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Apresentacao

A preservagdo da floresta amazodnica € de imensa importancia
socioecondmica e ambiental, regulando o clima, protegendo a
biodiversidade e sustentando comunidades, sendo um tema central
de discussdo no cenario nacional e internacional. A cultura do
cupuaguzeiro, arvore nativa da Amazonia, surge como potencial
aliada na preservacédo. Além de gerar emprego e renda para as
comunidades locais, essa cultura pode proteger o ecossistema.
Contudo, desafios como a doenca vassoura de bruxa ameagam sua
sustentabilidade. Para que a cultura do cupuacguzeiro contribua de
forma efetiva para a preservagao da floresta amazénica, é importante
investir em pesquisas para o desenvolvimento de variedades
resistentes que aliem produtividade e qualidade. Para contribuir na
obtencdo destas variedades, o conhecimento a respeito da genética
molecular do cupuaguzeiro € de primordial importancia. Neste
contexto, a equipe da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
e parceiros tém investigado os aspectos moleculares da interagao
Theobroma-Moniliophthora perniciosa. Este documento apresenta
uma revisao bibliografica sobre o tema que compde parte da tese de
doutorado de Loeni Liidke Falcao, intitulada “Genémica funcional da
interacdo cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum) e Moniliophthora
perniciosa, agente causal da vassoura de bruxa”’, desenvolvida
na Embrapa e defendida na Universidade de Brasilia, em 2023.
O documento traz informagdes sobre os aspectos socioecondémicos
da cultura, o programa de melhoramento da Embrapa, caracteristicas
do patossistema Theobroma-Moniliophthora perniciosa e os estudos
moleculares relacionados a este patossistema.

Marcelo Lopes da Silva
Chefe-Geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Cultura do cupuacuzeiro

Caracteristicas socioeconomicas

O cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
K. Schum] é uma planta nativa da regido Amazonica, provavelmente
do estado do Para e do estado do Maranh&o (Ducke, 1946; Ducke,
1953; Cuatrecasas, 1964). A espécie foi distribuida por toda regido
Norte, possivelmente pelas populagbes indigenas que viviam na
Amazénia (Calzavara et al., 1984). Quanto a classificagdo botani-
ca, o cupuaguzeiro é da ordem Malvales; familia Malvaceae; géne-
ro Theobroma; espécie: Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
K. Schum.

T. grandiflorum é cultivado principalmente na regido Norte do Brasil,
sendo Amazonas e Para os principais produtores (6.002 e 4.965 tone-
ladas, respectivamente), e na regido Nordeste, sendo a Bahia o maior
produtor (6.297 toneladas). Pelo censo agropecuario do IBGE 20177,
o Brasil produziu 21.240 toneladas de frutos, em 15.747 estabeleci-
mentos rurais.

A Secretaria de Estado de Desenvolvimento Agropecuario e Pes-
ca do Para - SEDAP, com o apoio da Embrapa Amazoénia Oriental
(CPATU), tem estimulado o cultivo de cupuaguzeiro, distribuindo se-
mentes da cultivar BRS Carimbé desenvolvida pela Embrapa Amaz6-
nia Oriental?>. No entanto, essa & uma cultura que conta com pouco
investimento em pesquisa. A cadeia produtiva ainda precisa ser devi-
damente estruturada e desenvolvida.

Cupuacgu, além de ser um dos sabores tropicais tipicamente bra-
sileiro, foi designado fruta nacional pela Lei No 11.675, de 19 de maio

" Disponivel em: https://www.ibge.gov.br/explica/producao-agropecuaria/cupuacu/br.
2 Disponivel em: https://www.sedap.pa.gov.br/boletim-cvis.
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de 2008. Essa cultura é importante para a economia de milhares de
agricultores familiares e apresenta grande potencial para a bioecono-
mia nas industrias farmacéutica, alimenticia e de cosméticos. Por ser
uma cultura que se adapta ao sistema agroflorestal (SAF), pode ser
de grande valia no desafio de conciliar o desenvolvimento econémico
sustentavel e a preservacgao da floresta, além de valorizagdo da bio-
diversidade brasileira.

O fruto do cupuaguzeiro pode ser aproveitado integralmente.
A polpa ¢é o principal produto tradicionalmente comercializado e utili-
zado in natura, ou desidratado ou cristalizado, ou na forma dos mais
variados doces. Todavia, séo crescentes os estudos para uso da pol-
pa para saborizar diferentes tipos de produtos como, por exemplo,
melhorando a palatabilidade de iogurte de leite de cabra; para fabri-
cagao de novos produtos, como panetones com farinha da casca e
recheado com geleia de cupuagu; para produgao de barras de cereal
e outros (Costa et al., 2022); e ainda, estudos para uso da polpa de
cupuacu na producao de alimentos funcionais contendo probiéticos
(Pereira et al., 2017).

As améndoas podem ser fermentadas e utilizadas na fabricagao
de um produto de sabor e textura similar ao chocolate convencional,
mas livre de cafeina e teobromina, o cupulate (Nazaré et al., 1990;
Cohen et al., 2004). Além disso, trabalhos para melhorar a palatabi-
lidade do cupulate, e uso do p6 da améndoa de cupuagu em mistu-
ras com chocolate, denotam que ha espaco para crescimento do uso
de améndoas de cupuagu no mercado de alimentos (Ramos et al.,
2022). Os produtos derivados das améndoas trazem um diferencial
interessante, como no caso da manteiga que é mais macia que a de
cacau, o que se deve ao alto teor de acidos graxos monoinsaturados,
principalmente o acido oleico (Ramos et al., 2022) e ao ponto de fu-
sdo mais alto, 33,9°C, enquanto que na manteiga de cacau é 31°C
(Cohen et al., 2004). A maciez e o ponto de fusdo mais alto conferem
aspecto mais liso e macio ao produto.

Além disso, estudos estdo sendo feitos para que moléculas en-
contradas nos frutos de cupuagu possam ser utilizadas na industria
farmacéutica (Assmann et al., 2021). Na semente de cupuagu, foram
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encontrados alguns flavonoides importantes, como catequina e epi-
catequina, quercetina, kaempferol, entre outros (Pugliese et al., 2013).
Jean-Marie et al. (2022) relatam a presenca de compostos polifeno-
licos sulfatados singulares denominados teograndina | e Il e deriva-
dos da hipolaetina (Jean-Marie et al., 2022). Além disso, estudos de
digestibilidade demonstram que sementes de cupuagu ndo causam
efeitos tdxicos e apresentam inibigcdo de a-amylases (97%), indicando
potencial efeito antidiabético.

A casca do cupuagu pode ser utilizada na alimentagdo humana
ou animal. A farinha da casca é fonte de carboidratos e fibras e serve
para usos diversos, entre eles panificacdo. Inclusive, com a possibili-
dade de substituicao total ou parcial da farinha de trigo na elaboragao
de biscoitos, paes, cookies e outras massas (Silva et al., 2021; Costa,
2022).

Na literatura, ha relatos de possibilidades de aproveitamento da
casca de cupuacu na industria de diversas formas: produgao de car-
vao, o qual apresenta alto poder calorifico e devido a auséncia de
celulose e hemicelulose, sua combustdo ndo produz alcatrées (San-
tos et al., 2004); producao de biossorvente para remogao de coran-
tes téxteis de solugcdo aquosa, de bioenergia e produtos quimicos de
base bioldgica (Alves et al., 2022); produgao de carvdo microporoso,
util na adsorgao de CO, (Cruz Junior et al., 2023).

Cupuacguzeiro em sistema agroflorestal (SAF)

Os sistemas agroflorestais sdo uma forma sustentavel para a
agricultura, especialmente em solos menos férteis de terras altas da
Amazdnia brasileira. No entanto, muitas variaveis estdo envolvidas
no processo de adogédo e manutencao desses sistemas. A manuten-
¢ao do fluxo de material organico dentro de um contexto evolutivo,
considerando a mudanga de combinagdo de plantas (relagdes de
complementaridade, suplementariedade ou competitividade), & fun-
damental para o sucesso destes sistemas, tanto do ponto de vista
biolégico quanto econdmico. Alguns trabalhos de compatibilidade de
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espécies, estudos de efeito na fertilidade do solo, manejo do sistema
e selegédo de variedades de cupuacguzeiro mais adaptadas a esses
sistemas estdo sendo conduzidos (Clough et al., 2009; Wade et al.,
2010; Almeida et al., 2014; Alves et al., 2017, 2020, 2022; Rocha et al.,
2019; Wemheuer et al., 2020). No entanto, hd ainda muito a ser feito
para alavancar tecnoldgica e economicamente o uso desses siste-
mas na produgao do cupuaguzeiro.

Bancos de germoplasma

As populagbes nativas sao fundamentais para a sustentabilidade
biolégica do cupuaguzeiro, pois sao as unicas reservas de genes e
gendtipos disponiveis. No entanto, o desmatamento para instalacéo
de grandes projetos agropecudrios, no Sudeste do Para, causou a
redugéo das populagdes nativas de cupuaguzeiro resultando em for-
te erosao genética. A floresta do Poligono dos Castanhais, area de
ocorréncia de grandes populagdes nativas dessa frutifera, proximo a
Maraba, também foi afetada, restando apenas alguns mosqueados
da mata original, localizadas em reservas legais e areas indigenas
(Alves et al., 2014).

Segundo os dados disponiveis no portal da plataforma Alelo Re-
cursos Genéticos da Embrapa, quatro bancos ativos de germoplasma
(BAG) de cupuacguzeiro®, colegdes ex situ, sdo mantidos no Brasil:

1- BAG de Cupuaguzeiro da Embrapa Amazonia Ocidental,
implementado em 1984, contém 251 acessos coletados nos
estados do Amazonas e Para.

2- BAG de Cupuaguzeiro da Embrapa Amazénia Oriental, im-
plementado em 1986, contém 192 acessos provenientes do
Para, Amazonas e Amapa.

3 Disponivel em: https://av.cenargen.embrapa.br/avconsulta/Passaporte/
buscaNcBancos.do?idn=5295.
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3- BAG de Cupuacguzeiro da Embrapa Amapa, implementado em
1998, contém 68 acessos provenientes do Amapa.

4- BAG de Cupuaguzeiro do INPA (Instituto Nacional de Pes-
quisas da Amazénia), implementado em 1973, contém 66
acessos provenientes do Para e Maranhéo.

Os acessos foram coletados em areas de ocorréncia natural,
plantios comerciais e pomares caseiros. Contudo, ha grande possi-
bilidade da variabilidade genética conservada nessas cole¢des ainda
estar muito longe de contemplar uma amostragem significativa da po-
pulacéo natural da espécie (Souza et al., 2017).

Programa de melhoramento

O programa de melhoramento genético de cupuaguzeiro busca
nos bancos de germoplasma a variabilidade para desenvolvimen-
to de cultivares mais produtivas e, ao mesmo tempo, resistentes a
principal doenga da cultura, a vassoura de bruxa (VB), mantendo ou
aumentando a qualidade dos frutos (Alves et al., 2013). Uma outra
praga, a broca do cupuaguzeiro, vem ganhando importancia na cul-
tura e precisa ser considerada pelo melhoramento genético. Além
disso, o desenvolvimento tecnolégico direcionado para usos de meta-
bolitos presentes nos frutos de cupuagu pode abrir novas frentes de
melhoramento.

Em 2002, foram langcadas as primeiras cultivares selecionadas
para maior produtividade e resisténcia a vassoura de bruxa (BRS
Coari, BRS Codajas, BRS Manacapuru e BRS Belém). Em 2012, foi
langada a cultivar BRS Carimbdé.

Em 2022, a Embrapa langou um pacote de cinco -cultiva-
res: BRS Curinga, BRS Golias, BRS Careca, BRS Fartura e BRS
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Duquesa — Cupuacgu 5.0%, que além de maior produtividade e resis-
téncia a VB, embute uma tecnologia de arranjos de plantio para su-
perar o problema da autoincompatibilidade e visa inserir diversidade
genética nos pomares (Alves; Chaves, 2019).

Patossistema Theobroma-
Moniliophthora perniciosa

O principal problema fitossanitario da cultura de cupuacuzeiro é a
doenga VB, assim como da cultura de cacaueiro na América tropical.
A VB é causada pelo basidiomiceto M. perniciosa (Stahel) Aime &
Phillips-Mora 2006, anteriormente denominado Crinipellis perniciosa
(Aime; Phillips-Mora 2005). A doenca tem inicio com a invasdo dos
tecidos meristematicos. O fungo compromete especialmente o me-
ristema das gemas apicais, causando altera¢cdes no desenvolvimento
e crescimento dos ramos, resultando no enfraquecimento geral da
planta. Além disso, pode ocorrer a contaminagdo da almofada flo-
ral, o que prejudica tanto a formagao das flores, quanto dos frutos.
O fungo pode também colonizar internamente os frutos, ocasionando
a deterioragao da polpa e das améndoas. De uma maneira geral, o
ciclo esta representado na Figura 1. Estudos conduzidos em cacauei-
ro (Teixeira et al., 2014) mostram que a planta é induzida a drenar
grande quantidade de fotossintatos para as regides infectadas, pre-
judicando outras partes da planta. Os ramos infectados se tornam hi-
pertrofiados, ocorre a quebra da dorméncia apical e superbrotamento,
gerando uma estrutura chamada de vassoura verde. O fungo infecta
a planta e vive de forma biotréfica no espaco intercelular/apoplasto de

4 Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-solucoes-tecnologicas/-/produto-
-servico/6075/cupuacu-50---kit-decultivares-de-cupuacuzeiro-de-alta-produtividade-
-e-boa-resistencia-a-vassoura-de-bruxa.
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Basidiosporos (n)

Basidioma (n+n) V] -4

Basidiosperos germinados
~“ _sobre o tecido vegetal

Fase de transigdo -
morte celular vegetal

*

Figura 1. Ciclo de vida de Moniliophthora perniciosa em Theobroma
grandiflorum.

1 a 3 meses, até a formagao da vassoura verde (Evans 1980; Bastos
and Evans 1985; Meinhardt et al., 2008). Na vassoura verde, as fo-
Ihas ficam cloréticas, sendo que as mais distantes do apice comegam
a secar e, progressivamente, o ramo seca até a regido da infecgao
inicial, formando a vassoura seca, estrutura que inspirou o nome da
doenga, vassoura de bruxa. O fungo, entdo, passa a produzir gran-
de quantidade de hifas saprofiticas, que se desenvolvem nos tecidos
mortos e produzem estruturas reprodutivas (Evans, 1980).

O processo de frutificacao e liberagéo de basididsporos é sensivel
as condigbes climaticas e ao tempo. A producgéo de basidiomas é es-
timulada por periodos secos e umidos alternados. A formagao de ba-
sidiomas e esporulagao pode ocorrer por varios anos sobre 0 mesmo
material vegetal morto (Meinhardt et al., 2008). Por isso, a pratica da
poda fitossanitaria e destruigcdo dos tecidos vegetais contaminados &
essencial para redugao de indculo nos pomares. Mesmo as cultivares

llustragdes: Julia Lidke Falcao
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de cupuacgu langadas recentemente nao sdo 100% resistentes a do-
encga vassoura de bruxa (Alves et al., 2021).

O conhecimento sobre a doenga é principalmente gerado a partir
de estudos em cacaueiro. Nao ha registros de diferencgas significativas
entre as duas espécies quanto ao desenvolvimento da doenga. Con-
siderando que as duas espécies sdo do mesmo género e que a espé-
cie do fungo que causa a doenga é a mesma, o conhecimento gerado
para uma cultura tem sido aproveitado para ambas. Contudo, mais
esforgos para estudar as particularidades da espécie T. grandiflorum
podem revelar especificidades importantes.

Acredita-se que M. perniciosa tenha se originado e coevoluido
com plantas hospedeiras na bacia do alto Rio Amazonas, no lado les-
te dos Andes (Purdy; Schmidt, 1996). Esse fungo é capaz de colonizar
varias espécies de plantas do género Theobroma e plantas de fami-
lias nao relacionadas, como Solanaceae. M. perniciosa é classificado
em trés bidtipos de acordo com a especificidade do hospedeiro: o
biétipo C infecta plantas da familia Malvaceae (cupuagu, cacau e ou-
tros), o bidtipo S infecta membros da familia Solanaceae (por exem-
plo, tomate) e o bidtipo L é encontrado em associagcdo com membros
da familia Bignoniaceae (por exemplo, lianas) (Teixeira et al., 2015;
Meinhardt et al., 2008).

Ciclo da doenca

Producao de esporos

Pequenos basidiomas cor de rosa (cogumelos) se formam sobre
restos culturais, como vassouras secas e frutos que ficam presos as
plantas ou que tenham sido retirados, como por ocasiao da poda fi-
tossanitaria. A alternancia de dias umidos e dias secos é necessaria
para indugdo da formacao dos basidiomas. A dispersao aérea dos
basididsporos ocorre principalmente durante os periodos noturnos e
¢ feita pelas correntes de ar (Meinhardt et al., 2008).
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Inicio da infecgao

A infecgdo da planta inicia-se com a germinagédo dos basidios-
poros, penetragaéo do tubo germinativo e estabelecimento das hifas
primarias no espaco intercelular. As hifas primarias apresentam pon-
tas em forma de clavas que podem causar desintegracdo na cuticu-
la para penetrar. As hifas penetram diretamente pela cuticula, pelas
aberturas naturais na cuticula da epiderme e entre jungdes da parede
celular, pela base dos tricomas e pelos estdmatos (Sena et al., 2014).
Estudos realizados nas décadas de 1980 e 1990 destacaram a pene-
tracao pela abertura dos estdmatos e ferimentos na base de tricomas
(Evans, 1980; Kilaru Hasenstein, 2005).

Senaetal. (2014)demostraram que basididsporos de M. perniciosa
comegam a germinar 2 horas apos a inoculagéo (hai) em gemas api-
cais de genotipo suscetivel (GS) de cacau variedade Catongo. Na
superficie de gendtipo resistente (GR) variedade CCN51, os basidi-
6sporos demoraram mais tempo para germinar, de 4 a 6 hai, e o tubo
germinativo era menor. A penetragdo de hifas aconteceu da mesma
maneira no GS e GR, todavia a quantidade de hifas que penetraram
no GR foi menor.

Nas superficies dos tecidos vegetais, o fungo encontra molécu-
las secretadas pela planta e uma microbiota de organismos epifiticos
que, junto com as células epidérmicas, sdo a primeira barreira de
protecéo para a planta. Mares et al. (2020) demonstraram que com-
ponentes hidrossoluveis da superficie das folhas de cacau (filoplano)
diminuiram a germinagao e modularam o metabolismo de esporos de
M. perniciosa. Os componentes retirados do filoplano do GR causa-
ram diminuigdo do tubo germinativo e aumento de uma policetideo
ciclase relacionada a viruléncia e glicosideo hidrolases, como celu-
lases, xilanases, e poligalacturases, que degradam polissacarideos
de parede celular vegetal, que podem ser reconhecidos por prote-
inas vegetais do tipo PRR (pattern recognition receptors), as quais
ativam o sistema imune inato da planta. Adicionalmente, houve o
aumento de uma proteina de transporte de multiplas drogas. Essas
proteinas transportadoras, geralmente, estao envolvidas no efluxo de
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substancias toxicas a planta. J& os componentes hidrossoluveis do
filoplano do GS induziram menor expressao de proteinas Bip nos ba-
sidiésporos, que podem estar relacionadas a uma menor taxa de sin-
tese de proteinas, o que sugere um baixo nivel de estresse, refletido
pela menor atividade do reticulo endoplasmatico, onde essas prote-
inas atuam e sdo mais expressas em situacado de estresse (Hender-
shot, 2004; Mares et al., 2020, 2016). Estudos deste tipo, especificos
para T. grandiflorum, ainda ndo estéo disponiveis.

Fase biotréfica — estabelecimento da doenga

Nesta fase, as hifas de M. perniciosa séo hialinas e inchadas, mo-
nocariéticas, assexuadas, crescem exclusivamente no espaco extra-
celular e ndo apresentam grampos, sendo que a densidade do micé-
lio é baixa (Evans, 1980; Sena et al., 2014).

M. perniciosa € um fungo hemibiotréfico atipico, que apresenta
uma longa fase biotréfica, de um a trés meses (Teixeira et al., 2015).
Nesta fase, aparecem os sintomas caracteristicos da doenga e ocor-
rem pequenas variagdes nos sintomas entre as espécies T. cacao e
T. grandiflorum. Podem ocorrer pequenas variagdes entre cultivares,
entre galhos de plantas adultas e mudas. Contudo, ha um padrao de
comportamento partilhado, como indugao de hiperplasia de tecidos,
que formam um inchago na regido da infec¢do, desenvolvimento de
galhos com internddios curtos e, posteriormente, desenvolvimento de
varias ramificacoes laterais, devido a quebra de dorméncia apical. Es-
ses sintomas aparecem de 15 a 30 dias ap6s a infecgao (dai) (Silva
et al., 2002). Quando a infecgdo acontece na almofada floral, pode
ocorrer abortamento de flores, formacao de brotagdes no caule ou a
formacgao de frutos partenocarpicos que ficam pequenos e atrofiados.
Porém, quando a infecgdo ocorre nos frutos jovens, esses crescem
aparentemente de forma normal, no entanto, a doenga se desenvolve
no interior do fruto, e quando os frutos amadurecem, manchas escu-
ras aparecem na casca, € a polpa e as sementes ficam danificadas
(Silva et al., 2002).
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No estudo via microscopia, conduzido por Sena et al. (2014),
foram observadas diferengas importantes entre GS e GR de cacau,
descritas a seguir. Gendtipo suscetivel: os primeiros sinais da doenca
apareceram 30 dai. Aos 60 dai, as vassouras tipicas estavam comple-
tamente formadas, células do cortex, floema, xilema e medula esta-
vam hipertrofiados, distorcidos, desorganizados e significativamente
maiores do que em mudas saudaveis nao inoculadas. A colonizagéo
pelo fungo era intensa e as hifas intercelulares variaram de 6,44 a
15,6 ym de largura. Gendtipo resistente: entre 35 e 42 dai, os sinais
de doenga comegaram a aparecer. Aos 60 dai, havia formacgéo de
vassouras pequenas, com 4 cm de comprimento e raramente apare-
cia inchago no caule. O cortex e o floema apresentavam hipertrofia
leve e com menos inclusdes que no GS. Além do numero de infec-
¢des ser menor, a quantidade de micélio encontrado era menor e com
segmentos de hifas intercelulares mais curtos e mais finos (largura
média: GS - 10,9 ym, GR - 6,72 ym). A restricdo da proliferacdo do
patdgeno apareceu associada as reagdes de defesa do hospedeiro,
caracterizadas pelo aparecimento de periderme e presenga de célu-
las necréticas no cortex. Nao foram identificadas hifas colonizando
tecidos numa distancia maior que 5 a 10 cm a partir do ponto de colo-
nizagédo na fase biotrofica (Sena et al., 2014).

A avaliagdo da presencga de amido em GS e GR, por microscopia,
identificou a presencga de graos principalmente na medula, raios do
xilema e tecidos corticais. A quantidade de gréaos de amido variou
entre os gendtipos, mas sempre foi maior nas plantas ndo inoculadas
(Sena et al., 2014).

Teixeira et al. (2014) avaliaram a presenca de amido em mudas
de GS de cacau aos 30 dai com M. perniciosa, fase em que as vas-
souras estao formadas e as folhas da vassoura estéo cloroéticas. Eles
encontraram diminui¢cdo drastica da quantidade de amido nos teci-
dos infectados. O RNAseq dessas mudas e a analise do diferencial
de expressao dos genes contrastando plantas saudaveis (ndo ino-
culadas) e plantas doentes, mostraram que genes associados com
a degradacao de carboidratos e lipidios (amido e triacilglicerol, res-
pectivamente) foram regulados positivamente, incluindo genes que
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codificam amilases e lipases. Em paralelo, genes necessarios para a
degradagéao de sacarose (invertase da parede celular) e transporte de
hexose (transportadores de hexose) foram regulados positivamente
nas plantas doentes, enquanto outros genes relacionados a fotossin-
tese foram regulados negativamente, indicando que a doenga inter-
fere na fisiologia normal dos tecidos meristematicos, de maneira que
suas células mantém a capacidade de dreno primario. Fotossintatos
produzidos pela planta sdo continuamente translocados para os teci-
dos com células dreno.

Além disso, M. perniciosa produz a proteina metanol oxidase
(MOX), que é secretada no espaco extracelular e possui todos os ge-
nes classicamente relacionados ao metabolismo do metanol. Em fun-
¢ao disso, foi proposta a existéncia de uma via de metabolismo de
metanol independente de peroxissomos para M. perniciosa. A expres-
sdo relativa de Mp-mox, em diferentes fases de desenvolvimento da
doenga, esta correlacionada com os niveis de expressédo de Mp-pme
(pectin methylesterase) e com a redugcédo no nivel de esterificagdo
de metila, o que indica que esse fungo metaboliza o metanol gerado
pela degradagéo da pectina (de Oliveira et al., 2012). Analises do
transcritoma de M. perniciosa, colonizando vassouras verdes, identi-
ficou altos niveis de expresséo de genes que codificam para enzimas
pectinoliticas, entre elas, pectina metilesterases, poligalacturonases
e pectato liases. Também foram identificados transcritos de genes en-
volvidos no metabolismo de subprodutos da degradagédo da pectina
(genes que codificam para metanol oxidase, formaldeido desidroge-
nase e formato desidrogenase) (Teixeira et al., 2014).

Muitos genes putativos que codificam celulases, xilanases, arabi-
nofuranosidases, manosidases e acetilesterases foram identificados
diferentemente expressos em hifas colonizando vassoura verde, indi-
cando que o fungo degrada celulose e hemicelulose. Paralelamente,
genes associados ao metabolismo secundario e a modificagdo da pa-
rede celular também estdo com expressdo muito aumentada (Teixeira
etal., 2014).

Uma caracteristica do transcritoma de vassoura verde € a preva-
Iéncia de transcritos relacionados a respostas de defesa. Genes que
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codificam putativos receptores imunolégicos como RLPs e RLK (entre
eles 30 receptores da familia NB-LRR) foram induzidos pela infec¢ao
por M. perniciosa. Esses genes codificam proteinas intracelulares
que reconhecem direta ou indiretamente efetores de patdgenos, le-
vando a fortes respostas de resisténcia. De fato, foram identificados
67 genes que codificavam para proteinas responsivas a patogéne-
se (PR-1, PR-2/p-1-3-glucanase, PR-3, PR-4, PR-8, PR-11/quitinase,
PR-5/taumatina, PR-6/inibidor de protease, PR-9/peroxidase e PR-
10/ribonuclease), além desses, 16 fatores de transcricao WRKY, trés
inibidores de protease Kunitz e trés NADPH oxidases responsaveis
pela producgédo de radicais livres como ions superoxido (Teixeira et al.
2014). Apesar de altamente ativadas, essas respostas de defesa nao
sdo efetivas para controlar a vassoura de bruxa. O transcritoma do
fungo, colonizando esses mesmos tecidos, revela que M. perniciosa
expressa um arsenal de genes que codificam enzimas envolvidas na
desintoxicagao e tolerancia ao estresse. Entre eles, estao genes que
codificam as enzimas: i) antioxidante superdxido dismutase e catala-
se, as quais conferem ao fungo capacidade de lidar com a toxicidade
de ROS, ii) glutationa sintase, que catalisa a etapa final da via de
biossintese da glutationa, iii) 12 genes que codificam enzimas do cito-
cromo P450 (Teixeira et al., 2014). Esses dados estdo de acordo com
a analise das rotas identificadas a partir do genoma de M. perniciosa
(Mondego et al., 2008).

Outro ponto importante na fase biotréfica da doenca é a ativacao
e regulacao de vias de fitohormonios. A analise transcritdmica de teci-
dos de vassoura verde revelou a regulagéo positiva de genes de ca-
cau relacionados a resposta de auxina (IAA), a biossintese e resposta
de giberelinas e degradagéo de etileno (ET) e citocinina (CKs) (Tei-
xeira et al., 2014). A habilidade de M. perniciosa de produzir e crescer
na presencga de altas quantidades de IAA, acido salicilico (SA) (Kilaru
et al., 2007) e CKS (Costa et al., 2021) indica que esses hormdnios
estdo envolvidos na patogenicidade do fungo e no desenvolvimento
dos sintomas na planta. Acido abcisico (ABA) e acido jasménico (JA)
endogenos, também foram identificados em micélio de M. perniciosa.
Por outro lado, Litholdo et al. (2015) identificaram a indugéo,
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exclusivamente no GR (CAB214), de genes relacionados a ativagao
da rota de sinalizagéo JA/ET (Allene Oxide Synthase-TcAOS) e S-A-
denosylmethionine Synthetase-TcSAM).

Transicao da fase biotréfica para necrotroéfica

A partir da analise do genoma de M. perniciosa (Mondego et al.,
2008), foi identificado um gene que codifica uma oxidase mitocondrial
alternativa (AOX). Este gene (Mp-aox) atua em uma via respirato-
ria alternativa a cadeia respiratéria dependente de citocromo (CRC)
convencional’ e universalmente conservada, que envolve os com-
plexos respiratérios Il e IV. A caracterizagdo de Mp-aox mostra uma
clara correlagéo entre o estilo de vida hemibiotréfico desse fungo e a
funcionalidade das vias respiratérias mitocondriais e sugere que AOX
permite que a respiragao continue durante os estagios iniciais da in-
fecgéo, quando o patdgeno precisa sobreviver em um ambiente hostil
estabelecido pelo sistema de defesa do hospedeiro. Também foi de-
monstrado que a inibicdo do CRC manteve o fungo em seu estagio
monocariético, enquanto era sustentado pela respiragao dependente
de AOX (Thomazella et al., 2012).

Thomazella et al. (2012) propdem que a geragao de 6xido nitrico
(NO) durante a infecgédo pode ser o fator responsavel para o contro-
le do desenvolvimento biotréfico de M. perniciosa na planta. Com a
morte dos tecidos vegetais, a inibicdo dependente de NO da cadeia
respiratéria convencional (CRC) cessaria, € um aumento na relagéo
citocromo’AOX forneceria a energia necessaria (ATP) para o cresci-
mento intenso de patdégenos durante a fase necrotréfica. Neste con-
texto, AOX pode ser um interruptor que regula o desenvolvimento
dessas duas estratégias de vida em M. perniciosa (fases biotrofica e
necrotrofica).

Barau et al. (2015) propuseram outro modelo para explicar a tran-
sicao de fase biotrofica para necrotréfica, porém, essa proposta pode
ser complementar a de Thomazella et al. 2012. O modelo considera
que a privagao de carbono € um componente de sinalizagéo que con-
trola a duragao da fase biotrofica da VB. O inicio da fase necrotrdéfica
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é marcado pela regulacao positiva do gene MpNEP2, que codifica
para um efetor semelhante ao NEP, o qual necrosa tecidos de planta
(Garcia et al., 2007; Zaparoli et al., 2009). Barau et al. (2015) demons-
traram que a falta de carbono soltvel no apoplasto ativa a expres-
sdo de genes que codificam para proteinas necrotroficas (MpNEP2).
Quando o fungo é cultivado em meio pobre de carboidratos, o proces-
so de autofagia é desencadeado, induzindo expressao de MpNEP2.
Ocorre, também, o aparecimento de um fenétipo peculiar no micélio,
crescimento lento, seguido pelo desenvolvimento de setores de cres-
cimento mais rapido, formados por micélios muito finos com acentua-
da ramificacao hifalica, tipica do crescimento invasivo.

Alvin et al. (2009) propuseram que a troca de fase biotréfica para
necrotrofica em M. perniciosa estava relacionada com o nivel de ROS
nos tecidos e processo de autofagia. Isso mostra que a proposta de
Thomazella et al. (2012) e Barau et al. (2015) sdo complementares.
Além disso, Ceita et al. (2007) propéem que o acumulo de cristais de
oxalato de calcio nos tecidos infectados por M. perniciosa pode estar
envolvido na morte celular na fase de transi¢do. Plantas suscetiveis
apresentam maior acumulo desses cristais.

Barau et al. (2015) enfatizam que a expressdo de MpNEP2 no
inicio da senescéncia, ativada pela falta de carbono no fluido apoplas-
tico, € muito vantajosa para as hifas extracelulares de M. perniciosa,
pois isso da acesso rapidamente aos tecidos ricos em carbono e nitro-
génio. Além disso, a aceleracédo da necrose do tecido infectado pela
atividade de MpNEP2 pode prevenir duas importantes caracteristicas
da senescéncia tardia: remobilizagdo de carboidratos pela planta e
abscisédo dos tecidos mortos. O fato dos galhos e frutos mortos per-
manecerem fixos a planta € vantajoso para o patégeno, pois evita a
competicdo com outros microrganismos que habitam a serrapilheira
da floresta, adicionalmente, a altura dos basidiomas pode aumentar a
dispersao de esporos.

Na fase necrotrofica, que ocorre apds a morte dos tecidos infec-
tados nas chamadas vassouras secas ou frutos secos, o crescimento
do micélio é intracelular e abundante e as hifas sdo sexuadas, dica-
riéticas e apresentam grampos de conexdes (Purdy; Schmidt, 1996).
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Estudos moleculares relacionados
a doenca VB em cupuaguzeiro

Existe pouca informagao disponivel para cupuagu nos bancos de
dados de sequéncias génicas. No NCBI [Centro Nacional de Informa-
¢ao Biotecnologica®], até janeiro de 2023, foram depositadas sequén-
cias dos genes WRKY, inibidor de tripsina, vicilina e um ribossomal
(Kuhn et al., 2010), sequéncia parcial do genoma do cloroplasto (Niu
et al., 2019) e o genoma mitocondrial (Abreu et al., 2023).

Devido ao potencial de uso de T. grandiflorum em estudos de
gendmica comparativa com cacau e a possibilidade de geracdo de
hibridos interespécies (cacau-cupuacgu), Kuhn et al. (2010) avaliaram
0 uso de marcadores microssatélites, SSCPs (Single-strand confor-
mational polymorphism) e SNPs (single nucleotide polymorphism) de-
senvolvidos para cacau nas analises de genotipos de T. grandiflorum
e hibridos interespecificos. As avaliagdes em T. grandiflorum desses
marcadores genéticos, baseados em PCR, mostraram que a simila-
ridade de sequéncia entre T. grandiflorum e T. cacao é alta, o que se
refletiu no sucesso da amplificagdo de quase todos os marcadores de
cacau em cupuacu. Vinte e seis de 30 microssatélites (87%) foram
amplificados. Foi demonstrado que os marcadores SSCPs desenvol-
vidos para cacau e usados para analisar T. grandiflorum sdo mais
sensiveis que os microssatélites de cacau na identificagao de diferen-
¢cas espécie-especificas, embora ndo sejam amplamente utilizados
devido a restrigbes técnicas. Observaram que marcadores SNPs pro-
jetados para T. cacao nao foram uteis para estimar a diversidade em
T. grandiflorum. Identificaram SNPs intra-especificos que podem ser
usados para avaliar a heterozigosidade em T. grandiflorum e SNPs
especificos da espécie que ajudardo na caracterizagdo de hibridos
interespecificos (Kuhn et al. 2010).

Estudos moleculares mostraram que, assim como as outras es-
pécies do género Theobroma, T. grandiflorum apresenta 2n = 20

5 Disponivel em: http://www.ncbi.nIm.nih.gov.
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cromossomos. Neste mesmo estudo, EST-SSRs (Expressed Se-
quence Tags - Simple Sequence Repeats) desenvolvidos para cacau
se mostraram Uteis para cupuacu (Silva et al., 2017).

A partir do uso combinado de genotipagem de alto rendimento por
sequenciamento (Genotyping by Sequencing - GBS) e do genoma de
referéncia de uma espécie relacionada, T. cacao, foi desenvolvido um
grande conjunto de marcadores SNPs para T. grandiflorum de uma
populacao biparental (clones 174 x 1074, resistente e suscetivel a
M. perniciosa, respectivamente). A partir disso, foi possivel construir
0 primeiro mapa genético de alta densidade, compreendendo 1.438
marcadores SNPs e 10 SSRs (Mournet et al., 2020). A analise da sin-
tenia entre T. cacao e T. grandiflorum mostrou que a homologia média
entre os grupos de ligacao das duas espécies foi de 97,2%. O mapa
genético permitiu a detecgdo e caracterizagdo de um QTL (Quantita-
tive Trait Loci) de resisténcia a VB, a partir de observagdes no cruza-
mento 174 x 1074, que foi identificado no cromossomo 6 do pai resis-
tente 174 no marcador 6M1252980. Os dados fenotipicos associados
a esse QTL corresponderam a observagdes apos infecgdo natural e
artificial com M. perniciosa nas duas espécies. O gene TgPR3, po-
tencialmente envolvido na resposta a VB em cupuacgu (Santana Silva
et al., 2020) foi colocalizado nesse QTL (Mournet et al., 2020).

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia dispde de um
banco de sequéncias de transcritos de T. grandiflorum gerado a partir
do sequenciamento do transcritoma de: i) frutos de cupuacguzeiro; ii)
tecidos meristematicos retirados de mudas e iii) gemas apicais de
pontas de ramos (0,5 cm) de arvores de 3 anos (clones 174 e 1074).
Os dados desse banco de sequéncias estdo sendo utilizados para
diversos estudos moleculares realizados pela equipe composta por
membros da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia),
Ceplac (Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira - Bahia
e Para), UESC (Universidade Estadual de Santa Cruz - Bahia) e Cirad
(Centro de Cooperacéo Internacional em Pesquisa Agrondmica para
o Desenvolvimento - Francga).

A partir das sequéncias de RNAs de frutos, foram desenvolvidos
os primeiros marcadores moleculares EST-SSR (microssatélites de
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ESTs) de T. grandiflorum (Santos et al., 2016a). Em outro trabalho,
foram identificados e selecionados genes que podem ser utilizados
como normalizadores em estudos de expressao de genes em pol-
pa e sementes de cupuagu (Santos et al., 2016b). Santana Silva e
colaboradores (2020) estudaram a fungdo dos genes que codificam
para proteinas responsivas a patogéneses, TgPR3, TgPR5 e TgPRS,
que estavam altamente expressas no gendtipo resistente nos esta-
gios iniciais da infeccao. Os dados desse trabalho sugerem que es-
sas TgPRs estédo envolvidas no reconhecimento de mecanismos do
sistema imunoldgico inato da planta por meio de receptores de quiti-
na. Além disso, sugerem um possivel papel de quitinase/quitosanase
para o TgPR5/osmotina (Santana Silva et al., 2020).

Santos et al. (2022) fizeram analises de expressao e interatoma
de genes que estao envolvidos na qualidade e/ou resisténcia de fru-
tos, as quais permitiram identificar varios mecanismos moleculares e
fisiologicos associados a esses processos vegetais. Adicionalmente,
identificaram genes (TgSTP1, TgWRKY33, TgCZF1 e TQUBA1 em
cupuagu e os ortélogos de DIN10, CNI1 e TET8) que podem ser bons
candidatos para selegao assistida por marcadores em programas de
melhoramento com foco tanto na qualidade dos frutos, quanto na re-
sisténcia/tolerancia a estresses bioticos e abioticos.

Nessa linha de pesquisa, Falcéo et al. (2022) realizaram um estu-
do em larga escala dos perfis transcritbmicos de meristemas apicais
de cupuacguzeiro GR (clone 174) e GS (clone 1074), na fase inicial da
infeccdo com M. perniciosa (24 e 48 hai). Usando a tecnologia RNA-
-seq, 21.441 unigenes foram identificados, sendo 440 genes diferen-
cialmente expressos (DEGs) entre as diferentes condigbes. Foram
encontrados 301 DEGs entre os gendtipos. A alteragao da expressao
génica foi mais precoce no GS (24 HAI), enquanto que no GR, a alte-
racéo foi mais proeminente as 48 hai. Alguns genes potencialmente
envolvidos nos mecanismos de defesa foram identificados: recepto-
res de reconhecimento de padrées (PRRs); fatores de transcricao;
proteinas relacionadas a patogénese (PRs); proteinas relacionadas
ao remodelamento da parede celular; genes relacionados ao acumu-
lo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e vias de terpenos. Além
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disso, observou-se uma influéncia hormonal significativa nas respos-
tas dos gendtipos, os quais diferiram principalmente em relagdo as
respostas de auxina, citocinina, acido salicilico e brassinosteréides
(Falcao et al. 2022). Iniciou-se, entdo, uma avaliagdo da funcao de al-
guns genes em plantas transgénicas (Tomate Micro-Tom), entre eles:
TQERF9 (fator de transcri¢cdo); TgTPL1 e TgPR10.1 (genes do tipo
PR). Esse ultimo foi avaliado por hibridizacao in situ para localizagdo
de transcritos nos tecidos da gema apical de cupuaguzeiro. Identi-
ficou-se a expressédo do TgPR10.1 nos tricomas, no procambio, no
meristema e nas células da epiderme dos primérdios foliares (Falcao,
2023).

Apesar de esforgos recentes de um conjunto de instituicoes (Em-
brapa, Ceplac, UESC, Cirad, USP), o cupuaguzeiro ainda carece de
informacdes que possibilitem o desenvolvimento de ferramentas mo-
leculares que acelerem os procedimentos de seleg¢ao e dinamizem o
programa de melhoramento da espécie, aliando economia de tempo
com redugao dos custos de pesquisa. A falta de informagéo ocorre
tanto do ponto de vista de genética molecular (envolvendo marca-
dores) quanto de dados dmicos, fazendo-se necessario: i) ampliar o
conhecimento a respeito das associagdes entre caracteristicas ge-
némicas e fenotipicas; ii) gerar dados émicos em grande quantidade,
por RNAseq e sequenciamento de pequenos RNAs (microRNAs e
siRNAs); iii) avaliar funcionalmente os genes identificados e; iv) iden-
tificar moléculas bioativas que possam ser utilizadas no controle de
M. perniciosa.
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