liase (PAL) (g19119,
022869, 931349, 937162, g455, g73663), 5 (cinco) 4-coumarate-CoA ligase
(950131, g6025, g6033, 963524, g67772), 5 (cinco) proteinas relacionadas a
chalcona sintase (928620, g29635, 939659, g48779, g7704), 2 (duas) 2-
oxoglutarate 3-dioxygenase (g6734, g6736), 1(um) flavona sintase (g49038),
1(um) Trans-cinnamate 4-monooxygenase e 1(um) terpeno sintase (g35242)
(Figura 29).
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Figura 29 - Heatmap das proteinas relacionadas a biossintese de compostos

fendlicos, e sintese de terpeno.

Ao contrario dos metabdlitos primarios, os metabdlitos secundarios de
plantas ndo estdo envolvidos diretamente no crescimento, reproducdo ou
desenvolvimento das plantas embora possa ter funcdo de sobrevivéncia, pois
estdo associados a resposta ao estresse bidtico e abidtico que as plantas podem
vim a sofrer. A auséncia deste ndo resulta em morte imediata, mas sim em

prejuizo a longo prazo da capacidade de sobrevivéncia, desempenhando um
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importante papel na adaptagdo das plantas ao seu ambiente. Por possuirem
atividades antifangicas e antivirais, esses metabdlitos foram amplamente
estudados e sua atividade associado a capacidade de proteger as plantas de
patdgenos. Na industria esses metabdlitos sdo fontes Unicas para produtos
farmacéuticos, aditivos alimentares, aromas e outros materiais (Fraenke, G.S.,
1959; Kossel et al., 1981; Zhaoa et al., 2005;). Esses metabdlitos secundarios
séo classificados de acordo com suas vias biossintéticas em fendlicos, terpenos,
esterodides, alcaldides e policetideos como os flavanoides sintetizados pelas

chalconas sintases (Bourgaud et al. 2001, Dao et al. 2011).

Entre as proteinas diferencialmente abundantes, identificamos todas as
proteinas relacionadas a via de biossintese de compostos fendlicos a partir de
fenilalanina. Em plantas, esses metabdlitos sdo sintetizados a partir da
fenilalanina, um produto da rota do &cido chiquimico. Essa fenilalanina é
convertida em acido cindmico utilizando a fenilalanina aménia liase (PAL). Apés
uma série de hidroxilacdes e metilacdes esse acido cinamico sofrendo a acéo da
enzima Trans-cinnamate 4-monooxygenase (CA4H) pode ser convertido em
acido cumarico, acido caféico, acido ferdlico entre outras. A enzima 4-coumarate-
-CoA ligase (4CL) por sua vez é responsavel pela producao de tioésteres de CoA
de uma variedade de acidos cinamicos substituidos com hidroxi e metoxi, que
sdo usados para sintetizar varios compostos derivados de fenilpropanoides,
incluindo antocianinas, flavondides, isoflavonoides, cumarinas, lignina, suberina
e fenolicos ligados a parede, (Ehlting et al.; 1999, Mialoundama et. Al., 2009;
Ahuja et. Al., 2012; Huang et al., 2012; Taniguchi, et. al., 2014) (Figura 30).

Contudo, os dados obtidos revelam que os niveis de abundancia destas
proteinas nos tecidos infectados sédo genétipo dependente, visto que a maioria
das proteinas ndo estao upregulated no clone 317.
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Figura 30 - Esquema da biossintese de compostos fendlicos a partir de
fenilalanina. As enzimas marcadas em vermelho foram identificadas neste

estudo. Fonte: Taiz e Zeiger (2013).

Além destas, identificamos 23 proteinas diferencialmente abundantes
relacionadas a peroxidase (914243, 916375, g16890, g16891, 919282, 927862,
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028189, 92989, g33717, 943713, g45473, 948982, 953214, g54409, 954469,
055434, ¢56921, ¢6370, 96371, 6372, 73214, 976789, g2967). As
peroxidases desempenham um papel fundamental no combate ao estresse
oxidativo, sendo responsaveis pela remocéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e peroxido de hidrogénio> Essas proteinas participam também da
biossintese e degradacdo da lignina respondendo a estresses ambientais como
ferimentos e atague de patdgenos, além de auxiliar na manutencdo dos niveis
normais de IAA na planta através do catabolismo de auxina. Essas fungdes
variam de acordo com a isoforma/isoenzimas e tecido vegetal que se encontram.
A maioria dessas proteinas aparecem diferencialmente abundantes nos tecidos
doentes sendo a sua maioria no clone 613, nos tecidos sadios aparece 8 (0ito)
no clone 613, 2(duas) no clone 375 e apenas 1(um) proteina upregulated no
clone 626, (Figura 31).
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Figura 31 - Heatmap das proteinas relacionadas a peroxidases

identificadas no proteoma.
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9.6 Identificac&@o das proteinas de Fusarium decemcellulare expressas
durante a interacao

As proteinas de F. decemcellulare identificadas durante a interacéo
em flores com sintomas de superbrotamento foram 8.337 PSMs
(peptide spectrum matches), 7.164 sequéncias de peptideos distintas
relacionadas a 114 proteinas. Com base na filtragem foram removidas as
proteinas identificadas em somente uma das triplicatas bioldgicas, restando 31

proteinas (Tabela 5), (Figura 32 e 38).

Tabela 5 - Peptideos mapeados e quantidade de proteinas identificadas de F.
decemcellulare no tecido floral sintomético de diferentes gendtipos de
guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis)

Gendtipos Tecido Peptideos Peptideos Proteinas
sequenciados Unicos identificadas
Clone 375 Flor 3051 2594 49
Clone 613 Flor 2969 2593 46
Clone 626 Flor 2320 1977 42
Total 8337 7164 137
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Figura 32 - Analise de redes moleculares das 31 proteinas de F. decemcellulare

identificadas em flor doente de guaranazeiro

Com base no Gene Onthology as 31 proteinas de F.
decemcellulare identificadas foram classificadas de acordo com sua funcéo
molecular, componente celular e processos biolégicos. As proteinas foram
separadas de acordo com sua fungdo molecular em cinco categorias: sendo 26
proteinas de ligacéo, 23 relacionadas a atividade catalitica, quatro de atividade
estrutural, trés de atividade de transporte e oito proteinas de atividade de

regulacao (Figura 33).

De acordo com o processo biologico, as proteinas foram separadas
em nove categorias: 27 proteinas relacionadas ao processo metabdlico, 26
relacionadas ao processo celular, sete de regulacdo biologica, seis de
localizacao, seis de regulagéo do processo bioldgico, trés de regulagéo bioldgica
positiva, trés proteinas relacionada a resposta a estimulos, duas de sinalizagéo

e duas proteinas associadas ao processo de desenvolvimento (Figura 34).
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As proteinas classificadas de acordo com componente celular foram
separadas em duas categorias, ficando 20 proteinas relacionadas a anatomia

celular e 14 proteinas relacionadas ao complexo protéico (Figura 35).

Proteinas relacionadas ao complexo de F1, V1 e Al de F-, V-e A-
ATPases, esse complexo constitui a ATP sintase, enzima responsavel pelo
fornecimento de energia para o funcionamento celular, além desta, identificamos
duas helicases, uma histona e trés proteinas de fator de alongamento, a EF1A
(g727_FD307, g7980_FD307 e a putativa EF2 que corresponde a
09233 _FD307).
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Figura 33 — Representacao da classificagéo funcional da funcdo molecular e sua
distribuicdo de acordo com o Gene Onthology das proteinas de F.
decemcellulare em tecidos com superbrotamento em guaranazeiro
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Figura 34 - Representacdo da classificacao funcional do processo biolégico e
sua distribuicdo de acordo com o Gene Onthology das proteinas de F.
decemcellulare em tecidos com superbrotamento em guaranazeiro
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Figura 35 - Representacédo da classificacdo funcional da componente celular e
sua distribuicdo de acordo com o Gene Onthology das proteinas de F.
decemcellulare em tecidos com superbrotamento em guaranazeiro

De acordo com analise de interacdo patégeno-hospedeiro do Phi-
base 5 (cinco) das 31 proteinas identificadas em F. decemcellulare
correspondem a proteinas efetoras (915127 FD307, g15355 FD307, g3981
FD307, g6117_FD307 e g9022_ FD307) (Figura 36).
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Entre essas proteinas efetoras identificamos uma proteina
homoéloga a Ca?*/calmodulin CAM (g9022_FD307), essa proteina esta envolvida
em uma variedade de processos fisiolégicos, como desenvolvimento fangico,
esporulacdo, germinacdo de esporos, orientacao e ramificacdo de hifas além de
formacao de apressorios, contribuindo para colonizacdo e patogenicidade do
fungo (Bencina et al., 2005; Steinbach et al., 2006; Brand et al., 2007). O
silenciamento do gene Ca?*/calmodulin CAM (MGG06884.5) no fungo M. oryza
causou graves defeitos no crescimento, baixa producdo de conidio, baixa
formacdo de apressorio e quase nenhuma patogenicidade contra as plantas
hospedeiras (Nguyen, et al., 2008).

Foi identificado também a proteina Ypt7 (Ypt/Rab-type GTPase)
(g6117_FD307) classificada pelo Phi-base como efetor, essa proteina é
responsavel pela regulacdo do trafico de membranas, é essencial para
morfogénese fangica, fusdo de vacuolo, autofagia, resisténcia ao estresse e
patogenicidade do fungo (Zheng et al., 2007; Zheng et al., 2009; Chen et al.,
2008). Mutantes AMoYPT7 em M. oryzae com 0 gene Ypt7 silenciado
apresentaram defeitos marcantes na formacao de hifas, conidios e apressorios
diminuindo significativamente a patogenicidade de M. oryzae em plantas de arroz
(Liu,et al,. 2015).

A proteina g15355 FD307 apresentaram homologia a proteina PEX6
(Fator de biogénese peroxissomo 6), descrita como essencial para a infeccéo
fungica participando da formacdo de apressério na patogénese. Estudos de
Kimura, (2001), com delecdo do gene PEX6 em Colletotrichum lagenarium
demonstraram evidéncias diretas de que as funcbes metabdlicas dos
peroxissomos, especialmente 3-oxidacao de acidos graxos, sao essenciais para

a infeccdo mediada por apressorio em patdégenos fungicos.

Outra proteina efetora identificada foi a Rab/GTPases
(910941 _FD307) que desempenha um papel central no transporte de vesiculas
em células eucaridticas, aléem de estar envolvida em processos essenciais,
incluindo exocitose, endocitose e diferenciagcdo celular, no estudo de
Siriputthaiwan (2005) utilizando mutante para Rab/GTPase do patdégeno de

feijdo Colletotrichum lindemuthianum, viram que essas linhagens apresentaram
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uma reducao severa da patogénese e nao foram capazes de penetrar nas
células hospedeiras, esses resultados indicaram que o Rab/GTPase ¢€ essencial
para a patogénese fungica, regulando o transporte intracelular de vesiculas
envolvidas no envio de proteinas ao meio extracelular e diferenciacdo de

estruturas infecciosas
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Figura 36 - Heatmap das proteinas preditas efetores em F. decemcellulare

Entre as proteinas de F. decemcellulare identificamos uma
Spermidine synthase (g10815 FD307) uma enzima-chave envolvida na
biossintese de poliamina. Vérios estudos relacionam a biossintese de poliaminas
por patdgenos durante a interacdo, no trabalho de Hewezi et al. (2010) com a
interacdo do  nematdide heterodera schachtii com Arabdopsis thaliana,
constatou que o nematoide produz a proteina efetora 10A06, e que essa proteina
ativa a espermidina sintase (SPDS2) na planta, elevando os niveis de
espermidina. No estudo de Vilas, et al., 2018 investigando a interacao de plantas

de tomate e Pseudomonas seringae constatou que a biossintese e 0
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catabolismo da poliaminas sédo ativados tanto no tomate quanto nas bactérias

durante a interacao patogénica.

No caso do F. decemcellulare, ndo identificamos proteinas
homologas ao 10A06 porém encontramos uma espermidina sintase indicando
gue possivelmente o patdgeno esteja utilizando desta mesma estratégia. Por
possuir a habilidade de sintetizar a espermidina, o patbgeno nao precisaria ativar
essa sintese na planta. A producdo de espermidina por parte do patdogeno
elevaria o teor de poliaminas na planta e consequentemente a quantidade de
poliaminas conjugadas e a atividade de poliamina oxidases (PAO), o que
possivelmente resultaria na suscetibilidade do guaranazeiro. Diversos estudos
apoiam a ideia de que a oxidacdo de poliaminas € importante para a defesa
vegetal, e que as poliaminas oxidases (PAOSs) intracelulares sao fundamentais
para o resultado final da interacao planta-patégeno, porém ainda ndo ha um
consenso como isso ocorre (Marina et al.,2008; Gonzalez et al., 2011; Morales,
et al., 2016; Jasso-Robles et al., 2020). Curiosamente a proteina espermidina
sintetase ndo aparece expressa na interacao entre F. decemcellulare e o clone
375, esse clone como ja foi mencionado anteriormente apresenta uma maior
suscetibilidade ao superbrotamento, em contrapartida essa proteina aparece

mais abundante nos clones 613 e 626 (Figura 37).

82


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/catabolism
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/aab.12670?casa_token=Hh5lkQun-twAAAAA%3AB9hq_72SDelaz8J6sMei42lHET_eyi9ttAhsLl11jTDX_rZ3nsuW5QjEgqwu6Ajem02ODaaq0h41#aab12670-bib-0031
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/aab.12670?casa_token=Hh5lkQun-twAAAAA%3AB9hq_72SDelaz8J6sMei42lHET_eyi9ttAhsLl11jTDX_rZ3nsuW5QjEgqwu6Ajem02ODaaq0h41#aab12670-bib-0070

M
=
ks
2
[+

€19 004

g/€ 004

09233 FD307
a13078_FD307
910941 FD307
9342 FD307

a729_FD307

8683 FD307
727 FD307

a15355_FD307
910926 FD307
g9090_FD307
015127 FD307
97734 FD307
99022 FD307
94245 FD307
13124 FD307
— Y, g6284 FD307
g6109_FD307
6034 FD307
g491 FD307

-0.5

3987 _FD307
a13576_FD307
10905 FD307

a10815_FD307
g6117_FD307
a711_FD307
S ad833_FD307
93952 FD307
a7980_FD307
a13335_FD307
15315 FD307
a1062_FD307

Figura 37— Heatmap das 31 proteinas de F. decemcellulare identificadas na

interacdo de tecido de flores com superbrotamento

No clone 375 encontramos diferencialmente abundantes proteinas
relacionadas ao fator de alongamento (g9233 FD307), ribossomal
(13078 _FD307), rabllB (910941 FD307) um regulador do trafico de
membranas intracelulares e a g9342_FD307 que corresponde a proteina 26S
proteossomo responsavel pela degradacdo das proteinas ubiquitinadas. No
clone 626, identificamos o g7980 FD307 que corresponde a um fator de
alongamento, g15315 FD307 proteina homéloga a histona H4.1, g3952_FD307
uma ATPase e a g13335 FD307 que corresponde a uma Rab7, é uma proteina
de transporte que desempenha um papel crucial na infecgédo e sobrevivéncia do
patégeno. No trabalho de Zheng et al., 2018 analisando mecanismo de autofagia

em F. graminearum identificaram a proteina (FgAtg9) essencial para autofagia e
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demonstraram que o trafico desta proteina € mediado por Rab7. Esse
mecanismo é essencial para colonizacdo do fungo pois desempenha papéis
importantes no crescimento vegetativo, desenvolvimento de hifas aéreas,
metabolismo lipidico e patogenicidade em F. graminearum. A maioria das
proteinas estdo up-regulated no clone 613, dentre essas podemos citar as
proteinas relacionadas divisdo celular a CDC48 (g15355 FD307), fator de
iniciacdo (g727_FD307), proteinas de sintese de ATP (g10926_FD307), helicase
eif4A, proteina de choque térmico (g3981 FD307), uma Box helicase
(913576_FD307).

10.CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho pode se
concluir que a andlises transcriptbmicas e protedmica da interacdo apoiam a
ocorréncia do desequilibrio hormonal no superbrotamento causada por F.
decemcellulare. A evidéncia de que esse patdgeno produz IAA, indica uma das
possiveis causas das alteracdes nos niveis hormonais da planta, assim como
surgimento dos sintomas de superbrotamento que tem como caracteristica
principal a proliferagcdo celular excessiva levando a malformagdes do tecido e
aparecimento de galhas nas plantas.

Além disto conseguimos identificar diferencialmente abundante no
tecido infectado uma espermidina sintase secretada pelo F. decemcellulare
indicando que possivelmente o patégeno esteja elevando o0s niveis de
espermidina na planta, bem como atividade de poliamina oxidases (PAO),
deixando a planta mais suscetivel a infeccéo. A producéo de espermidina sintase
por parte do patdogeno elevaria o teor de poliaminas na planta e
consequentemente a quantidade de poliaminas conjugadas e a atividade de
poliamina oxidases (PAO) o que possivelmente resultaria na suscetibilidade do
guaranazeiro, além disto o excesso de poliamina oxidases (PAO) estaria
diretamente relacionada a sintese de acido gama-aminobutirico (GABA),
sugerindo que possa estar ocorrendo o acumulo de GABA no tecido doente

tendo como consequéncia a mal formacéo nos tecidos infectados, corroborando
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com essa hip6tese proteinas relacionadas a biossintese de GABA estdo Up
regulated apenas no tecido doente.

Andlise posteriores de quantificacdo do acido gama-aminobutirico
(GABA) em tecidos sadios e doentes sdo necessarias.
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Apéndice A
Genes diferencialmente expressos envolvidos no processo metabdlico de hormonios vegetais
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Anotacédo transcript_id gene_id locus Amostra_1 Amostra _2 value_1 value_2 _change) t p_value q_value Significativo
AUXINA
auxin response factor TRINITY_DN101811_
19(ARF19) XLOC_002917  XLOC_002917 c0_g9_i1:0-276 Sintoméatico Assintomético  45.9732 0 -inf -nan 5.00E-05 0.00478824 sim
TRINITY_DN104337_
RING-box 1(RBX1) XLOC_008460  XLOC_008460 c0_g7_i1:1-234 Sintoméatico Assintomatico 73.12 0 -inf -nan 0.00015 0.0107296 sim
Probable glutathione S- TRINITY_DN106281_
transferase(HSP26-A) XLOC_014184  XLOC_014184 cl_g3_i1:0-230 Sintoméatico Assintomético  44.7332 0 -inf -nan 0.00105 0.0357445 sim
RUB1 conjugating enzyme TRINITY_DN108628_
1(RCE1) XLOC_023589  XLOC_023589 c4_g16_i1:4-215 Sintomatico Assintomatico 0 89.4947 inf -nan 0.0007 0.0276245 sim
Probable glutathione S- TRINITY_DN110482_
transferase(HSP26-A) XLOC_033356  XLOC_033356 c2_g13_i1:0-403 Sintomatico Assintomatico 450.7 20.3915 -4.46613  -5.1824 0.0009 0.0322965
probable glutathione S-
transferase TRINITY_DN110748_
parC(LOC107823949) XLOC_034837  XLOC_034837 c5_g14_i1:0-336 Sintomatico Assintomético  96.7471 965.176 3.3185 5.9257 0.0008 0.0298404 sim
probable glutathione S- TRINITY_DN110748_
transferase(LOC107782951) XLOC_034838  XLOC_034838 c5_g14_i2:0-699 Sintomatico Assintomatico  79.2203 1827.78 452808 4.05764  500E-05  0.00478824 sim
F-box/RNI-like superfamily TRINITY_DN112649
protein(SKP2A) XLOC_046203  XLOC_046203 c3_g16_i1:0-380 Sintomético Assintomatico 19.06 0 -inf -nan 0.00045 0.0214433 sim
TRINITY_DN114797_
P-glycoprotein 3(ABCB3) XLOC_061382  XLOC_061382 c0_g4_i2:0-406 Sintomético Assintomatico  25.1905 0 -inf -nan 5.00E-05  0.00478824 sim
TRINITY_DN119581
PIN-LIKES XLOC_103048  XLOC_103048 c0_g9_i1:0-364 Sintomético Assintomatico 0 7.93414 inf -nan 0.0017 0.0487275 sim
TRINITY_DN119767_
GH3.3 XLOC_104795  XLOC_104795 c2_g13 i1:0-348 Sintomatico Assintomatico  39.5384 0 -inf -nan 5.00E-05  0.00478824 sim
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Auxin-binding protein
ABP19a (blast2GO)
Transcriptional factor B3
family protein / auxin-
responsive factor AUX/IAA-
like protein(NPH4) (Arf7 -
blastGO)
Transcriptional factor B3
family protein / auxin-
responsive factor AUX/IAA-
like protein(NPH4) (Arf7 -
blast2GO)

P-glycoprotein 5(ABCB5)

P-glycoprotein 21(ABCB21)

BRI1-like 2(BRL2)

binding partner of acd11

1(BPA1)

cruciferin 3(CRU3)

cytokinin oxidase 3(CKX3)

cytokinin oxidase 3(CKX3)
probable LL-diaminopimelate
aminotransferase,
chloroplastic(LOC4332563)

rotamase FKBP 1(ROF1)

XLOC_144162

XLOC_145797

XLOC_145799

XLOC_178097

XLOC_178099

XLOC_178878

XLOC_014340

XLOC_019659

XLOC_042658

XLOC_042659

XLOC_054971

XLOC_074384

XLOC_144162

XLOC_145797

XLOC_145799

XLOC_178097

XLOC_178099

XLOC_178878

XLOC_014340

XLOC_019659

XLOC_042658

XLOC_042659

XLOC_054971

XLOC_074384

TRINITY_DN123312_

cl2_g16_i1:0-366 Sintomatico

TRINITY_DN123434_

c5 032 i1:0-222 Sintomatico
TRINITY_DN123434_
c5 g34 i1:2-258 Sintomatico
TRINITY_DN85719 ¢
0_ g1 i1:0-239 Sintomatico
TRINITY_DN85719 ¢
0 g3 i1:0-241 Sintomatico
TRINITY_DN87195 ¢
0_g2_i1:0-356 Sintomatico
CITOCININA
TRINITY_DN106330_
cl_gl_i1:6-1057 Sintomatico
TRINITY_DN107757_
c2_g3_i1:0-402 Sintomatico
TRINITY_DN112061_
cl g1 i1:0-1496 Sintomatico
TRINITY_DN112061_
cl g2_i1:528-917 Sintomatico
TRINITY_DN113930_
c0_g8_i2:30-539 Sintomatico
TRINITY_DN116442_
cl_g24 i1:0-322 Sintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

20.9333

43.9435

33.5674

49.1078

24.1592

16.6083

15.8557

384.214

171.722

16.4787

6.19034

30.9439

18.4231

4.14826

-inf

-inf

-inf

-inf

-inf

-inf

-inf

-4.38232

-5.37143

-inf

-inf

-inf

-nan

-nan

-nan
-nan
-nan

-nan

-nan

4.82-957

4.0]:626
-nan
-nan

-nan

0.0006

0.00155

0.0005

0.00025

0.0012

0.00015

5.00E-05

0.0017

5.00E-05

5.00E-05

0.0005

5.00E-05

0.0251441

0.0458273

0.0228684

0.0152168

0.0390226

0.0107296

0.00478824

0.0487275

0.004788

0.00478824

0.0228684

0.00478824

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim
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cytokinin
oxidase/dehydrogenase
1(CKX1)
cytokinin
oxidase/dehydrogenase
1(CKX1)
cytokinin
oxidase/dehydrogenase
1(CKX1)
cytokinin
oxidase/dehydrogenase
1(CKX1)

mediator of aba-regulated
dormancy protein
(DUF581)(AT3G63210)

cysteine-rich RLK (RECEPTOR-
like protein kinase) 29(CRK29)

abscisic stress-ripening protein
1(ASR1)

peroxisomal 3-ketoacyl-CoA
thiolase 3(PKT3)

nine-cis-epoxycarotenoid
dioxygenase 3(NCED3)

abscisic acid responsive
elements-binding factor 3(ABF3)

ABI five binding protein 2(AFP2)
mediator of aba-regulated
dormancy protein
(DUF581)(AT3G63210)

CAP160 protein(LTI65)

XLOC_119927

XLOC_119930

XLOC_119934

XLOC_119941

XLOC_014718

XLOC_025832

XLOC_028777

XLOC_037125

XLOC_043877

XLOC_076754

XLOC_104505

XLOC_125781

XLOC_137720

XLOC_119927

XLOC_119930

XLOC_119934

XLOC_119941

XLOC_014718

XLOC_025832

XLOC_028777

XLOC_037125

XLOC_043877

XLOC_076754

XLOC_104505

XLOC_125781

XLOC_137720

TRINITY_DN121270_
c0_g34 _i1:5-315

TRINITY_DN121270_
c0_g3_i1:21-262

TRINITY_DN121270_
c0_gd4_i1:4-463

TRINITY_DN121270_
c0_g9 i1:159-463

TRINITY_DN106452_
c0_g4 i1:1-275

TRINITY_DN109055_
cl_g15_i1:0-448

TRINITY_DN109657_
c0_g21_i1:1-226

TRINITY_DN111134_
c0_g12_i1:358-691

TRINITY_DN112266_
c0_g9_i1:30-483

TRINITY_DN116723_
c2_g31_i1:0-220

TRINITY_DN119732_
cl_g9_i1:7-440

TRINITY_DN121784_
c5_g12_i1:2-346

TRINITY_DN122807_
c4_gl4 i1:2-212

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

ACIDO ABSCISICO

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Sintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

16.1074

49.1329

6.81

27.3937

22.6249

49.1302

17.5991

7.36457

213.776

8.8621

16.253

125.96

7.60547

-inf

-inf

-inf

-inf

-inf

inf

-inf

-inf

-inf

-inf

-inf

-inf

-inf

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

0.00055

0.0003

0.0009

5.00E-05

0.0013

0.001

0.00075

0.00015

0.0006

5.00E-05

0.0002

0.0015

0.0002

0.0241175

0.0167974

0.0322965

0.00478824

0.0408691

0.0346663

0.028572

0.0107296

0.0251441

0.00478824

0.0130306

0.0448751

0.0130306

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim
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PATATIN-like protein 4(PLP4)
naphthalene 1,2-dioxygenase
subunit alpha
(DUF1264)(AT1G05510)
(blast2go - Oil body-associated
protein 1A)

extra-large G-protein 1(XLG1)

myb domain protein 21(MYB21)

myb domain protein 21(MYB21)

myb domain protein 21(MYB21)

myb domain protein 21(MYB21)

NTM1-like 8(NTL8)
xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase
24(XTH24)
xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase
24(XTH24)

RING/U-box superfamily
protein(XERICO)
Basic-leucine zipper (bZIP)
transcription factor family
protein(HY5)

Transducin/WDA40 repeat-like
superfamily protein(ATARCA)

XLOC_140620

XLOC_174516

XLOC_181646

XLOC_006209

XLOC_006211

XLOC_006212

XLOC_006213

XLOC_016467

XLOC_019826

XLOC_019829

XLOC_040264

XLOC_040412

XLOC_043903

XLOC_140620

XLOC_174516

XLOC_181646

XLOC_006209

XLOC_006211

XLOC_006212

XLOC_006213

XLOC_016467

XLOC_019826

XLOC_019829

XLOC_040264

XLOC_040412

XLOC_043903

TRINITY_DN123038_

c4_g24 i1:1-478 Sintomatico

TRINITY_DN77264_c

0 gl i1:.0-797 Sintomatico
TRINITY_DN91900 _c
1 g2 i1:0-428 Sintomatico
GIBERELINA
TRINITY_DN103380_
c0_gl i1:1-423 Sintomatico
TRINITY_DN103380_
c0_g2 i2:0-423 Sintomatico
TRINITY_DN103380_
c0_g4_i1:0-423 Sintomatico
TRINITY_DN103380_
c0_g5_i1:1-423 Sintomatico
TRINITY_DN106961
c3_gl_i4:4-651 Sintomatico
TRINITY_DN107792_
c3_g21 i1:83-417 Sintomatico
TRINITY_DN107792_
c3_g26_i1:83-417 Sintomatico
TRINITY_DN111665_
cl_g27_i1:3-218 Sintomatico
TRINITY_DN111688_
c6_g5_i1:0-229 Sintomatico
TRINITY_DN112272_
cl_g6_i1:0-313 Sintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico

21.6028

7.90587

10.6182

5.81026

18.9458

13.3772

102.169

34.273

0

0

0

10.7002

30.7663

19.1022

16.1352

82.859

-inf

-inf

-inf

inf

inf

inf

inf

-inf

-inf

-inf

-inf

inf

-inf

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

-nan

5.00E-05

0.0001

0.0003

0.0012

5.00E-05

0.0003

0.00045

0.00105

0.00015

0.00055

0.00025

0.0002

0.00035

0.00478824

0.00820753

0.0167974

0.0390226

0.00478824

0.0167974

0.0214433

0.0357445

0.0107296

0.0241175

0.0152168

0.0130306

0.0185702

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim
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TRINITY_DN120879_
snakin-2-like(LOC102582131) XLOC_115874 XLOC_115874 c2 gl7 i1:1-276 Sintomatico Assintomatico 117.81 0 -inf -nan 5.00E-05  0.00478824 sim

basic pathogenesis-related TRINITY_DN114183_

protein 1(PRB1) XLOC_056799  XLOC_056799 cl_g11 i1:0-305 Sintomatico Assintomatico 0 31.3638 inf -nan 0.0004 0.0200799 sim
basic pathogenesis-related TRINITY_DN114183_

protein 1(PRB1) XLOC_056801  XLOC_056801 cl_g3_i1:0-374 Sintomatico Assintomatico 0 31.0008 inf -nan 5.00E-05  0.00478824 sim

TRINITY_DN117979_
NDR1/HIN1-like 3(NHL3) XLOC_087783  XLOC_087783 c2_g2_i1:0-361 Sintomatico Assintomatico  12.0055 0 -inf -nan 0.0016 0.0466831 sim

TRINITY_DN119952_

methyl esterase 7(MES7) XLOC_106385  XLOC_106385 c2_g2_i1:3-419 Sintomatico Assintomatico  11.8657 0 -inf -nan 0.00035 0.0185702 sim
mediator of RNA polymerase
Il transcription subunit 15a- TRINITY_DN121502_

like protein(NRB4 XLOC_122491 XLOC_122491 c0_g34 i1:3-240 Sintomatico Assintomatico 0 50.1875 inf 0.0276245

basic pathogenesis-related TRINITY_DN114183_
protein 1(PRB1) XLOC_056799  XLOC_056799 cl_g11 i1:0-305 Sintomatico Assintomatico 0 31.3638 inf -nan 0.0004 0.0200799 sim
basic pathogenesis-related TRINITY_DN114183_
protein 1(PRB1) XLOC_056801  XLOC_056801 cl_g3_i1:0-374 Sintomatico Assintomatico 0 31.0008 inf -nan 5.00E-05  0.00478824 sim
Signal transduction histidine
kinase, hybrid-type, ethylene TRINITY_DN120229
sensor(EIN4) XLOC_109423  XLOC_109423 c0_g26_i2:0-686 Sintomatico Assintomético  21.3144 0 -inf -nan 5.00E-05  0.00478824 sim

TRINITY_DN12155 ¢

basic chitinase(HCHIB) XLOC_123119  XLOC_123119 0_g1_i1:0-376 Sintomatico Assintoméatico  182.678 0 -inf -nan 5.00E-05  0.00478824 sim
ethylene responsive element TRINITY_DN87429 ¢
binding factor 5(ERF5) XLOC_179000  XLOC_179000 1 g1 i1:7-1227 Sintomatico Assintomético  8.32672 88.9035 3.41642  2.69218 0.00095 0.0334927 sim
Integrase-type DNA-binding
superfamily
protein(AT5G43410) - TRINITY_DN91718 ¢
Ethylene-responsive XLOC_181524  XLOC_181524 0_gl1_i1:0-775 Sintomatico Assintomatico  6.13905 0 -inf -nan 0.0002 0.0130306 sim
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transcription factor ERF096
(blast2go)

TRINITY_DN117085_

subtilase 4.12(SBT4.12) XLOC_079900  XLOC_079900 cl_g18 i1:0-203 Sintomatico Assintomatico  131.719 0 -inf -nan 0.00125 0.0396853 sim
Putative interactor of TRINITY_DN118700_
JAZ(NINJA) XLOC_094478  XLOC_094478 c4_g8_i1:0-205 Sintomatico Assintomatico  68.0269 0 -inf -nan 0.00125 0.0396853 sim
GDP-L-galactose
phosphorylase VITAMIN C TRINITY_DN120629_
DEFECTIVE 5 (VTC5)(VTC5)  xLOC_113170  XLOC_113170 c8_g17_i1:1-207 Sintomatico Assintoméatico  93.3394 0 -inf -nan 0.0017 0.0487275 sim

TRINITY_DN122799_
terpene synthase 04(TPS04 XLOC_137596 XLOC_137596 c0_g12 i1:3-363 Sintomatico Assintomatico  22.4489 0 -inf -nan 5.00E-05 0.00478824 sim

brassinosteroid-regulated TRINITY_DN112542_
protein(LOC547802) XLOC_045578  XLOC_045578 c0_g1l_i1:0-646 Sintomatico Assintomatico  5.05213 0 -inf -nan 0.0009 0.0322965 sim

RING/FYVE/PHD zinc finger TRINITY_DN119264
superfamily protein(MS1) XLOC_100020  XLOC_100020 c0_gl i2:0-453 Sintoméatico Assintomatico 0 16.9285 inf -nan 0.0001 0.00820753 sim
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Apéndice B

Géis SDS PAGE demonstrando o perfil proteico entre tecidos sadios e tecido
doente de guarnazeiro. A- extrato de proteinas de guaranazeiro de flores sadia;
B — extrato de proteinas de flores doente de guaranazeiro. Foram utilizados 15

Mg de extrato proteico em cada pocgo
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114



Apéndice C

Proteinas relacionadas a proliferacao celular

IDs Proteina Proteina Descricao
guaranazeiro

038799 MCM2 Componente do complexo MCM2-7 (complexo MCM)
que pode funcionar como helicase de DNA

03528 MCM3 Componente do complexo MCM2-7 (complexo MCM)
que pode funcionar como helicase de DNA

59795 MCM4 Componente do complexo MCM2-7 (complexo MCM)
que pode funcionar como helicase de DNA

019492 MCM5 Membro do complexo de manutencdo do
minicromossomo, envolvido na iniciacdo da replicacéo
de DNA

09923 MCM6 Componente do complexo MCM2-7 (complexo MCM)
que pode funcionar como helicase de DNA

924147 PRL Membro do complexo de manutengcdo do
minicromossomo, envolvido na iniciacdo da replicacéo
de DNA

g20547 PCNA2 Esté envolvida no controle da replicacdo do DNA

g60737 RFC2 Fator de replicacdo C subunita 2; Estar envolvido na
replicacdo do DNA e, assim, regular a proliferagéo
celular

g19016 EMB1968 Familia ATPase, estar envolvido na replicacdo do DNA
e, assim, regular a proliferacdo celular;

081977 EMB2810 Fator de replicacdo C subunita 5

11876 EMB2775 Familia ATPase associada a diversas atividades
celulares

023449 MAPG65-1 Reprime a organizacao do fuso metafasico e a transigcao
para a anafase na forma ativa desfosforilada

g60493 RPA1A E essencial para a progressdo normal através da
meiose. Estd envolvido na reparacao de quebras dois
fios de DNA

g42354 AT4G31880 Proteina ndo caracterizada; Localizada no citosol

087528 ATSMC2 Componente central do complexo de condensacao dos
cromossomos (SMC)

020453 RPA70D Proteina de replicacdo necessario para recombinacao,
reparo e replicacdo de DNA.

046138 E2F1 Expresso ao longo do ciclo celular. Abundancia
aumentada pela auxina através da estabilizacdo da
proteina.

g43625 TOP1ALPHA DNA topoisomerase 1 alfa
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Apéndice D
Proteinas diferencialmente abundantes em tecido floral doente de guaranazeiro

Ids das
proteinas de N: Razao
guaranazeiro Peptideos N:Score p-value Doente_vs_Sadio Direcao
g79180 40 78.561 0.049659 -3.98 Down
g7562 29 25.856 0.006557 -3.39 Down
837928 23 4,136 0.001434 -3.34 Down
g81004 27 31.256 0.012989 -2.88 Down
g605 24 4.9433 0.015948 -2.87 Down
g7168 28 2.4512 0.040555 -2.83 Down
g24728 47 99.281 0.038443 -2.8 Down
g30329 14 4.0665 0.048358 -2.79 Down
g60974 29 33.503 0.018902 -2.78 Down
g35460 20 18.2  0.000411 -2.77 Down
g20759 22 2.1418 0.049877 -2.76 Down
g71885 21 3.4415 0.047276 -2.72 Down
g37835 45 25.033 0.039364 -2.46 Down
g73722 34 10.825 0.040817 -2.44 Down
g43646 28 8.8139 0.021591 -2.43 Down
g8664 36 23.936  0.02369 -2.41 Down
g22024 13 9.2649 0.000228 -2.36 Down
g60693 3 13.837 0.002487 -2.35 Down
g9100 28 5.8033 4.66E-05 -2.26 Down
g27877 67 7.3143 0.025481 -2.17 Down
g20426 27 17.276 0.023034 -2.16 Down
g10882 29 3.2471 0.012725 -2.12 Down
g39535 28 5.7184 0.000291 -2.11 Down
g20439 56 5.1282 0.000129 21 Down
g70461 23 7.3396 2.16E-05 -2.07 Down
g36243 22 36.481 0.004658 -2.05 Down
g50363 36 2.4839 0.041183 -2.05 Down
g15039 25 29.033 0.003797 -1.96 Down
g27215 53 6.6341 0.018147 -1.95 Down
g12044 19 3.0835 0.024475 -1.93 Down
836396 17 12.639 0.027867 -1.92 Down
g34748 42 3.9036 0.004172 -1.87 Down
g31556 50 11.85 0.015352 -1.85 Down
g50576 21 24.029 0.001508 -1.85 Down
834663 59 13.085 0.027177 -1.84 Down
g15715 34 7.6309 0.038467 -1.83 Down
g91887 10 3.9474 0.000172 -1.82 Down
g43969 19 6.509 0.018993 -1.8 Down
g59201 18 11.794 0.004128 -1.8 Down
g11401 40 16.414 0.034852 -1.79 Down
g7027 19 2.5994 0.005433 -1.77 Down
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g22241
824497
g20833
g28156
g2358
g7810
g11143
g27808
826477
g71618
g8785
g6044
g64719
g41086
g57656
g40306
g53674
g57479
g12096
g68563
gl7375
g19683
g39451
832824
g24759
61290
824494
69126
g85174
g33543
g88683
g39083
g74065
g30863
gl17021
g54
g78419
g23798
g14284
g773
g27205
g32347
g3996
g1123
g37198
g13899

15
10
41

18
22
26
22
14
38
78
31
24
28
37
48
29
50
34
17
34
30
13
19
27
17
35
14
30
49
29
31
26
23
17
27
37
23
25
17
60
37
10

34

4.4358
17.248
10.552
14.636
8.0316
12.987
9.3377
5.8137
14.659
21.349
2.0888
2.5907
13.059
21.042
3.108
4.8101
32.47
7.021
10.113
14.195
4.5473
239
6.1214
3.3487
29.892
5.5286
213.12
7.2496
21.625
16.858
19.321
95.594
8.6821
37.478
11.526
11.365
3.311
5.9853
6.8252
9.6946
98.204
95.25
3.115
5.8283
13.083
32.931

0.040459
0.022767
0.029215
0.014801
0.015729
0.015978
0.020012
0.015624
0.040549
0.028649
0.023227
0.027404
0.036745
0.049323
0.016822
0.049838
0.002966
0.003625
0.017382
0.013189
0.015585
0.013579
0.027053
0.03654
0.028921
0.014605
0.042835
0.041551
0.022182
0.004838
0.049003
0.007372
0.036999
0.035722
0.016583
0.025806
0.038486
0.022786
0.049444
0.025112
0.048413
0.034289
0.014479
0.013767
0.034791
0.018302

-1.76
-1.73
-1.72
-1.69
-1.66
-1.61
-1.56
-1.56
-1.53
-1.51
-1.51
-1.49
-1.46
-1.44
-1.44
-1.43
-1.43
-1.43
-1.37
-1.37
-1.33
-1.33
-1.33
-1.32
-1.27
-1.26
-1.25
-1.25
-1.25
-1.22
-1.22

-1.2
-1.16
-1.12
-1.06
-1.03
-1.03

-0.998

-0.987

-0.987

-0.936

-0.903

-0.878

-0.873

-0.823

-0.813

Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
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g32670
g66791
832672
g79037
g56709
g10221
£62953
g70641
g28833
g60084
g13581
£62447
g20238
g12800
82965

g24208
g55017
g3213

g55027
g58618
g19679
g83177
g49769
g63138
g5639

g37346
g49248
g24001
g30487
g70901
g6901

g15336
g32212
g48089
g31805
g74086
g13598
85629

£61846
£12898
gl2674
g43618
g63034
g9677

g45004
g2434

56
34
31
29
11
25
17
20
15
33
23
38
26
38
24
42
35
11
24
22
10
17
15
17
45
37
13
37
30
14
31
27
29
25
88
48
40
11
25
16
27
14
37

49
13

50.945
8.3093
150.7
100.49
7.3392
6.2101
5.2666
126.78
13.747
8.7804
2.8886
86.685
29.308
15.893
14.738
21.291
17.636
36.185
7.9417
10.7
6.1734
12.494
6.4326
5.685
14.277
64.433
11.606
125.62
8.9635
39.016
89.691
62.389
44.568
25.075
32.208
15.321
9.8552
13.241
132.54
46.397
105.64
75.615
323.31
66.242
323.31
54.134

0.045337
0.035633
0.038569
0.041054
0.032519
0.009684
0.027463
0.048927
0.016472
0.015942
0.011592
0.049367
0.023856
0.049743
0.046256
0.032957
0.027415
0.023315
0.032461
0.043153
0.026149
0.04262
0.032372
0.032416
0.036077
0.039954
0.046488
0.04505
0.044319
0.036909
0.048746
0.034451
0.047251
0.022144
0.034171
0.037132
0.035018
0.039479
0.046808
0.043556
0.022584
0.035897
0.044274
0.04747
0.0278
0.042519

-0.8
-0.796
-0.795
-0.793
-0.788
-0.784
-0.773
-0.772
-0.766
-0.762
-0.747
-0.714
-0.695

-0.69
-0.686
-0.685
-0.675
-0.674
-0.665
-0.645
-0.628
-0.615
-0.614
-0.604
-0.588
-0.571
-0.519
-0.481
-0.438
0.477
0.507
0.524
0.535
0.537

0.54
0.554
0.555
0.556
0.558

0.57
0.573

0.58
0.581
0.581
0.583

0.59

Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
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62732
g62504
g28576
g24355
g4615
gl8126
g635
g23449
gl1126
gl377
g72302
g2867
g52201
g39465
6116
g46462
g93665
g16948
g22514
g20818
g13450
gl9119
g54409
g21250
g40737
g49038
g13143
g27958
g31349
g32128
g25208
g8303
g28057
g6372
g24764
g36239
g6370
g11093
g5135
g24147
g23850
gll1574
g58474
g2232
g7369
g65485

41
10
47
15
52
33
28
51
14
69
10
31
33
42
36
56
14
22

29
33
53
24
11

27
46

51
10
14
26
22
35
10
15
30
16
20
75
14
22
33
12

32

25.889
27.493
46.287
49.437
11.647
38.048
122.65
281.76
102.27
67.45
5.5925
323.31
14.647
29.635
72.377
43.138
23.343
26.035
8.5819
36.865
73.735
323.31
23.298
45.738
13.216
323.31
33.78
84.751
290.83
8.6402
22.629
104.49
49.441
323.31
13.801
46.562
188.61
295.87
4.7088
248.77
206.99
323.31
274.81
106.47
20.061
15.927

0.026544
0.021802
0.026238
0.04873
0.036438
0.022575
0.023842
0.03488
0.034842
0.025693
0.045624
0.026539
0.042526
0.017158
0.010362
0.019232
0.01741
0.037649
0.017686
0.015496
0.045735
0.032377
0.020514
0.018435
0.039745
0.043294
0.006418
0.010509
0.024468
0.013628
0.03182
0.011966
0.049744
0.010866
0.021614
0.02048
0.002875
0.003472
0.047589
0.048466
0.039761
0.043534
0.039196
0.035761
0.031983
0.015021

0.594
0.607
0.611
0.617
0.625
0.626
0.638
0.652
0.657
0.657
0.659
0.666
0.678
0.679
0.688
0.699
0.704
0.711
0.732
0.733
0.735
0.756
0.776
0.785
0.799
0.81
0.816
0.816
0.828
0.829
0.832
0.833
0.837
0.837
0.85
0.862
0.879
0.88
0.895
0.918
0.919
0.963
0.965
0.966
0.978

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
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58581
25082
32147
g27143
g27792
8332

38019
g44606
g4110

g11350
g41428
g6371

g9923

g44530
20453
25930
g21719
g18357
g2297

68082
g37793
g44970
g48657
g17098
3653

g16678
g27831
g77007
39807
g47277
g58251
g4998

81045
g19536
g61414
3349

g26077
31071
g60577
g4096

g6104

g60785
g7365

43366
33292
g11965

14
34
30
11
26
13
38
26
30

15
35
70
16
38
41
18

22
36
27
10
23
29
86
77
28
20
25
14
13
29
21
34
17
50
32
55
16
37
28
29

20
27
42

22.358
5.1299
55.513
7.8966
38.479
323.31
41.51
45.637
51.836
18.397
30.679
75.643
307.47
17.417
5.4917
4.9509
1.9983
4.8042
27.847
323.31
141
6.8244
5.3567
10.423
32331
85.666
249.22
40.346
3.5194
51.69
8.2533
5.6357
2.7046
13.748
323.31
204.27
127.66
9.6855
220.14
13.27
14.657
10.516
3.8508
54.358
8.7288
13.518

0.006726
0.019026
0.04364
0.044564
0.019665
0.018862
0.021123
0.043753
0.033828
0.00878
0.015661
0.004093
0.021566
0.010852
0.041924
0.00454
0.016613
0.026081
0.01413
0.03672
0.003255
0.025959
0.046402
0.046961
0.038107
0.021733
0.021577
0.013827
0.016621
0.007816
0.035197
0.019724
0.049911
0.027992
0.003804
0.04663
0.020407
0.044056
0.002486
0.024744
0.001085
0.015207
0.023985
0.017525
0.003921
0.049541

1.07
1.08
1.08
11
1.11
1.12
1.13
1.13
1.14
1.15
1.17
1.18
1.2
1.21
1.22
1.24
1.25
1.26
1.28
1.28
13
1.3
13
131
1.31
1.32
1.32
1.35
1.36
1.36
1.39
1.43
1.43
1.44
1.44
1.45
1.47
1.49
1.51
1.53
1.54
1.56
1.6
1.63
1.71
1.72

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
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£64829
g42354
g71075
g25038
g6344
g29754
g166
g77856
g57732
g7986
g9952
g40851
g71711
g77586
g38799
g65961
9179
g60493
g46277
g73704
g44437
g9333
g87528
g7953
g24119
g7866
g2238
g6341

77
58
26
18
22

63
27
28
70
20
41
20
71
42
15
37
49
21
14
79
91
75
11
19

14

5.4175
138.11
13.309
89.159
32331
7.9184
194.17
2.7691
3.3154
8.3269
86.563
14.726
4.6905
3.1969
40.911
323.31
38.878
4.0084
137.3
41.345
3.4461
19.623
8.2813
31.125
11.159
3.4588
43.865
11.418

0.013894
0.047605
0.040046
0.005738
0.003565
0.025629
0.010897
0.020575
0.042101
0.048497
0.045917
0.000326
6.55E-05
0.026601
0.000124
0.030984
0.012606
0.000217
0.010131
0.001344
0.00109
0.046208
0.038458
0.029535
0.005584
0.02812
4.3E-05
0.000116

1.72
1.78
1.85
1.86
1.88
191
1.92
1.93
1.96
1.99

2.12
2.17
2.17
2.19
2.2
2.21
2.32
2.43
2.49
2.59
2.65
2.74
2.78
2.88
3.17
3.63
3.71

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
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Anexo |

Protocolo de extracdo de proteinas método SDS-Fenol (SOUZA et al., 2014)

Esse método divide-se em duas etapas: limpeza da amostra, a fim
de neutralizar e remover interferentes potencialmente oxidativos e a extracao
propriamente dita. Para a limpeza da amostra foi adicionado ao p6 10 mL de
solugdo | (10 % TCA, 2 % B-mercatoetanol em acetona gelada). A mistura foi
homogeneizada com auxilio de disruptor ultrassénico Fisher 100 Sonic
Dismembrator em banho de gelo (trés pulsos de vinte segundos a intervalos de
um minuto cada). A precipitacdo de proteinas foi obtida incubando a amostra a -
20 °C por aproximadamente 40 min seguido de centrifugacédo durante 30 min,
4.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado em 10 mL de
acetona gelada, para novamente ser centrifugado, durante 10 min, 4.000 rpm a
4°C. A etapa de lavagem foi realizada por duas vezes, o pellet foi seco a
temperatura ambiente por 30 a 40 min, e procedeu-se a extracao de proteinas.

Para a extracdo de proteinas, o pellet foi aliquotado em microtubos
de 1,5 mL, (na marca de 0,2 mL) seguido de adigao de 600 uL de solugéo Il (30
% sacarose; 2 % SDS; 0,1 M Tris-HCIpH, 7,5; 2 % B-mercaptoetanol). A mistura
foi homogeneizada em vortex durante 30s e deixada a temperatura ambiente por
15 min, agitando-se em vortex algumas vezes. Posteriormente, foram
adicionados 600 L de fenol hidratado e equilibrado (pH 7,5) e agitaram-se as
amostras em vortex durante 20s para que ocorresse a solubilizacdo das
proteinas no fenol. Apdés 5 min a temperatura ambiente, as amostras foram
centrifugadas por 5 min a 10.000 rpm a 4 °C para separacao de fases. A fase
fendlica foi entdo recuperada e a ela foram adicionados trés volumes de 0,1 M
de acetato de amo6nio em metanol. A precipitagdo ocorreu por 1 h a -20 °C. As
proteinas precipitadas foram recuperadas por centrifugacdo, 10 min a 10.000
rom a 4 °C, e lavadas com dois volumes de metanol gelado por trés vezes. O
pellet foi seco a temperatura ambiente por aproximadamente 15 min, cuidando

para nao ficar muito seco, e estocado a -20 °C até o momento de uso.
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