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Nossas historias...






Citricultura- Producao Mundial aoqum

® Numeros expressivos—> Importancia econémica e social

¢ Brasil: Maior produtor mundial de e produtor de

A CITRICULTURA BRASILEIRA E RESPONSAVEL POR..

A CADA 5 COPOS DE SUCOS DE LARANJA

% /’ CONSUMIDOS NO MUNDO.

34 57% 79x%
DA DA DAS
PRODUGAO PRODUCAO  EXPORTACOES \—/\/\j

MUNDIAL MUNDIAL DE DESSE
4 " ! < ...3 FORAM PRODUZIDOS
DE LARANJA SUCO PRODUTO NO BRASIL

United States Department of Agriculture - Foreign Agricultural Service, 2019. https://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/citrus.pdf



https://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/citrus.pdf

Citricultura Brasileira LaBioQuiM

PIB - US$ 6,5 bilhdes

US$ 189 milhdes em impostos

== =1
o

®

« 200,000 empregos diretos e indiretos

Citricultura-Empregos

i

i

Costa et al., et al., 2019. Fungal Biology



Sintomas

Causada pela bactéria Candidatus Liberibacter spp.

Nao tem cura!

Doenca mais destrutiva da
histéria da citricultura

Unica alternativa: erradicar
totalmente as plantas
infectadas




EUA - Citricultura diminuiu 1/3;

Estima-se que ~90% das arvores citricas da Florida
estejam infectadas com a bactéria.

Agéncia de Protecdao Ambiental dos EUA (EPA):
Processo de liberacdo do uso de estreptomicina e a
oxitetraciclina como tratamentos de rotina em citros

Coc

The
Counter | oonate Q

nature

NEWS FEATURE - 19 MARCH 2019

Antibiotics set to flood Florida’s troubled
orange orchards

Adesperate plan to fight a citrus scourge has public-health advocates and
scientists concerned.

Maryn McKenna




Doenca Citrus sinensis L LaBIOQUIMI
Greening ou HLB

Transmissao Fases da doenca

SN

Tempo de incubacao

Periodo Periodo
Assintomatico Sintomatico

9

Controles Assintomaticas Infectadas
(saudaveis) (doentes) (doentes)

Candidatus
liberibacter

Psilideo Diaphorina citri, inseto muito frequente nos
pomares nas épocas de brotacao das plantas




Doenca Nao existe método de LaBioQuiMi
Greening ou HLB diagnostico eficaz

POR QUE

nés estudamos?

Ineficiente (~30-60%)

A planta precisa apresentar sintomas claros - Estagios bem avancados da
doenca

Falso-negativo alto e disseminacdo no campo




Doenca Nao existe método de LaBioQuiMi
Greening ou HLB diagnostico eficaz

lymerase Chain Reaction

V=

POR QUE

nés estudamos?

PCR é cara e demanda tempo de preparo da amostra;

Distribuicdo irregular nas folhas e baixa concentracao de células CLas durante a fase
inicial do periodo latente afetam as analises;

Falsos negativos



LaBioQuiMi

2005 - 2019
~55.5 milhdes de
arvores tiveram que POR QHE
ser eliminadas do importa:
campo.

Diagnadstico Aumenta a disseminacao
tardio da doenca ”




Como podemos
contribuir?



Precisamos encontrar um novo método
diagnostico para o estagio inicial da
infeccao!!

Rapido, barato e que possa auxiliar os
produtores!

Article  Open Access | Published: 10 August 2020

Mass spectrometry imaging as a potential technique
for diagnostic of Huanglongbing disease using fast
and simple sample preparation

Jodo Guilherme de Moraes Pontes, Pedro Henrique Vendramini, Laura Soler Fernandes, Fabricio Henrique Dr. Jodao Guilherme Pontes — Post Doc

de Souza, Eduardo Jorge Pilau, Marcos Nogueira Eberlin, Rodrigo Facchini Magnani, Nelson Arno Wulff &

Taicia Pacheco Fill Dr. Rodrigo Facchini and Dr. Nelson Wulff — Fundecitrus
Scientific Reports 10, Article number: 13457 (2020) | Cite this article Dr. Pedro Vendramini — Prof. Dr. Marcos Eberlin

Pontes, J. G., et al. Sclentific Reports, 2020.



Citrus sinensis L

LaBioQuiMi

ClLas

Tempo de incubacéo
l | | | | \|
| | | | |
Periodo Periodo
Assintomatico Sintomatico

A
Candidatus
liberibacter

Controles Assintomaticas |nfectadas
(saudaveis) (doentes) (doentes)

O QUE

filzemos?




Imageamento Quimico via Espectrometria de Massas

- Nenhum preparo

a) PRCENIETIE N b) de amostras;
—
- Analises rapidas;
< - Rapido
sympomatc | eary . _ﬂ:i:! diagnostico
- 001_18062217102
T.raw
Spectra set

1 spectrum/pixel

POSITIVE MODE B

Pontes, J. G., et al. Scientific Reports, 2020.



IMS

Laser (MALDI) or
electrospray (DESI) To mass

ionization spectrometer

Fotografia quimica

| P |

Distribuicao espacial
dos metabdlitos

LaBioQuiMi




Ix 10
HEALTHY HEALTHY

S o TITPON 4

‘#6"' Wt ”‘a.
ASYMPTOMATIC ASYMPTOMATIC

SYMPTOMATIC

SYMPTOMATIC  ASYMPTOMATIC HEALTHY

06

Pontes,j.G, Scientific reports, 2020



Pontes,j.G,

Scientific reports, 2020

ClLas-Infected leaf
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Estagios iniciais da
infeccao?



Plantas sadias
(Controle)

Plantas doentes alcangamos?

(Infectadas)

Tempo de incubacao
Inicio 21 dias 63 dias 84 dias 105 dias 126 dias

Estagio assintomatico

Estagio sintomatico




) m/z327

Control Clas-infected

g) m/z423

W),

Control Clas-infected

21 dias apos a infecgéo!

Conseguimos observar alguns biomarcadores no inicio da infec¢do- Diagnostico no estagio inicial




Outras ferramentas?



Compaonent 2 ( 18 %)

Scores Plot

< Controle
© Inoculada

PLS-DA

Component 1 ( 17.6 %)

' Plantas Sadias
. Plantas Doentes
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R? =0.98667
Q?=0.93804
Accuracy = 0.87169
p<0.01

Dra Alana Pereira
(P6s doc do grupo)

O QUE
ja
alcangamos?
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‘ Sadias

. Doentes

O QUE
ja
alcangamos?

Octadecanoic acid,
methyl ester

C19H38()2




LaBioQuiMi

Redes moleculares

O QUE

Sintomatica  Assintomatical Saudavel

e & ‘6“
’ ndés ja temos?
e b & /
gy B |\
: L] XN [ 4
o ® S .

Octadecanoic acid,
methyl ester

C19H38()2

‘ Controle Inoculada




Por que nao desenvolver
uma ferramenta de predicao
para o diagnostico precoce

da doenca?



Extrac a,o_ dos Dra Alana Pereira
metabodlitos

L

Aquisicéo dos
dados

O

Planta suspeita de
estar infectada com

O QUE
HLB ja

alcangcamos?

=V infectada?
A Saudavel?
A/




Modelo SIMCA/
OPLS-DA

° o
oo ‘ Plantas Controle
e “:O ‘ Plantas Infectadas
@
E ¢ e o
084} - T RLrTTs
c
@] - o
@) o0
oo o ®
7+¥8
o o
®
0.0 T T T T T T T T T
0.0 0.8 1.6 2.4 3.2 4.0

Infected Plant

Desenvolvimento do modelo de predicéao

Prof. Ricardo Silva - USP

O QUE

nés ja temos?




Site disponivel online e gratuitamente

LaBioQuiMi

Q OPLS-DA Predict PREDICT PREPROCESS

Apply the model to your file

OPLS-DA predict is a web server to Sppipi &rdinetil©PLS-DA model to a new set of data

Drop files here to upload

ABOUT OPLS

T




PREDICAO DO N11219 - COLETA-1 Amostra Controle LaBioQuiMi

7 ® |nfected Plant . TABLE
# Control Plants
o L]
®
b19.COF

- . Show 10 ~ @ entries Search:

. L L] L]
oo ‘. . . ® # | Predictions

..u.- . e 8
S N11219,CDF . N11219.CDF Control Plants
[=T .' [] - ot L]
L ] L )
- . -.' % . Showing 1to 1 of 1 Previous Next
L . entries
. .. .
? -
. L ] L ] . *

@ - . . "samples” "prediction”

| | | "N11219.CDF" "Control Plants"”

5 0 5

t1

Aprimorando nossa ferramenta para disponibilizar gratuitamente e online para os produtores



Analises rapidas e baratas;
Rapido preparo de amostra;

GC-MS ferramenta presente em
muitas instituicoes




m
lEr _ Evitar cortes
. N desnecessarios de

y N v arvores de citros
&b ™
LaBioQuiMi ‘

Diminuir o uso de
Inseticidas e
antibioticos no campo

Reestabelecer a posicao de prestigio do

NOSSO pais na citricultura







P. digitatum e a doenca bolor LaBioQuiMi

verde e Maior doenca poés-colheita
em frutas citricas

® Responsavel por 90% das
perdas pos colheita

® Prejuizos anuais de
bilhdes de reais

e Como controlar este
fungo?

Costa et al., et al., 2019. Fungal Biology



® Controle de doencas pds-colheita: Fungicidas sintéticos

LaBioQuiMi
e
ol ] cl HZC/;\,O Cl
& Prochloraz Imizalil

¢ b

Resisténcia fungica
Problemas ambientais

Kanetis, et al. Phytopathol, 100, 738-743, (2010)
Frisvad, J. C. & Samson, R. A.. Stud Mycol 49, 1-174, (2004)

Riscos a saude humana



e Como desenvolver alternativas mais seguras?
e Entender as interacdes patégeno-hospedeiro

LaBioQuiMi




e Como desenvolver alternativas mais seguras?
e Entender as interacdes patégeno-hospedeiro

LaBioQuiMi

Quais estrategias utilizadas pelo

plant .
defense patogeno?
plant-pathogen i o
interaction Moléculas s&o importantes para o
metabolism

estabelecimento da doenca?

Importante compreender o metabolismo
do patdégeno na infeccao!

Scharf, et al., 2014. Plos pathogens, 10:1






Quais os produtos naturais produzidos na doenca?

LaBioQuiMi

Estes PN s&o importantes para a infeccao?

Qual o papel biologico dos PN?

Fungal Biclogy 123 (2019) 594600

Contents lists available at ScienceDirect

Fungal Biology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/funbio

Monitoring indole alkaloid production by Penicillium digitatum during
infection process in citrus by Mass Spectrometry Imaging and
molecular networking

Jonas Henrique Costa °, Jaqueline Moraes Bazioli ", Eder de Vilhena Aratjo °,
Pedro Henrique Vendramini *, Mariana Cristina de Freitas Porto ©,
Marcos Nogueira Eberlin ?, Jayme A. Souza-Neto , Taicia Pacheco Fill *~

Jonas Costa, PhD

Fungal Biology 123 (2019) 584-593

Contents lists available at ScienceDirect
Furigal
Biology

Fungal Biology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/funbio

Penicillium digitatum infection mechanisms in citrus: What do we )
know so far? v

Jonas Henrique Costa °, Jaqueline Moraes Bazioli ",
Jodo Guilherme de Moraes Pontes ™, Taicia Pacheco Fill -~

2 Institute of Chemistry, Universidade Estadual de Campinas, CP 6154, 13083-970 Campinas, SP. Brazil
® Facuity of Pharmaceutical Sciences, Universidade Estadual de Campinas, 13083-859 Campinas, SP, Brazil



Aplicacao da IMS na doenca bolor verde

® Laranjas infectadas com o fungo P. digitatum
® Analises metabdlicas em diferentes dias apods a
infeccao (DPI) e controle

7 DPI 6DPI 5DPI 4DPI Control

- y - - : -
W WV e ‘e

Costa, et al., 2019. Fungal Biology



|dentidade das moléculas?

3x104

4 DPI

Control

i

m/z 519

m/z 505

m/z 503

m/z A7T5

m/z 460

m/z 459

m/z 555

m/z 433

LaBioQuiMi




LaBioQuiMi

Triptoquialanina A Triptoquialanina B
m/z 519 m/z 505
OYQ R L]
HNJ\(N Q
10 N\’D 0 wNC N N
OH
NN New! iy New!
15-dimetil-2-epi- Deoxitriptoquialanona Triptoquivalina L Triptoquialanona
fumiquinazolina A m/z 459 m/z 433 m/z 475

m/z 460 Costa, et al., 2019. Fungal Biology



LaBioQuiMi

Presenca em todos 0s
hospedeiros??

=

o

Costa, et al., 2019. Fungal Biology



Key:

© PDA () Orange juice L&BIOQUlMl

@ {}_rf‘apge Tangerine
' Sicilian lemon

@ Tryptoquivaline Q %
@ w147

‘417.15 ® 210 /

Qwo 19 Tryptoquialanine A
Fumiquinazoline A
’475.10 ® w6 @ 4202 5 ®519.18
@ 6118 © 4318 @ 4902
O o @t B ® .18 Osos.17
e?ﬁm gy @41 :47&'9 ‘ 31.13 @519'18
459.16 44017 A% 431.1
o 'm ‘«7.169 Q«4 16 - .433 15 @505.17
/ — .
@ 48017 Quete \
// . 0‘26 18 Vi '
425 15 44117 FumiquinazolineC _

0 e

Tryptoquivaline L Tryptoquialanine B




LaBioQuiMi

® Sera que as triptoquialaninas tem acao fitotoxica frente ao hospedeiro?

Método rapido para avaliacao da fitotoxicidade: germinacao de sementes.

Estagio vuneravel das plantas, mais sensiveis a condicoes desfavoraveis.

Wang XD, et al. 2001. Validation of germination rate and root elongation as indicator to assess phytotoxicity with Cucumis sativus. Chemosphere 44, 1711-1721.

Ashagre H, Almaw D, Feyisa T. 2013. Effect of copper and zinc on seed germination, phytotoxicity, tolerance and seedling vigor of tomato (Lycopersicon
esculentum L. cultivar ROMA VF). Int J Agric Sci Res 2(11), 312-317.



Moléculas do fungo sao toxicas ao hospedeiro?
) P LaBioQuiMi

Fitotoxicidade utilizando ensaios de germinacdo com sementes de laranja

Controle - Herbicida- Controle + Triptoquialanina A

2 -
AMERICAN
Ny SOCKTY FOR AN OPEN ACCESS JOURNAL PUSLISHED BY
MICROBIOLOGY THE AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY

Qual o mecanismo de

mBio, 2021 Jan-Feb; 12(1): e03393-20. PMCID: PMC7885104

tra ns p o) rt e d as Published online 2021 Feb 9. doi: 10.1128/mBio.03393-20 PMID: 33563828

. . . Phytotoxic Tryptoquialanines Produced In Vivo by Penicillium digitatum Are Exported
trl ptoq ula Ia ninas pa rao in Extracellular Vesicles

a m bie nte extra CEI u Ia r’? Jonas Henrique Costa,? Jagueline Moraes Bazioli,®® Luidy, Darllan Barbosa,® Pedro Luis Theodoro dos Santos Jinior,®
° Flavia C. G. Reis,®d Tabata Klimeck,® Camila Manoel Crnkovic,® Roberto G. S. Berlinck,’ Alessandra Sussulini,

Marcio L. Rodrigues,™8 and Taicia Pacheco Fil®2




LaBioQuiMi

Transporte de Produtos Naturais mediado
por vesiculas extracelulares?

Prof. Dr. Marcio Rodrigues




Normal cells

\

au
NS

proteins

LaBioQuiMi

VEs sao estruturas esféricas secretadas por
células de bactérias, fungos e plantas.

Early Endosomes

Multivesicular bodies Q Environmen t
i PSS %) HP
\\J\ M@ ° Delimitadas por uma membrana composta
o o8 = por bicamada lipidica.
0®
0.

@)
i i . . ,
No seu interior podem carregar proteinas,

sl § 4 lipideos, enzimas, RNAs e outros.

Tetraspanins
*, g CD9,CD81,CD82

molecules 2 Immuno-regulator

s caspes Em patdogenos humanos, as EVs sao
| consideradas mediadores-chave na viruléncia
apresentada por estes organismos.

Proteins:
Cytoplasmic & signalling

molecules:
GAPDH, RABII, ROCK

@ Biogenesis componentss
[ ] ALIX, TSG101
[)
Intracellular trafficking
le: oxi 9
Intracellular trafficking molecules annexins oy L
molecul ins Tipids

Upidrafts Silva VKA, Rodrigues ML, May RC. 2019. Deciphering Fungal Extracellular Vesicles:
Microvesicle Exostiie From Cell Biology to Pathogenesis. Curr Clin Micro Rpt 6, 89-97.



Experimental

e P. digitatum produz vesiculas extracelulares?

[

Extracdo de vesiculas
extracelulares

Caracterizacdo das vesiculas:
Microscopia de transmissao

Costa et al, mBio, 2021 e

*Em colabora¢do com o Prof. Dr. Roberto Berlinck e Profa Dra Camila Crnkovic

LaBioQuiMi

Andlise da composicao das
vesiculas extracelulares*




e P. digitatum produz vesiculas extracelulares?

& %

A k.

-

,?‘~ Pef &Jf:“"'

?

-;o %
géﬁ.u

'~£»°«i'~fé§: T
2 Y | Q
S e— Nt O,
E . F )
In vitro In vivo
35x10 53x 107
E | E
g| [t 8
S o)
T p =
g g
5 100 200 30 400 500 600 700 6w %0 w0 O 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Size (nm)

Costa et al, mBio, 2021

S M LaBioQuiMi

Tipicas estruturas com dupla membrana

in vivo (A e B) e in vitro(C e D).

Maioria concentrada na faixa de tamanho
de 100-200 nm, com subpopulacoes nas
faixas de 200-300 e 300-400.

Honorato L, et al. 2019.. mSphere 4:e00080-19.



T . : ~
SiM!i Trlptoq,walanlnas estao presentes nas LaBioQuiMi
vesiculas extracelulares!!

Costa et al, mBio, 2021



LaBioQuiMi

‘ As vesiculas extracelulares sao toxicas as laranjas?
- Testes de germinacao de sementes

na presenca das vesiculas

Apos 10 dias de incubacédo as sementes que foram
expostas as EVs de P. digitatum apresentaram tecidos
danificados.

A alteracdo tecidual incluiu areas lesadas com
diferencas de pigmentacao, indicando um efeito
fitotoxico de EVs puras




Descobrimos as armas quimicas do fungo. Mas e a planta?
LaBioQuiMi

A grande batalha quimica:
Penicillium digitatum x Citros




Key: I PD infected orange
¥ Control group orange

(s}

Costa, et al. Bioorganic Chemistry, 2020

m/z 319.08

Bioorganic Chemistry
Volume 102, September 2020, 104126

ELSEVIER

Exploring the interaction between citrus
flavonoids and phytopathogenic fungi through
enzymatic activities

Jonas Henrique Costa, Laura Soler Fernandes, Daniel Yuri Akiyama, Taicia Pacheco Fill & &



Descobrimos as armas quimicas do fungo. Mas como
: , . LaBioQuiMi
desarmar o fungo e criar estratégias de controle?

A grande batalha quimica:
Penicillium digitatum x Citros




Como desarmar o fungo P. digitatum?




LaBioQuiMi

e Estratégias para simular condicoes mais naturais

e Co-cultivos: levam em conta a comunidade microbiana, competicao por

espaco e nutrientes. /, \
C

o-cultivo

Comunidades ,
microbianas @

-

J

J

Marmann, A., et al. Mar Drugs 12, 1043-1065, (2014). / Netzker, T., et al. Front Microbiol 6, (2015).



Co-cultura: Diaporthe sp. x P. digitatum LaBioQuiMi

Diaporthe sp Co-cultivo P. digitatum




Co-cultura: Diaporthe sp. x P. digitatum LaBioQuiMi

v o _ 15.47
1007 P. digitatum x Diaporthe sp.
] 1317 14.98| 16.89 O\
0- — 14*99 | @
100~ . ' =N
1 P. digitatum A 5,46 N\O-
n: 1.01 12.52 | 15.88 2157

Estratégia de biocontrole frente ao fungo
P. digitatum?
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