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RESUMO

Durante interacdes planta—patégeno, patégenos secretam proteinas efetoras para o apoplasto e
citoplasma vegetal, as quais modulam as respostas de doenca ou de resisténcia das plantas.
Devido a importancia de Phytophthora parasitica como agente causal da doenga gomose dos
citros, o objetivo deste trabalho foi identificar genes efetores citosélicos a partir do secretoma
de Phytophthora parasitica dos citros, por meio de ferramentas computacionais e ensaios
bioldgicos. Usando o Programa Netglycate, um total de 117 genes de P. parasitica foram
identificados no CitEST/PP, que possivelmente codificam glicoproteinas secretadas, com
homologia a proteinas de Phytophthora spp. Dentre estes, seis genes foram selecionados
como candidatos para estudos futuros de expressao génica e por isso primers especificos para
amplificacdo por PCR quantitativo em tempo real foram desenhados e sintetizados. Os
primers foram validados pela amplificacdo de DNA total de P. parasitica por PCR, tendo
gerado amplicons de tamanhos esperados. Visando os estudos de expressdo génica, fases do
desenvolvimento assexual in vitro do patégeno foram obtidas em grande quantidade e a
condicdo de cultivo adequada variou para cada fase. A producdo abundante de hifas e
clamiddsporos foi obtida em meio liquido cenoura-agar sob luz constante a 25 °C, por 12 e 45
dias, respectivamente. Esporangios de P. parasitica in vitro foram produzidos 5 dias apés
imersdo de discos de micélio em dgua destilada estéril. Para a ativacdo da patogenicidade e
estudos de interacdo citros-Phytophthora, P. parasitica foi recuperado de folhas de laranjeiras
com sucesso. O RNA total de micélio foi isolado por um método de fenol modificado, por
trizol e pelo Kit RNeasy (Qiagen). Os efetores do tipo glicoproteinas identificados sdo fortes
candidatos para estudos de expressdo génica e para o entendimento e controle da gomose em

citros.

Palavras-chave: Proteinas secretadas. Banco de dados CitEST. Gomose. Glicoproteinas.



ABSTRACT

During plant—pathogen interactions, pathogens secrete effectors toward apoplast and
cytoplasm of plants that modulate disease or defense host responses. Due to the importance of
Phytophthora parasitica as causal agent of the citros gummosis, the main objective of this
work was to identify cytosolic effector genes from Phytophthora parasitica secretome, using
computational tools and biological assays. By using the Netglycate Program, a total of total of
117 P. parasitica genes were identified into the CitEST/PP database, which putatively encode
secreted glycoproteins, sharing homologies with other Phytophthora spp proteins. Among of
them, six genes were selected as candidates to future studies of gene expression, and reason
that specific primers to quantitative real time PCR amplification were designed and
sintesized. These primers were validated by the PCR amplification using P. parasitica
genomic DNA, since it has been generated amplicons of expected sizes. Aiming gene
expression studies, in vitro assexual growth phases of the pathogen were obtained in large
scale and the culture conditions were different for each phase. Hyphae (mycelia) and
chlamydospores abundant production was obtained on liquid carrot culture medium under
constant light at 25°C during 12 and 45 days, respectively. P. parasitica sporangia were in
vitro produced at 5 days after the immersion of mycelia-agar in sterile distilled water. In order
to activate the pathogenicity of the pathogen, P. parasitica was successfully re-isolated from
orange leaf pieces. Total RNA from mycelia was extracted using a phenol protocol modified,
trizol and RNeasy Kit (Qiagen). The identified glycoprotein-like effectors are strong
candidates for the quantitative expression studies, as well as to understand and control of the

citrus gummosis.

Keywords: Secreted proteins. CitEST database. Gummosis. Glycoproteins.
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1. INTRODUCAO

Os citros abrangem espécies do género Citrus, Poncirus e Fortunela. Incluem as
laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata, C. deliciosa e C. sunki), limdes
(Citrus limonia), limas 4cidas, o Tahiti (Citrus latifolia) e o Galego (Citrus aurantiifolia), e
doces, lima da Pérsia (Citrus limettioides), pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica),
laranja-azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus grandis ) (OLIVEIRA, 2013). Atualmente,
o Brasil € o maior produtor e exportador mundial de citros, portanto, o agronegdcio dos citros

¢ uma importante atividade econdmica do pais. (OLIVEIRA, 2011).

1.1 Justificativa

A citricultura brasileira enfrenta desafios ambientais e fitopatogénicos. Existem
descritas mais de 35 doengas que limitam a produc¢do e qualidade dos frutos. Dentre estas, esta
incluida a Gomose caracterizada pelo escorrimento de goma do tronco, rachadura na casca e
podriddo do tronco, podendo afetar e expandir para as raizes. E causada pelo agente
patogénico Phytophthora parasitica, responsavel por grandes perdas de citros. As perdas na

producdo ocorrem em todas as fases da producao de citros, desde o viveiro até a pds-colheita.

P. parasitica € um oomicetos, patogénico de solo que apresenta estratégias para a
infeccdo em seu hospedeiro. Apresenta um ciclo de vida assexual e sexual, portanto,
heterolitica. As fases do desenvolvimento assexual sdo esporangio, zodsporo, clamiddsporo e
hifa. O ciclo de vida sexual necessita de tipos de compatibilidade sexual distinto, gerando
isolados mais competitivos para o ambiente. Clamidésporo e zodsporo sdo considerados

estruturas de resisténcia e assim vivem por muito tempo no solo em condi¢des adversas.

Possuem um arsenal de genes que facilitam a infec¢do parasitdria e a interacdo entre
Phytophthora—hospedeiro €, portanto, mediada pelo grande numero de trocas de sinal. O
patégeno secreta efetores, moléculas capazes de modificar a estrutura e funcdo da célula
hospedeira, para facilitar a infecc¢io (fatores de viruléncia) ou desencadear respostas de defesa

em plantas resistentes (fatores de aviruléncia) (QUTOB, 2002).

Atualmente, as pesquisas sobre as interagdes entre plantas—patégenos vém trazendo

uma diversidade de informacdes cruciais para o conhecimento da funcdo molecular de
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proteinas efetoras, envolvidas na patogenicidade e viruléncia de patégenos. Dependendo do
local de a¢do que as moléculas efetoras atuam no hospedeiro, elas podem ser classificadas
como Efetores Apoplasticos ou Efetores Citoplasmaticos. Os Apoplésticos incluem enzimas
que degradam a parede celular do tecido vegetal, toxinas, elicitinas encontradas em espécies
de Phytophthora e alguns PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns), enquanto que

como efetores citoplasmdticos incluem proteinas do tipo RXLR, CRN (Crinkler) e SNEI.

Pesquisas recentes tém focado interesse no secretoma de patdgenos, visto que estes
microrganismos apresentam vdrias estratégias de ataque ao hospedeiro e, secretam proteinas
efetoras, consideradas fatores de viruléncia, e diversas moléculas para o meio citoplasmatico
dos respectivos hospedeiros com a funcdo de suprimir as respostas de defesa da planta,
permitindo o estabelecimento de doengas (ABRAMOVITCH et al., 2006; BIRCH et al.,
2006; JONES; DANGL, 2006; BLOCK et al., 2008). Portanto, o estudo de genes efetores de
Phytophthora parasitica de citros representa uma alternativa relevante para a elucidacdo dos
mecanismos de patogenicidade bem como para elaboracdo novas medidas para controlar

perdas agron6micas no campo.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

o Identificar genes efetores citosélicos a partir do secretoma de Phytophthora
parasitica dos citros, por meio de ferramentas computacionais € ensaios

biolégicos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar, identificar e caracterizar genes efetores de Phytophthora parasitica
de citros a partir do banco de dados CitEST/PP;

e Selecionar genes efetores candidatos para estudos de expressdo génica e
desenhar primers para genes efetores citosdlico de P.parasitica;

e Iniciar etapas fundamentais de estudos de expressio de genes candidatos,
incluindo desenho e validacdo de primers, pela extracdo de DNA genomico de
P. parasitica e PCR;

e Descrever condi¢des de cultivo e obtencdo de fases do desenvolvimento
assexual de do isolado de Phytophthora parasitica;

e Estabelecer bioensaios de interacdo citros-Phytophthora e recuperar isolado de
P. parasitica ap6s ativagdo in planta da patogenicidade;

e Estabelecer protocolos para a extracdo total de RNA das fases do

desenvolvimento assexual de P. parasitica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importincia dos Citros

A produgdo de citros para o consumo no mercado interno é de frutos e suco
concentrado para o mercado externo. O agronegdcio dos citros € uma das mais importantes
atividades econdmicas do Brasil, sendo o estado de S@o Paulo, Sergipe e Bahia os principais
produtores de citros. Apesar disso, a citricultura brasileira sofre desafios ambientais e
fitopatogénicos e, estd associada a expansdao simultanea de pragas e doencas, com
significativo reflexo nos custos de producao. Tendo em vista a importancia da citricultura na
economia, estima-se que mais de 60% dos custos de produgdo de citros no Brasil estejam

relacionados ao controle fitossanitdrio de pragas e doengcas (MACHADO, 2013).

Os citros podem ser atacados por pragas como o dcaro da ferrugem, a orthezia, a larva
minadora (em viveiro ou pomar novo), pulgdes, moscas-das-frutas, lagartas, cochonilhas e
formigas (EMBRAPA, 2003). Entre as doengas, destacam-se a clorose variegada dos citros, a
leprose, a pinta preta, a mancha de alternaria, a morte stubita, o cancro citrico, a gomose, a
tristeza e, mais recentemente, o huanglongbing (greening). Os esgotamentos do modelo de
convivéncia ou de controle quimico de vetores de doengas, com seus altos custos financeiros e
ambientais, tétm destacado a importancia dos trabalhos de melhoramento genético, como

estratégia abrangente e duradoura de controle de doengcas (MACHADO, 2013).

2.2 O Oomiceto Phytophthora parasitica de Citros

Espécies de Phytophthora, pertencentes ao Reino Stramenopila, sdo patogenos
responsaveis por causar infecgdes em varios hospedeiros, levando a uma série de doencas em
diferentes espécies vegetais. As espécies mais comuns e importantes encontradas no Brasil
sdo Phyophthora citrophthora e Phytophthora parasitica, principal agente causal da doenca

gomose dos citros.

P. parasitica € um patégeno de solo comum em regides tropicais, subtropicais e
temperados, pois toleram temperaturas de até 35°C. A temperatura favordvel ao seu
desenvolvimento é 27° a 32°C, portanto, mais ativos em condi¢des umidas e quente

(BELTRAME, 2010). Segundo Gouveia (2004), a espécie caracteriza—se por possuir
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estruturas de hifa cenocitica e hialina e esporangios apicais e/ou papilados globosos.
Apresentam zodsporos biflagelados que produzem parede celular, composta por  1-3
glucana e celulose, no processo de encistamento para germinar e causar infecgdes.
Apresentam estruturas de resisténcia, como clamidésporo, zodsporo e odsporo e fase

vegetativa diploide (MARTINS, 2010).

A espécie apresenta um ciclo de vida assexual e sexual, portanto, heterolitica. O ciclo
de vida assexual de P. parasitica inicia com a producdo de esporingio que libera grande
quantidade de zodsporos que necessita de baixa temperatura e dgua disponivel no ambiente
para sua locomo¢do. Em condi¢des favordveis, os zodsporos encontram a superficie de
contato ferido do hospedeiro, encistam e germinam para formar micélio. A producdo de
clamidosporo € estimulada quando had condi¢des desfavordveis ao desenvolvimento de
micélio, tais como, pouca disponibilidade de 4gua e nutrientes, baixa temperatura (15° a
18°C) e baixo teor de oxigénio (O,) e germina, novamente, em micélio. Quando hi
disponibilidade de 4gua, a germinagdo de clamidésporo € semelhante a de esporangio e dar-se

continuidade a todo o ciclo.

O ciclo de vida sexual necessita da auséncia de luz e de tipos de compatibilidade
sexual distinto (A1 e AZ), a unido do oogbnio (estrutura feminina) com o anteridio (estrutura
masculina) origina o odsporo (esporo sexual). Posteriormente, o odsporo amadurece em
clamidésporo que germina, ao encontrar condi¢des favordveis, em esporangio e reinicia o
ciclo ou sob condi¢des de umidade, clamidésporos e odsporos podem germinar para formar

esporangios que libertam os zoosporos e reiniciam o ciclo. (ERWIN; RIBEIRO, 1996).

A gomose ou ‘podriddo do pé’ € causada pelo patogeno P. parasitica e é uma das
principais doengas citricolas, pois as perdas na producdo podem ocorrer em todas as fases da
producdo de citros, desde a sementeira, o viveiro, passando pelo pomar, comprometendo os
tecidos jovens com o aparecimento de lesdes escuras podendo levar ao definhamento de
plantulas, a fase pds-colheita e até o armazenamento e transporte do fruto (LARANJEIRA et
al., 2005). Essa doenca afeta o sistema radicular, o tronco abaixo e acima do solo, ramos,

folhas e frutos.

Caracterizam-se pelas lesdes encontradas no caule, tais como, escurecimento,
rachaduras e morte dos tecidos. Tais lesdes podem levar a exsudacdo da goma, conhecida

como gomose. Pode observar ainda a podriddao do caule e radicelas, murcha, queda e
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coloragdo amarelada de folhas, reducdo do crescimento e desenvolvimento de plantulas,
sistema radicular pouco desenvolvido, producdo de pequenos frutos e, possivelmente, morte
da planta (SILVA et al., 2008). Em condi¢des de umidade, os frutos préximos ao solo podem
ser contaminados por respingos de chuva causando uma podriddao marrom tipica de frutos e
queda de folhas (BELTRAME, 2010). As podriddes causadas sdo secas de cor marrom—parda
e os frutos contaminados apresentam odores caracteristicos. Em condi¢des favordveis ao
desenvolvimento micelial, como alta umidade, o patégeno desenvolve-se na casca do fruto
infectado, podendo expressar os sintomas apenas na pds—colheita (FEICHTENBERGER et
al., 2005; LARANIJEIRA et al., 2005).

Portanto, faz-se necessdrio conhecer como acontecem as interacdes planta—patdgeno e
entender os mecanismos de patogenicidade para buscar alternativas e estratégias para o
controle de P. parasitica, por exemplo, pela manipulacdo genética de plantas citricas,

levando-as a resisténcia a patdgenos oomicetos.

2.3 Interacoes Planta—Patégeno

As plantas estdo, intimamente, associadas a uma variedade de organismos vivos,
especialmente os micrébios (HINES e ZAHN, 2009; RODRIGUEZ et al., 2009; REDFORD
et al., 2010). Por serem atacadas por diversos patdgenos e parasitas, incluindo os virus,
bactérias, fungos, oomicetos, nematdides e insetos (AGRIOS, 2005), as plantas iniciam o
mecanismo de resisténcia a partir do reconhecimento de sinais exdgenos provenientes do
patégeno, continuam com os mecanismos de transducdo desses sinais e resultam na ativacao

de genes (WALTERS et al., 2007) afim de evitar a atividade do patégeno em seus tecidos.

As plantas apresentam, em sua superficie celular e intracelular, receptores do sistema
imunoldgico e os patdgenos produzem uma gama de efetores capazes de modular os
processos, incluindo a indugdo e supressdao das defesas da planta (WIN et al., 2012). Dessa
maneira, os mecanismos de defesa, que sao estimulados por um eliciador (TERRY; JOYCE,
2004) em resposta as invasdes das moléculas efetoras do patdégeno, tendem a serem
constitutivos, existentes nas plantas antes do contato com os patégenos, e induziveis, ativados
em resposta a invasao do tecido pelo patogeno (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Portanto,
o reconhecimento dos eliciadores se faz tanto no apoplasto quanto no citosol de células do

hospedeiro (SCHORNACK et al., 2010) visando impedir a infec¢do do patégeno.
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Foi proposta a existéncia de duas linhas de defesa na planta. O primeiro sistema atua
na etapa extracelular da interacdo planta-patégeno antes da invasdo da célula pelo patégeno e
a outra atua apés as moléculas efetoras serem secretadas no citoplasma celular da planta
(JONES; DANGL, 2006; STERGIOPOULOS; DE WIT, 2009).

Para Stergiopoulos e De Wit (2009), a imunidade ativada por padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs, Pathogen—Associated Molecular Patterns) ocorre quando ha
reconhecimento de defesa na etapa extracelular apds a infeccdo de PAMPs ou PTI (PTI,
PAMP Triggered Immunity) por proteinas receptoras presentes na membrana plasmatica,
tratando-se de uma defesa basal. No entanto, esta defesa € superada pelos patégenos devido a
translocacdo de moléculas efetoras para o meio citoplasmético vegetal que suprimem PTI e
contribuem para a viruléncia do patégeno, resultando em uma suscetibilidade desencadeada
por efetores (ETS) (DE WIT, 2007; JONES; DANGL, 2006).

Desse modo, as plantas desenvolveram uma defesa denominada de imunidade ativada
por efetores (ETI, Effector Triggered Immunity) baseados nas proteinas codificadas pelos
genes R que podem reconhecer os efetores ou a sua interferéncia em proteinas especificas na
célula e ativar as respostas de defesa restringindo o desenvolvimento do patégeno ao local
inicial de infeccdo.

De acordo com Flor (1942), existe uma relacio entre genes de ataque do patégeno e de
defesa no hospedeiro. Para cada gene de aviruléncia (Avr) no patégeno, existe um gene de
resisténcia (R) correspondente no hospedeiro e a interacao do produto destes genes resulta em
resposta de defesa, dentre elas a morte celular localizada, conhecida por reacdao de
hipersensibilidade ou HR.

De acordo com a interacdo molecular e a teoria gene—a gene, € possivel observar a
coevolucdo entre patégeno e planta, durante a qual patégenos respondem por mutacio ou
perda de efetores, ou através do desenvolvimento de novos efetores que podem evitar ou
reprimir ETI, enquanto as plantas desenvolvem novas proteinas R mediando reconhecimento
de novos efetores (DANGL; MCDOWELL, 2006). Desse modo, para a compreensdao da
resisténcia a doenca faz-se necessdrio a identificacdo das proteinas expressas durante a

interacdo planta—patégeno.
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2.4 Interacao Planta—Phytophthora

Fitopatégenos que compreendem fungos e oomicetos apresentam diversas estratégias
para infeccionar seu hospedeiro. Espécies de Phytophthora sdo capazes de infeccionar através
de aberturas vegetais, como estdmatos, ou através de feridas no hospedeiro (KEBDANI et al.,
2010) resultando no estabelecimento de doengas em espécies vegetais economicamente

importantes.

Como as espécies de Phytophthora possuem em seu ciclo de vida a fase zodsporo e
esporo, infectam folhas ou superficies radiculares por meio da dgua, estes, entdo, encistam,
germinam e penetram no tecido do hospedeiro (HARDHAM, 2001; VAN WEST, 2003). Ao
germinarem, 0s cistos produzem tubos germinativos para formar apressorios ou estruturas
semelhantes que facilitam a adesdo e penetracdo nas superficies das plantas. Em algumas
espécies de Phytophthora, a penetracdo pode ocorrer entre as células sem a ajuda de um

apressorio (HARDHAM, 2001).

Por apresentarem um arsenal de genes que facilitam a infec¢do parasitdria, o gene Car
de Phytophthora. infestans (GORNHARDT, 2000) € regulado na fase em cistos germinativos
e apressorios, antes da penetracido do tecido da planta, que codifica para a proteina do tipo
mucina. E sugerido que essa proteina seja expressa para facilitar na aderéncia do patégeno ao
hospedeiro. Foram identificados em bancos contendo segmentos de sequéncias expressas
(Est) genes com similaridade significativa para a degradacdo de enzimas, tais como as
cutinases, proteases, endoglucanases, exoglucanases, e quitinases, para facilitar a infeccdo por

quebrar barreiras fisicas na planta (HUITEMA et al., 2004).

Sendo assim, apos a infecgdo, as plantas apresentam repostas de defesa através da
producdo de enzimas antimicrobianas, por exemplo, glucanases e proteases, capazes de
degradarem as paredes celulares microbianas. Por outro lado, as espécies de Phytophthora sao
capazes de suprimir estas respostas de defesa por producdo de moléculas inibidoras de

enzimas (KAMOUN, 2004).

Dessa forma, a interagdo entre Phytophthora e plantas €, portanto, mediada pelo
grande numero de trocas de sinal. O patégeno produz efetores, moléculas capazes de
modificar a estrutura e fungdo da célula hospedeira, para facilitar a infec¢dao, chamados de

fatores de viruléncia ou desencadear respostas de defesa em plantas resistentes, os fatores de
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aviruléncia ou eliciadores especificos. Eles interagem direta ou indiretamente com os
componentes das vias de resposta de defesa de plantas, que podem ser proteinas de resisténcia
ou vérias moléculas de outras plantas, geralmente denominados alvos de viruléncia. No
entanto, alguns eliciadores apresentam a funcio, como toxinas, para facilitar a colonizac¢do do
tecido hospedeiro durante a fase tardia da infec¢do de Phytophthora, quando o tecido do

hospedeiro entra em colapso e se torna necrética (QUTOB, 2002).

Moléculas efetoras de Phytophthora induzem uma variedade de respostas de defesa
celular em plantas (KEBDANI et al., 2010). Alguns efetores induzem respostas de defesa
tanto em plantas suscetiveis como em plantas resistentes e sdo conhecidos como eliciadores
inespecificos. No entanto, outros efetores induzem a resposta de defesa, especificamente, em
plantas resistentes, portanto, sdo conhecidos como eliciadores especificos levando a uma

resposta de hipersensibilidade.

2.5 Efetores de Patogenos: o Secretoma

Patégenos secretam diversas proteinas chamadas efetores que ajudam a invasdo de
plantas hospedeiras (HANN er al., 2010; KOECK et al., 2011; STASSEN et al., 2011).
Portanto, a identificacdo de efetores de patogenos e suas fungdes € crucial para compreender
melhor a viruléncia do patégeno. Estudos vém sendo realizados para compreender a fungdo e
mecanismos de acdo de proteinas secretadas pelo patégeno, relevantes para a patogenicidade
associados a planta hospedeira, visando identificar essas moléculas especificas quando na

presenca de seu hospedeiro (FERREIRA, 2009).

Secretoma € um termo que emergiu a recentemente para descrever estudos globais de
proteinas que sao sintetizadas por uma célula, tecido ou organismo e direcionadas para o meio
extracelular, portanto secretadas, em um determinado tempo ou sob certas condicdes. O
secretoma constitui uma importante classe de proteinas que controlam e regulam uma
multitude de processos bioldgicos e fisioldgicos, o que as tornam uma relevante fonte para
descobertas de alvos terapéuticos e biomarcadores, visando aplicac¢des clinicas. O estudo do
secretoma pode ser realizado através do isolamento, identificagdo e perfil de proteinas
secretadas, por uma combinagdo de estratégias bioquimicas, protedmicas e de bioinformética,
neste caso, pela identificacdo de genes expressos. Além da conhecida via secretdria cléssica

de eucariotos, pelo reticulo endoplasmatico-Golgi, estudos de secretoma tém suportado a
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existéncia de uma via secretdria que atua por mecanismos nao cldssicos (AGRAWAL et al.,

2010).

O interesse de estudar o secretoma de patdégenos estd no fato de que estes
microrganismos apresentam vdrias estratégias de ataque ao hospedeiro e, secretam proteinas
efetoras, consideradas fatores de viruléncia, e diversas moléculas para o meio citoplasmatico
dos respectivos hospedeiros com a fun¢do de suprimir as respostas de defesa da planta,
permitindo o estabelecimento de doengas (ABRAMOVITCH et al., 2006; BIRCH et al.,
2006; JONES; DANGL, 2006; BLOCK et al.,, 2008). Segundo Lucas (2004), patégenos
podem secretar as moléculas efetoras no meio intercelular patégeno-planta ou translocar para

o citoplasma da célula hospedeira.

As moléculas efetoras sdo capazes de manipular a estrutura e funcdo da célula
hospedeira facilitando a infeccdo, pois hd supressdo de imunidade ou modifica a fisiologia da
planta para permitir o crescimento e propagacdo do parasita. Essas respostas sdo conhecidas
coletivamente como suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS) e sdo facilitadas através
de um conjunto de processos definidos como alvos de efetores (ETP). No entanto, efetores
também podem disparar e ativar os receptores de plantas imunes, uma resposta conhecida
como imunidade ativada por efetores (ETI). Em contraste, os receptores da superficie das
células de plantas reconhecem os efetores apopldsticos, bem como moléculas de patdégenos
conservadas conhecido como padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs)
(BOLLER e FELIX, 2009; THOMMA et al., 2011). Estes receptores sdo conhecidos como
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs). O resultante da resposta imune é conhecido

como imunidade desencadeada por PRR ou imunidade PAMP-triggered (PTI).

As proteifnas efetoras, portanto, sdo capazes de interferir no fenétipo das interagdes
patégeno—hospedeiro, determinando inclusive, a variedade de plantas hospedeiras ou ndo
hospedeiras de um determinado patégeno. Dependendo do local de acdo que as moléculas
efetoras atuam no hospedeiro, elas podem ser classificadas em duas categorias: efetores
extracelulares ou apoplasticos e efetores citoplasmaticos. (KAMOUN, 2006; MUELLER et
al., 2008; MOSQUERA et al., 2009; KHANG et al., 2010).
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2.6 Efetores Apoplasticos de Phytophthora spp.

As protefnas s@o secretadas e permanecem no meio extracelular, interagindo com
alvos extracelulares e receptores de superficie envolvidos na defesa (HARDHAM, 2010).
Como exemplo de efetores Apopldsticos, incluem-se enzimas que degradam a parede celular
(EDPC) do tecido vegetal, toxinas, elicitinas encontradas em espécies de Phytophthora e
alguns PAMPs, porém, alguns possuem a funcdo de viruléncia desconhecida (HOGENHOUT
et al., 2009).

A penetracdo da superficie vegetal e, posterior, colonizacdo nos tecidos das plantas
ocorre devido a acdo de uma gama de enzimas degradantes do tecido da planta que sdo
sintetizadas e secretadas pelo patégeno, afim que essas enzimas desempenhem o papel de
digerir a parede celular da planta. As EDPCs incluem pectinas, xiloglucanos e hidrolases,
responséveis pela quebra da celulose (GOTESSON et al., 2002; MCLEOD et al., 2003;
COSTANZO et al., 2006; WU et al., 2008; FENG et al., 2010).

As plantas, por sua vez, reagem através de elicitores contra o ataque dos patégenos
secretando enzimas hidroliticas capazes de danificar a parede celular do agente patogénico.
Espécies de Phytophthora apresentam 3 efetores apoplasticos capazes de inibir as atividades
das enzimas hidroliticas, assim, diminuem a producdo de elicitores da planta (HARDHAM,
2010). Phytophthora sojae secreta proteinas inibidoras de glucanases (GIP-glucanase
inhibitor proteins) (HAM et al., 1997; YORK et al., 2004). Phytophthora infestans secreta um
grupo de efetores chamado Kazal-like, inibidores de proteases extracelulares (EPI) (TIAN et
al., 2004). Phytophthora ramorum, P. sojae e P. infestans secretam vdrios inibidores da
protease tais como a cistatina (EPIC-Cystatin-like Extracelular Protease Inhibitor) (TIAN et
al., 2007).

Alguns efetores sdo pequenas proteinas ricas em cisteina, as elicitinas, que
proporcionam uma maior estabilidade a proteina no apoplasto, uma regido rica em proteases
devido a formacao de pontes dissulfeto. As elicitinas agem como transportadoras de esterol
em oomicetos (OSMAN et al., 2001), desempenhando fungdes na patogenicidade, e em
espécies de Phytophthora sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento do patégeno
(HARDHAM, 2010). As toxinas consideradas efetoras sdo Pcf e Pcf-like, proteinas pequenas

ricas em cisteinas.
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Alguns PAMPs sdo considerados efetores, como a CBEL (Cellulose Binding with
Elicitor and Lectin activity), proteina de parede celular encontrada em P. parasitica.
(GAULIN et al., 2006) importante na adesdo do patégeno ao seu hospedeiro. A proteina
NEP1 € responsavel por induzir a necrose em plantas, também considerado efetor do
apoplasto (VEIT et al., 2001; FELLBRICH et al., 2002; QUTOB et al., 2002). A proteina
GP42 ¢ uma transglutaminase encontrada em espécies de Phytophthora que induz a resposta

de defesa culminando a morte celular (HALIM et al., 2004; MEIJER et al., 2006).

2.7 Efetores Citoplasmaticos de Phytophthora spp.

Os efetores atravessam a membrana da célula hospedeira e sdo translocados para o
interior das células através de estruturas especializadas, como vesiculas e haustérios, que
geralmente se desenvolvem dentro do limite da parede celular da planta, e invaginam para

dentro da célula do hospedeiro (HARDHAM, 2010).

Os efetores Citoplasmaticos de oomicetos estdo inseridos em dois grupos de proteinas.
O primeiro grupo de efetores é o RXLR que possuem um dominio RxLR (Arginina—
aminodcido—Leucina-Arginina), na extremidade N—terminal (WHISSON et al., 2007; DOU et
al., 2008b) conservado e um dominio C—terminal variavel (REHMANY et al., 2005; JIANG
et al., 2008; HAAS et al., 2009). Hé evidéncias de que o dominio N—terminal seja responsédvel
pela entrada e direcionamento da proteina no hospedeiro € o dominio C—terminal esteja

envolvido na atividade efetora em suprimir as respostas de defesa do hospedeiro (WIN et al.,

2007; ALLEN et al., 2008).

Tyler (2008) afirmou que a diversidade dessas proteinas possibilitou a identificagdo de
genes que sdo capazes de suprimirem as respostas de defesa da planta, como também genes
capazes de ativarem os mecanismos de defesa por parte da planta. Sendo assim, efetores
RxLR foram identificadas, como proteinas de aviruléncia, em trés diferentes espécies: P.
infestans, P. sojae € Hyaloperonospora arabidopsidi (LAMOUR et al., 2007). As proteinas
ATR1 e ATR13, identificadas em H. arabidopsidis, sdo capazes de suprimir PAMPs (SOHN
et al., 2007). O efetor AVR3a, encontrado em P. infestans, é capaz de desencadear uma
reacdo de hipersensibilidade em batata através da interagdo com o gene de resisténcia, R3

(ARMSTRONG, et al., 2005), assim como suprimir a morte celular induzida por uma
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elicitina (BOS et al., 2006). A Proteina AVRI1b, de P. sojae, contribui para a viruléncia em

soja e supressao da resposta de hipersensibilidade da célula hospedeira (DOU et al., 2008a).

O segundo grupo de efetores citosélicos sdo os CRN (Crinkling and Necrosis-
Inducing Protein), conhecido como os efetores Crinkler (TORTO et al., 2003), responsaveis
por causarem necrose € enrugamento foliar. Apresentam caracteristicas tipicas, como um
peptideo sinal na regido N—terminal seguido de um motivo LXFLAK adjacente a um dominio
DWL (4cido aspdrtico—triptofano—leucina) e uma regido C—terminal diversificada (HAAS et

al., 2009).

Outra proteina considerada como efetor citosélico é a SNE1 (Supressor de Necrose 1),
encontrada em P. infestans, responsavel por suprimir a morte da célula hospedeira (KELLEY
et al., 2010) induzida pelo hospedeiro. Por possuir um motivo RXLR, estudos sugerem que
SNEI apresenta sinais de localizacao nuclear para translocar o efetor para o nicleo da célula

vegetal.

Atualmente, as pesquisas sobre as interagdes entre plantas—patogenos vém trazendo
uma diversidade de informagdes cruciais para o conhecimento da funcdo e patogenicidade de

proteinas efetoras. No entanto, ainda ha muito a ser descoberto.

2.8 Glicoproteinas

As glicoproteinas s@o importantes em vias de sinalizacdo, inducdo e manutencio de
formas ativas da proteina, reconhecimento celular e nos primeiros estdgios de infeccdao do
patdgeno, como a adesdo célula a célula. Atuam também, na diminui¢do da alergenicidade de
proteinas e defesa contra patégenos. Evidéncias estdo emergindo sob o papel da glicosilagdao
no direcionamento apical e trafico de proteinas secretdrias. Portanto, sdo formadas a partir do
processo de glicosilacdo que € responsével pela adicdao de carboidratos a cadeia proteica. Este
processo € importante para a formacdo das proteinas secretorias € de membrana, ocorrendo no
Reticulo Endoplasmatico (RE) e Complexo de Golgi. Proteinas citoplasmaticas ndo estdo

aptas a modificacdes por esse processo.

Existem duas vias de glicosilacdo: a nitrogé€nio-glicosilagdo (N-glicosilagdo), onde o
residuo N-acetilglucosamina (GlcNAc) liga-se ao grupo amida (NH;) de cadeias laterais de

asparagina (Asn) que reconhecem a sequéncia Asparagina/Aminoacido/Serina/Treonina
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(Asn/X/Ser/Thr) e um oligossacarideo inteiro, contendo 14 residuos de acicar, sdo
adicionados a cadeia lateral do aminodcido; e a oxigénio-glicosilacdo (O-glicosilacdo), o
residuo N-acetilgalactosamina (GalNAc) une-se ao grupo hidroxila de uma Serina ou
Treonina e um monossacarideo € adicionado por vez formando, geralmente, cadeias curtas

(AMIGO-BENAVENT, 2007).

2.9 Bioinformatica aplicada ao estudo de genomas

O auxilio da informdtica na era do genoma, transcriptoma, proteoma, interatdmica e
metabolOmica torna-se fundamental para facilitar a compreensido das funcdes bioldgicas, a
partir de dados experimentais. Surge a Bioinformaética visando organizar, armazenar e analisar
a informacdo contida nas principais biomoléculas, o Acido Desoxirribonucleico (DNA), o

Acido Ribonucleico (RNA) e as Proteinas (REYS, 2011).

Devido a quantidade de informagdes geradas a partir do sequenciamento genético fez-
se necessdrio a criacao de bancos de dados a fim de facilitar o armazenamento, organizacao e
andlise das informacdes geradas e garantir o acesso fécil e rdpido a nivel mundial. O NCBI

(National Center for Biotechnology Information www.ncbi.nlm.nih.gov/) € o banco de dados

central sobre informacdes gendmicas. Existem vdrios outros bancos de dados, tais como, o

INSDC (International Nucleotide Sequence Database Collaboration www.insdc.org/),

resultante da associagdo de trés bancos de dados parceiros, o DDBJ (DNA Data Bank of

Japan www.ddbj.nig.ac.jp/), o EMBL Nucleotide Sequence Database (www.ebi.ac.uk/embl) e o

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), contendo informacdes que incluem genes

individuais, genomas completos, RNAs, anotacOes, sequéncias expressas, cDNAs (fita
complementar de DNA) (TATENO et al., 2005; KANZ et al., 2005; BENSON et al., 2005).
Centros de dados de bioinformética tém surgido no Brasil devido os investimentos na
constru¢do de bancos de dados cada vez mais especificos. De acordo com Machado (2013), o
Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agrondmico de Campinas
(biotecnologia.centrodecitricultura.br/) e a Embrapa atuam hd varios anos no melhoramento
de citros, desenvolvendo trabalhos de producdo e avaliacdo de novos materiais genéticos,

incorporando ferramentas de biotecnologia para acelerar ganhos genéticos.

O Centro de Citricultura desenvolveu extenso banco de dados de genoma expresso de

citros (CitEST) integrando melhoramento genético, genoma comparativo e funcional de citros


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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e alguns de seus patdégenos, como por exemplo, o CitEST/PP que contém sequéncias
expressas do patégeno P. parasitica durante a interacdo fitopatégenos (MACHADO, 2013). O
CitEST/PP foi construido a partir de duas bibliotecas de cDNA (fita complementar) de
diferentes condi¢des de crescimento, in vivo e in planta, do patégeno. O entendimento da
genética e fisiologia de P. parasitica pode levar ao desenvolvimento de técnicas de controle,

assim como, fornecer informacdes para a elucida¢do do patégeno durante a interacdo com a

planta hospedeira de citros (ROSA et al., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

As atividades foram realizadas no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do

Centro de Educacgao e Saiude-UFCG, Cuité PB.

3.1 Selecdo, identificacdo e caracterizacao de genes efetores de Phytophthora parasitica

de citros a partir do CitEST/PP

As sequéncias dos unigenes do genoma funcional de Phytophthora parasitica

presentes no banco de dados CitEST/PP (www.centrodecitricultura.br) foram inicialmente

traduzidas para sequéncias de aminoécidos preditas e depois analisadas quanto a presenca de
sinal de secrecdo usando o Programa Signal P (PETERSEN et al., 2011). Em seguida, as
sequéncias resultantes da andlise Signal P foram analisadas quanto a presenca de dominio de
ligacdo a monossacarideos, usando o programa NetGlycate (JOHANSEN et al, 2006).
Sequéncias Netglycate positivas foram analisadas quanto a homologia com outras sequéncias

do banco de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), usando a ferramenta BLASTx

(ALTSCHUL et al., 1997). Posteriormente, as sequéncias foram analisadas quanto a presenga
de genes completos usando o programa ORFFinder (Open Reading Frame Finder)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). O programa ClustalW (Multiple Sequence

Alignment) (HIGGINS, 1994) foi utilizado para realizar o alinhamento entre sequéncias

homdlogas de interesse, durante a caracterizacdo molecular de novos genes.

3.2 Desenho de primers para genes efetores citosolicos de P. parasitica

Com o programa PelrPrimer 1.1 (MARSHALL, 2004) para PCR quantitativo em
tempo real, primers para genes efetores de P. parasitica, foram desenhados dentro da regido
conservada das ORFs, obedecendo os seguintes parametros: Amplicons de 90-100 pb sao
fortemente recomendados; Tamanho adequado do primer entre 10-24 pb; Tm = 60 a 70°C. A
sintese dos oligonucleotideos foi feita pela Integrated DNA Technologies (IDT,

www.idtdna.com).
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3.3 Extracao de DNA genomico de P. parasitica

DNA gendmico foi isolados a partir do desenvolvimento assexual in vitro de P.
parasitica, utilizando um protocolo de extracdo, resultante da mistura de métodos de extracdo
de DNA de plantas usando CTAB e Axy Multisource Genomic DNA Miniprep Kit Axygen.
Tecidos do oomiceto foram macerados em tampao de extracio CTAB, contendo CTAB
(brometo de cetiltrimetilamonio) na concentragio de 2%; NaCl (Cloreto de Sédio) 1,4M; Tris
HCI pH 8.0 200 mM; EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético)-pH 8.0 20 mM e PVP 1%,
usando cadinho e pistilo. O macerado foi transferido para microtubos e, em capela de
exaustdo, adicionou-se 0.2% de B-mercaptoetanol; 10 mg/mL de proteinase K e 10 mg/mL de
Ribonuclease A. A mistura foi incubada em banho-maria a 65 °C por 15 minutos, misturando-
se de vez em quando. Em seguida, adicionou-se igual volume de Cloroférmio—alcool
isoamilico (24:1), homogeneizou-se usando o vortex e centrifugou-se durante 10 minutos. A
fase aquosa foi recuperada, transferida para coluna (Axygen) encaixada em um eppendorf de
2 ml e centrifugada por 1 minuto a 12.000 rpm. Descartou-se o filtrado do tubo e pipetou-se
500 mL de tampao W1 na coluna e centrifugou-se por 1 minuto a 12.000 rpm e descartou-se o
filtrado. Com a coluna em novo tubo, adicionou-se 700 mL de tampao W2, e centrifugou-se 1
min a 10.000 rpm. Esta etapa foi repetida, e desta vez descartou-se novamente o filtrado e
centrifugou-se novamente sem nada, para retirar eventual residuo do tampdo anterior.
Transferiu-se a coluna para o novo tubo de 1,5 mL e, para eluir o DNA, adicionou-se 100 uL
de agua Milli—¢, e centrifugou-se por 1 minuto a 12.000 rpm. O fragmento eluido foi

armazenado a -20 °C.

3.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para a amplificacdo de fragmentos de DNA de tamanho esperado.
As reagdes foram realizadas em volumes de 25 pL utilizando-se tampao da Taq 1X; 1,5 mM
de MgCly; 0.2 mM de dNTPs; 1,5 uM de cada primer forward e reverse; 75 ng de DNA total
de P. parasitica, 1 U de Tag DNA Polimerase (Fermentas). As condicdes térmicas da reacao
foram 95 °C/2 min. para uma etapa de desnaturacdo inicial, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C/30 seg., onde ocorre a abertura da fita dupla de DNA, anelamento dos
primers em cada uma das fitas do DNA molde a 50 °C/45 seg e extensdo a 72 °C/1 min. Em

seguida, uma extensao final de 72 °C/ 7min.



34

3.5 Descricao e condicoes de cultivo do isolado de Phytophthora parasitica

O isolado utilizado neste trabalho foi o IAC095 de Phytophthora nicotianae var.
parasitica, proveniente do Centro APTA Sylvio Moreira do Instituto Agrondmico de
Campinas, Cordeirdpolis SP. O cultivo do patégeno foi realizado no Laboratério de Biologia
Celular e Molecular do Centro de Educagdo e Saide—CES, Universidade Federal de Campina
Grande-UFCG, Campus Cuité-PB, de acordo com instru¢des do Laboratério de Fitopatologia
do referido Centro. O manuseio do patégeno foi feito sob condi¢des assépticas (Figura 1A),
tendo sido mantido no Laboratério em placa de Petri contendo o meio cenoura-dgar (CA)
autoclavado (500 mL de dgua destilada, 100g de cenoura e 10 g de 4gar), por sucessivas
repicagens (Figura 1B). A cultura foi crescida em luz constante a 25 °C, durante 8-12 dias e,

posteriormente, armazenados a 4 °C por uma semana até a proxima repicagem.

FIGURA 1. Demonstracao das condicoes assépticas para manuseio de P. parasitica.

* (A) Manipulacao de meios de cultura e cultivo do patégeno em capela de fluxo laminar vertical na
presenca de lamparina. (B) Placa de Petri contendo o crescimento micelial de P. parasitica apos 8 dias
crescido sob luz constante a 25°C, mostrando os discos de agar-micélio para subcultivo.

Fonte: DADOS DA PESQUISA.

3.6 Bioensaios de patogenicidade de P. parasitica in planta

Com o intuito de ativar a patogenicidade da Phytophthora parasitica in planta, apés
sucessivos subcultivos in vitro, foi realizado um procedimento baseado no método de isca,
descrito por Grimm e Alexander (1973). Trés discos de micélio foram inseridos em um
Becker contendo dgua destilada estéril e pedacos de folhas de limoeiro ou de laranjeira, cujos

ferimentos poderiam facilitar a acdo da P. parasitica. Ap6s 8 dias, os pedagos de folhas
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inoculadas foram rapidamente lavados com 2% de hipoclorito, depois com dlcool 98% e com
dgua destilada estéril, secos em papel de filtro e imediatamente transferidos para nova placa
de Petri contendo cenoura-CA seletivo contendo os antibidticos ampicilina (20 pg/mL) e
rifampicina (20 pg/mL). As placas foram mantidas no escuro ou sob luz constante a 25°C,

durante 5 dias (Figura 2).

FIGURA 2. Bioensaio de interacao citros-Phytophthora parasitica para ativaciao da

patogenicidade, via inoculacio de folha de citros em agua.

*Detalhe de um pedaco de folha de laranjeira inoculado com P. parasitica (A) sendo subcultivado em placa
de Petri contendo meio cenoura agar seletivo (B). Detalhe de um pedaco de folha de limoeiro contendo P.
parasitica (C) sendo subcultivado em placa de Petri contendo meio cenoura agar seletivo (D).

Fonte: DADOS DA PESQUISA.

Além disso, discos de micélio-CA de P. parasitica também foram inoculados na casca
de laranjas “azeda” na regido do albedo e incubados em sacos plasticos durante 20 dias, a
temperatura de 25°C e luminosidade constante (Figura 3). Em seguida, segmentos de casca
contendo o patégeno foram, ou ndo, rapidamente lavados com 2% de hipoclorito, depois com
alcool 98% e com dgua destilada estéril, secos em papel de filtro e imediatamente transferidos
para nova placa de Petri contendo o meio cenoura-agar apenas, ou cenoura-gar seletivo com
os antibioticos ampicilina 20 pg/mL e rifampicina 20 pg/mL. As placas foram mantidas no

escuro ou sob luz constante a 25°C, durante 5 dias (Figura 3C).
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FIGURA 3. Bioensaio de interacao citros-Phytophthora parasitica para ativacio da

patogenicidade, via inoculacio de laranja.

Imagens de laranjas detalhando a inoculacio por disco de micélio de P. parasitica na regiao do albedo (A).
Trés laranjas, sendo duas apresentando discos de micélio do patégeno e uma com discos de cenoura agar
funcionando como controle do experimento envolvido por esparadrapo sem zinco (B). Pedaco de casca de
laranja contendo o patégeno em placa de Petri com meio cenoura-agar seletivo (C).

Fonte: DADOS DA PESQUISA.

3.7 Validacao de fases do desenvolvimento do ciclo de vida assexual de P. parasitica

a. Hifas: Para a producdo de hifas/micélio do patdégeno, um disco de micélio-CA foi
inoculado em placas de Petri contendo meio de cultura cenoura-dgar autoclavado, ou trés
discos em meio cenoura liquido (500 mL de dgua destilada e 100g de cenoura) autoclavado.
As placas foram mantidas sob luz constante ou no escuro, a uma temperatura de 24-25 °C,
enquanto que os Erlenmeyers foram mantidos sob luz constante a 25 °C. O crescimento

micelial foi monitorado durante 25 dias, antes da produgdo de clamiddsporos.

b. Clamidésporos: Para a producdo de clamidésporos, trés discos de micélio-CA foram
inoculados em meio cenoura liquido dentro de Erlenmeyer sob luz constante a 25 °C. O

desenvolvimento de clamiddsporos foi monitorado durante 45 dias.

c. Esporangios: Para a producdo de esporingios utilizou-se a metodologia descrita por
Mitchell e Kannwischer-Mitchell (1993). Cerca de 10 discos de micélio-CA de P. parasitica
foram transferidos para um Erlenmeyer de 250 mL contendo dgua destilada estéril e incubado
sob luz constante a 25 °C (Figura 4A). Outro método testado foi o descrito por Jeffers (2006)
em que 10 discos de micélio-CA, provenientes de um crescimento micelial em placa de Petri
incubada no escuro a 25°C foi subcultivado em placa de Petri contendo 20 mL de meio
cenoura liquido deixado sob luz constante e 25 °C e monitorado a partir de 24 horas (Figura

4B)
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FIGURA 4. Repicagens de Phytophthora parasitica para a producao de esporangios.

Tlustracoes de discos de micélio-CA sendo transferidos para Erlenmeyer de 250 mL contendo agua
destilada estéril (A). Placa de Petri contendo meio cenoura liquido com 10 discos micélio-CA, retirados de
cultura crescida no escuro (B).

Fonte: DADOS DA PESQUISA.

3.8 Estabelecimento de protocolos para extraciao de RNA total de P. parasitica

RNA total foi extraido apenas da fase de hifa (micélio) obtido a partir de meio cenoura
liquido apds 10 dias, usando um protocolo adaptado dos métodos Trizol (Invitrogen) e fenol
para isolamento de RNA de plantas, visando posterior andlise da expressdo de genes efetores

por PCR quantitativo em tempo real.

Para eliminacdo de ribonucleases, as vidrarias e as solu¢des foram tratadas com DEPC
(dietil pirocarbonato), sendo que o Tris-HCI, pH 7,5 foi preparado com dgua DEPC. O tecido
micelial foi macerado, usando cadinho e pistilo, em tampado de extracdo de fenol (0,1M de
NaCl, 10 mM de Tris-HCI pH:7,5, 1 mM de EDTA, 1% de SDS, 1% de B-mercaptoetanol) e,
em seguida, adicionou-se igual volume de clorofane (fenol:cloroférmio:édlcool isoamilico,
25:24:1). A mistura foi incubada por 30 segundos a temperatura ambiente por 10 minutos.
Ap6s centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, ao sobrenadante recuperado em
novo microtubo de 2 mL foi adicionado 2M de cloreto de litio (LiCl,) e incubado a 4 °C por 3
horas. Apés homogeneizacio, a mistura foi centrifugada 10.000 rpm por 15 minutos a 4 °C.
Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 200 uL. de H,O milli-Q e adicionou-se 300 uL de
1sopropanol RNAse free e 300 pL. de Tampao Citrato (0,8M de citrato de sodio e 1,2M de
NaCl), incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds centrifugacao a 10.000 rpm
por 15 min a 4°C, o pellet foi lavado em etanol 75% RNAse free gelado, seco a temperatura

ambiente e ressuspendido em 25 pL de H,O milli-Q. A quantidade do RNA isolado foi
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estimada em gel de agarose 0,8% em TAE (242 g de tris base, 57,1 mL de 4cido acético
glacial e 500 mM de EDTA) tratado com DEPC.

Posteriormente, foram realizadas novas extracoes de RNA total de P. parasitica
usando RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) para a fase de hifa obtida do desenvolvimento
assexual de P.parasitica. Foram realizadas 3 repeticoes de cada fase, nas mesmas condi¢des
ambientais, 25 °C e luz constante. O tecido micelial foi macerado, usando cadinho e pistilo
previamente tratadas com DEPC, em tampao de extracdo Buffer RLC e tampao de maceragao
(0,5M de NaCl, 100 mM de Tris-HCI pH:7,5, 10 mM de EDTA, 4gua destilada DEPC) e, em
seguida, a amostra foi homogeneizada e incubada a 56 °C por 2 minutos. Logo, a amostra
contendo o lisado foi passada para a coluna QiaShedder e centrifugada por 2 minutos a 12.000
rpm. Transferiu-se o sobrenadante para novo tubo de coleta e adicionou 0,5 volume de etanol
absoluto. Posteriormente, aplicou-se a amostra na coluna RNeasy e centrifugou por 15
segundos a 10.000 rpm. Adicionou 700 puL do tampao RW1 a coluna RNeasy, centrifugou por
15 segundos a 10.000 rpm. Apds transferir a coluna para novo tubo de 2 mL, foi pipetado 500
uL do tampao RPE sobre a coluna, centrifugou-se novamente por 15 segundos a 10.000 rpm,
repetindo o mesmo procedimento mais uma vez. Depois, colocou-se a coluna em novo tubo
de 2mL e centrifugou-se por 1 minuto a 10.000 rpm. Apds centrifugacdo, a coluna foi eluida
em novo tubo de 1,5mL com 30 pL de 4gua RNase Free. A quantidade do RNA isolado foi

quantificada usando o espectrofotometro Nanodrop.

3.9 Eletroforese de DNA e RNA em gel de agarose

A eletroforese foi realizada tanto para identificar a qualidade e a concentragdao do
DNA gendmico, RNA e para visualizacdo dos fragmentos amplificados pela PCR. No
preparo do gel utilizou-se agarose em uma concentracdo de 0,8% para DNA e 1% para RNA
em tampio de corrida T.A.E. (100 mM de Tris HCI pH 8,0- 57,ImL de Acido acético glacial
e 500mM de EDTA pH 7,5) corado com brometo de etideo. As amostras foram aplicadas em
gel contendo 1 pl de tampdo de amostra 8X; 5 ul de DNA isolado. A migragdo do DNA no
gel foi realizada a 100 V por 30 minutos para DNA e 150 V por 15 minutos para RNA, em

seguida, os dcidos nucléicos foram visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados.
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4. ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Este trabalho tem o mérito de relatar pela primeira vez a caracterizacdo de genes
efetores que codificam glicoproteinas, a partir do secretoma de Phytophthora parasitica de
citros, utilizando uma abordagem in silico. Visando futuros estudos de expressdo génica dos
genes efetores elucidados, entre outros, esta pesquisa também aborda ensaios para obtengdo
de fases do desenvolvimento assexuado in vitro de P. parasitica bem como ensaios para

estudos de interacdo citros-Phytophthora.

4.1 Caracterizacao molecular in silico de genes efetores de Phytophthora parasitica de

citros

A identificacdo e caracterizacdo molecular de genes efetores do tipo glicoproteinas,
disponiveis no banco de dados CitEST/PP, e o estabelecimento de condi¢Oes in vitro para a
producdo de fases do desenvolvimento assexual de Phytophthora parasitica no Laboratorio
de Biologia Molecular do CES/UAE, visando a valida¢do da expressdo quantitativa de genes
de interesse. Um total de 6.051 sequéncias de aminodcidos deduzidas a partir dos Unigenes
presentes no banco de dados CitEST/PP, um arsenal de 534 (8,82%) de possiveis proteinas
efetoras translocéveis foi predito como proteinas secretadas bésicas pelo Programa Signal P.
A fim de investigar possiveis glicoproteinas envolvidas nos primeiros estdgios da infec¢ao por
P. parasitica, tais como adesio, cisto, e encistamento de zo6sporos, foram identificadas 190
proteinas com sitios de glicosilagdo entre as proteinas preditas como proteinas secretadas
basicas. Destas, um total de 117 possiveis glicoproteinas de P. parasitica possuem
significativa similaridade com sequéncia de aminodcidos de espécies de Phytophthora
(Tabela 1), incluindo P. infestans (79, 43%), P. sojae (29, 16%), P. nicotiana (3, 1,6%), P.
parasitica (3, 1,6%) e P. cinnamomi (1, 0,5 %). Além disso, 28 proteinas de P. parasitica
possuem similaridade de sequéncia de aminodcidos com proteinas hipotéticas (hypothetical
protein PHYSODRAFT) de P. sojae, 22 com proteinas hipotéticas conservadas (conserved

hypothetical protein) de P. infestans T30-4 e 68 com proteinas isoladas de outros organismos.
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TABELA 1. Representacao parcial de unigenes de Phytophthora parasitica com

homologia via BLASTx com glicoproteinas de outras Phytophthora spp. Cuité PB, 2013.

Unis;ne— Tazr;zll)r)lho (I;Ieﬁ:::l(; Nllrr:z::ode Nome Organismo Similaridade

100943.1 436 3 ACL11863.1 Hypothetical protein P. cinnamomi 40/66 (61%)

101779.1 855 12 AAN31509.1 Acidic chitinase P. infestans 191/197 (97%)
101866.1 697 4 ADP08192.1 Aspartic protease 8 P. infestans 167/176 (95%)
103177.1 863 1 AAW?24460.1 | Ketol-acid reductoisomerase, partial P. infestans 119/122 (98%)
102573.1 901 9 AAB40355.1 Ras related protein PiYptl P. infestans 2017201 (100%)
101429.1 789 2 AAB94814.1 Surface glycoprotein elicitor P. infestans 114/117 (97%)
101401.1 593 2 EEY63610.1 I-acyl-sn-glycerol-3-phosphate P. infestans 165/167 (99%)

acyltransferase, putative
105111.1 752 1 EEY66141,1 | > Amino-3-ketobutyrate coenzyme A |, o 163/216 (75%)
ligase, mitochondrial precursor
101624.1 635 7 EEY53513.1 408 ribosomal protein S15 P. infestans 117/118 (99%)
103769.1 854 I EEY58388.1 Ogﬁggﬁ;ﬁ;i‘;}é‘;f?;ﬁly P.infestans | 193/219 (88%)
104942.1 905 1 EEY63620.1 ATP-binding Cassette (ABC) P. infestans | 197/228 (86%)
Superfamily

100399.1 641 2 EEY70245.1 Calnexin, putative P. infestans 161/199 (81%)
102905.1 927 1 EEY54423.1 Carbohydrate esterase, putative P. infestans 143/162 (88%)
104112.1 962 1 EEY55026.1 Cell 5A endo-1,4-betaglucanase P. infestans 78/87 (90%)

100508.1 801 5 EEY56778.1 CeHUIOfEEE‘S?i;z;t;’r lectin P.infestans | 2251245 (92%)
101242.1 825 5 EEY67714.1 Chitinase, putative P. infestans 156/198 (79%)
102985.1 904 1 EEY53054.1 CREG-like protein P. infestans 182/194 (94%)
105313.1 912 1 EEY54046.1 Crinkler (CRN) family protein P. infestans 144/249 (58%)
102069.1 616 2 EEY64187.1 Cullin family protein, putative P. infestans 172/174 (99%)
102724.1 922 1 EEY54007.1 Cytochrome P450, putative P. infestans 115/124 (93%)
101356.1 567 2 EEY56763.1 D-3-phosphoglycerate P. infestans 157/167 (94%)

dehydrogenase
105856.1 564 1 EEY57167. | Drog/Metabolite Transporter OMT) |, o 0 161/163 (99%)
Superfamily

100126.1 659 4 EEY60228.1 Elicitin-like protein P. infestans 114/118 (97%)
100174.1 704 2 EEY65849.1 P. infestans 90/192 (99%)

Endomembrane protein 70-like
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http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101779&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101866&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=103177&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102573&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101429&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101401&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105111&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101624&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=103769&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104942&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100399&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102905&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104112&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100508&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101242&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102985&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105313&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102069&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102724&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101356&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105856&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100126&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100174&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
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protein, putative

104003.1 884 1 EEY69550.1 Er lumen protein retaining receptor . infestans 146/147 (99%)
Euk tic translation initiati
101219.1 947 7 EEY55350.1 HAryotle transiation mitiation infestans | 277/279 (99%)
factor 3 subunit f, putative
101919.1 577 2 EEY59449.1 Fatty-acid-coa ligase, putative . infestans 168/173 (97%)
F lacetoacetate (faa) hydrolas
104936.1 939 1 EEYG664d4 | | umanylacetoacetate (faa) hydrolase, . infestans 156/159 (98%)
putative
104495.1 829 1 EEY53347.1 Glucosidase 2 subunit beta, putative . infestans 111/123 (90%)
104953.1 855 1 EEY62676.1 Glutamyl-trna synthetase, putative . infestans 160/165 (97%)
Glutamyl-t 1 idotransfi
102807.1 855 1 EEY63475.1 utamyl-trna(gln) amidotransferase |, 0| 2271065 (86%)
subunit a, putative
101566.1 1426 11 EEY67182.1 Glycosyl transferase, putative . infestans 375/460 (82%)
Gpi-anchored serine rich tenascin-
100262.1 1404 5 EEY69426.1 pi-anchored serme rich tenasci infestans | 2211227 (97%)
like glycoprotein
105356.1 842 1 EEY53084.1 Hect €3 ubiquitin ligase, putative . infestans 100/108 (93%)
L diolipi Itransf ,
101149.1 766 3 EEY58650.1 ysocarciolipin acyliransierase . infestans 124/138 (90%)
putative
Nadh- h S
104987.1 842 1 EEY68703.1 adh-cytochrome b reductase, infestans | 2291244 (94%)
putative
Nicotinate .
105475.1 935 1 EEY62006.1 . . . infestans 137/161 (85%)
phosphoribosyltransferase, putative
101856.1 632 3 EEY57056.1 Nppl-like protein . infestans 151/228 (66%)
100851.1 1156 5 EEY58436.1 Phosphatidylinositol synthase (pis) . infestans 175/181 (97%)
100125.1 706 3 EEY67584.1 Phosphoglucomutase . infestans 156-236 (97%)
100351.1 702 3 EEY63036.1 Phospholipase a2, putative . infestans 2017207 (97%)
102439.1 1719 20 EEY58277.1 Phospholipase d, pi-pld-like-1 . infestans 522/528 (99%)
101131.1 1199 5 EEY61004.1 Polyadenylate-binding protein 1-b . infestans 294/298 (99%)
105905.1 852 1 EEY69302.1 Protein kinase, putative . infestans 112/112 (100%)
104779.1 850 1 EEY57902.1 Protein phosphatase 2c, putative . infestans 170/178 (96%)
102553.1 1279 5 EEY59986.1 Protein transporter sec24 . infestans 340/342 (99%)
Ribose-phosphat:
102007.1 849 3 EEY69327.1 1oosephosphate infesians | 271-285 (99%)
pyrophosphokinase, putative
Secreted rxlr effect tid
102016.1 669 3 EEY55635.1 eereted i eiecton pephide . infestans 191/200 (96%)
protein, putative
104536.1 893 1 EEY53479.1 Serine protease family s33, putative . infestans 2207269 (82%)
105489.1 977 1 EEY67173.1 . infestans 97/114 (85%)

Small cellulose binding protein,



http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104003&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101919&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104936&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104495&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104953&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102807&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101566&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100262&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105356&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101149&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104987&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105475&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101856&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100851&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100125&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100351&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102439&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101131&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105905&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104779&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102553&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102007&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102016&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104536&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105489&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
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putative
101307.1 607 2 EEY70088.1 Thioredoxin-like protein P. infestans 178/187 (95%)
100400.1 624 2 EEY57212.1 Transmembrane protein, putative P. infestans 199/206 (97%)
101302.1 742 2 EEY60193,1 | Y acuolar protein sorting-associated |, o 0 0 503007 98%)
protein 35, putative
105709.1 958 1 ACR82294.1 Cyclophilin b P.nicotianae 197/208 (95%)
105668.1 985 1 ABH11757.1 Elicitin-like protein 6 precursor P.nicotianae 88/88 (100%)
104338.1 743 1 AAY57576.1 Mitochondrial manganese P.nicotianae | 153/160 (96%)
superoxide dismutase
102408.1 680 2 ABA40831.1 | Mitogen-activated protein kinase la P. parasitica 224/224 (100%)
103466.1 894 1 ABB77565.1 Phospholipase A2 P. parasitica 67/77 (87%)
100547.1 462 2 AAB34031.1 Elicitin 310 P. parasitica 89/89 (100%)
105309.1 892 1 EGZ11034.1 Oxidoreductase P. sojae 153/184 (83%)
100907.1 677 3 ABB55996.1 Putative elicitin protein SOJ3A P. sojae 100/111 (90%)

De particular importancia foi a descoberta de um gene novo que pode ser de grande
interesse para o entendimento da interacdo citros-P. parasitica, o qual codifica para uma
proteina do tipo Cyclophilin B. Esta proteina € um membro da familia de ciclofilinas (CyPs)
com extensdes especificas nas regides amino e carboxi-terminais. CyPs sdo proteinas
onipresentes capazes de catalizar a isomerizacdo de ligacdes peptidil-propil. Tem sido
especulado que proteinas CyPs possuem fungdes no dobramento de certas proteinas, nos
processos de transducdo de sinal e, mais recentemente, na infeccdo, pela facilitacdo da
penetracdo e colonizacdo da célula hospedeira e pela ativacdo de proteinas efetoras do

patégeno dentro do citoplasma da célula do hospedeiro.

A andlise da sequéncia do Unigene 105709.1 revelou uma ORF completa de um gene,
denominado de PpCyPB (P. parasitica CyP B), com 627 pb de comprimento, sem introns € €
traduzida em uma proteina precursora com 209 residuos de aminodcidos (Figura 5). Os 23
primeiros aminodcidos desta proteina possuem caracteristicas de um peptideo sinal, incluindo
um sitio de clivagem posicionado entre os aminodcidos 22-23, baseado no Programa Signal P
(PETERSEN et al., 2011). Este gene representa um importante candidato efetor para a
validacdo da expressdo quantitativa usando os RNAs extraidos das fases do desenvolvimento

assexual de P. parasitica.


http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101307&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100400&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=101302&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105709&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105668&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=104338&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=102408&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=103466&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100547&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105309&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=100907&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
http://limonia.centrodecitricultura.br/uniphyto/uniphyto.pl?geneid=105709&copyid=1&date=2007-06-20&type_seq=n
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FIGURA 5. Sequéncias de nucleotideo e de aminoacidos deduzida de PpCyPB
(Phytophthora parasitica cyclophilin B), indicando os cédons de iniciacao (azul) e de

parada (réseo).

1 atggccaagtggacgttctcgcttctggcgatatgecctgacggeg
M A K W T F s L L A I C L T A
46 ttggtgctggtagttcaggccggcaagggccccaagatcaccaat
L v L vV Q0 A G K G P K I T N
91 caggtctacttcgacgtgagcatcgacggcgagcccgctggccge
vy ¥ DV s I D G E P A G R
136 atcgtcatgggtctctacggcaagacagtgcccaagactgcggag
I v M G L Y G K T VvV P K T A E
181 aacttccgcgcgctgtgcacgggcgagaagggcgttggcaaaage
N F R A L C T G E K G V G K S
226 ggcaagccgctgcactacaaggacagcattttccaccgcatcatce
G K P L H Y K D S I F H R I I
271 ccaaacttcatggtgcagggcggagacttcactaacttcaacgga
P N F MV Q0 G G D F T N F N G
316 atgggcggcgagagtatctacggcgaaaagtttccggacgagaac
M G G E S I ¥ G E K F P D E N
361 tttaagctgaagcacgccggcaagggtacgctcagcatggctaac
F K L K H A G K G T L S M A N
406 tcgggcgccaacacgaacggcagccagttctttatttgcactgtce
s G A N TN G S Q F F I C T V
451 aagacctcgtggctggacggccgccacgtcgtecttcggecgegte
K T s wWw L b G R H VvV V F G R V
496 atcaagggcatggatgttctcgacgccattggaggtggtccgcetce
I K 6 M DV L DA I G G G P L
541 gccccagcggtacccccgagcaaaaaggtcctectcattgaaage
AP AV P P S K K V L L I E S
586 ggtgagcttgggctgctggacaactttgtggaggaaaaataa 627
G E L G L L D N F V E E K *

A andlise de homologia via BLASTp revelou que PpPyPB possui similaridade de
sequéncia de aminoacidos com proteinas Cyclophilin B de P. nicotianae (93%) e com a

hypothetical protein PHYSODRAFT_288960 de P. sojae (92%) (Figura 6).



FIGURA 6. A comparacao da sequéncia de aminoacidos deduzida do alinhamento

miiltiplo de PpCYPB com outras proteinas homdlogas a ciclofilina B foi realizada

PnCYPB
PsHYPP
PpCYPB

PnCYPB
PsHYPP
PpCYPB

PnCYPB
PsHYPP
PpCYPB

PnCYPB
PsHYPP
PpCYPB

utilizando o programa ClustalW.

MAKWTFSLLAICLTALVLVVQAGKGPKITNQVYFDVSIDGEPAGRIVMGLYGKTVPKTAE
MAKWTFSLLALCLTALVLAVQAGKGPKITNQVYFDVSIDGAPAGRIVMGLYGKTVPKTVE
MAKWTFSLLAICLTALVLVVQAGKGPKITNQVYFDVSIDGEPAGRIVMGLYGKTVPKTAE

Ak Ak khhkhhkhkkhkoehkhhkhkkhkhdh dhkkhkhkhkhhkkhkhkhhhkhkhhkhrhhkhkd *,hkkhkkhhhrhkkhkkhhkrrxkxkhkhx*x *

NFRALCTGEKGVGKSGKPLHYKDSIFHRIIPNEMVQGGDEFTNENGMGGESIYGEKEPDEN
NFRALCTGEKGEGKSGKPLHYKDSIFHRIIPNFMVQGGDFTHEFNGMGGESIYGEKEFPDEN
NFRALCTGEKGVGKSGKPLHYKDSIFHRIIPNFMVQGGDEFTNEFNGMGGESIYGEKEFPDEN

KAKKAAKAAAKAA K, A A A hAhkAhkhh A Ak Ak Ak Ak dkh kA A dhkhkhh e khkhkhkhkhkhkhkhk kA khkhkhxx %k

FKLKHAGKGTLSMANSGANTNGSQFFICTVKTSWLDGRHVVEGRVIKGMDVLDAIEAVGS
FKLKHAGKGTLSMANSGANTNGSQFFICTVKTSWLDGRHVVEGRVINGMDVLDAIEAVGS
FKLKHAGKGTLSMANSGANTNGSQFFICTVKTSWLDGRHVVFGRVIKGMDVLDAIGGGPL

KA KK A A AA KA A A A AR A A A A A Ak A Ak A Ak A Ak Ak Ak hkh kA rhkhkhkhk Ak khkkhhk o khkhhkkx )%k

PSGTP-SKKVVVTESGELAADNFVEEE-
PSGTP-SKKVVITDSGELAADDEFVQEE-
APAVPPSKKVLLIESGELGLLDNFVEEK

4.2. Primers desenhados para genes efetores citosolicos de P. parasitica
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Visando o estudo de expressdo génica, seis primers especificos para genes efetores de

P. parasitica de citros foram desenhados utilizando o programa PelrPrimer, para PCR

quantitativo (QPCR) em tempo real. Os genes para os quais novos primers foram desenhados
sdao RxLR (RxLR), NPPI (NPP1), Ras related protein Piyptl (PiYPT1), Serine Protease
Family S33 (S33), Transmembranase Protein (TP), Ciclophylin B (CYP) (Tabela 2). Estes

primers serdo usados para amplificar fitas molde de cDNA (DNA complementar a fita de

RNA mensageiro), que serdo utilizados em futuras reacdes de qPCR.
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TABELA 2. Sequéncia dos primers desenhados para genes efetores de P. parasitica,

visando analises da expressao por PCR quantitativo em tempo real. CUITE PB, 2013.

Tamanho

Primer Sequéncia do T %
fragmento O EiE
RXLR | Fow 5’ CCAGATCCTCAACGACTACG 3' 20b 60,09 55
Rev 5 CTACCATCGCCACAGAATCC 3’ 20b 60,73 55
NPP1 | Fow 5 CGTACCCTGCTGTGAATGCT 3’ 20b 57,6 55
Rev 5 GTAAACTTGAGAGCCAAGAGC 3’ 24b 57,6 50
PiYPT1 | Fow 5>CACGATCACTAGCAGTTACTACC3’ 23b 60,75 47,8
Rev 5 CAGCTTGTTCACATTCTCACAG 3° 22b 60,27 45,4
S33 Fow 5 CGTCACTACTTTCCTCGTGTC 3’ 21b 60,73 52,3
Rev 5 TTATTGAAATTACGCAGATGCTCC 3° 24 Db 60,15 37,5
TP Fow 5> ACAAGCTCGTGATATGGGAC 3’ 20b 60,02 50
Rev 5 GATTGACTGGCCATTGTCCA 3’ 20b 60,81 50
CYP | Fow 5’ CATCCCAAACTTCATGGTGCAG 3’ 22b 54,6 20
Rev 5 TCAGCTTAAAGTTCTCGTCCG 3’ 21b 54,6 47,6

*Tm, temperatura de melting.

4.3 Qualidade do DNA de Phytophthora parasitica

O protocolo testado para isolamento de DNA usando o Mix de CTAB/Kit AxyGen foi

capaz de purificar pouco DNA gendmico de P. parasitica. Visualmente em gel de agarose,

observou—se pouca quantidade do DNA isolado (Figura 7). E possivel que o manuseio ou a

maceracdo do tecido micelial na auséncia de nitrogénio liquido tenha sido ineficiente para a

lise celular.
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FIGURA 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% de DNA isolado do desenvolvimento
assexual in vitro de Phytophthora parasitica. M. Marcador de peso molecular (Axygen).

1, 2, 3. DNA.

M 123

Posteriormente, a quantidade de DNA extraido foi analisada usando o Nanodrop

(Tabela 3).

TABELA 3. Quantificacdo do DNA genomico de P. parasitica por ng/uL. em cada

amostra extraida utilizando o espectrofotometro Nanodrop.

Amostra de DNA A260/280 ng/uL
1 12,04 0,9
2 1,87 15,5
3 15,04 0,3

4.4 Validacao dos primers por reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A amostra de DNA gendmico foi utilizada como molde em reacdes em cadeia da
polimerase para testar os primers especificos desenhados para amplificar genes efetores de P.
parasitica. Como resultado, todos os primers novos e os controles positivos produziram

fragmentos de tamanho esperado, conforme demonstrado na Figura 8.
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FIGURA 8. Eletroforese em gel de agarose 0.8% de produtos de PCR usando DNA de P.

parasitica e diferentes pares de primers especificos para amplificar genes de interesse.

M1 23456789,

M: Marcador de peso molecular 100 pb Ladder (Axygen). 1 e 3, controles positivos, primers para genes
CBEL e CAR (COSTA, 2007); 2, NPP1; 4, CRN (MEDEIROS, 2010); 5, CYP; 6, SP; 7, RXLX, 8, TP e 9,
YPT.

4.5 Validacao das condicoes de cultivo para Phytophthora parasitica

O cultivo do isolado TAC095 de Phytophthora nicotianae var. parasitica de citros nas
condicdes testadas de acordo com Costa (2007) foi bem sucedido, tanto em placas de Petri
como em Erlenmeyers (Figura 9A). As condi¢des mais favoraveis de cultivo do oomiceto P.
parasitica, visando a separacao de fases do seu ciclo de vida, foram em meios de cultura
cenoura liquido distribuido em Erlenmeyers de 500 mL, contendo 250 mL de cultura, onde foi
colocado trés disco de meio de cultura contendo o patégeno. A utilizacdo do meio liquido
proporcionou um abundante crescimento do patdégeno. O cultivo em meio de cultura cenoura-
agar em placas de Petri levou a um crescimento micelial 6timo, no entanto, para a separacao

das fases o crescimento em meio liquido é mais adequado.
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FIGURA 9. Validacao das condicoes de cultivo para Phytophthora parasitica no
Laboratorio de Biologia Celular e molecular do CES/UFCG.

Cultivo do isolado IAC095 de P. parasitica em meio cenoura agar em placas de Petri e meio cenoura
liquido em Erlenmeyer (A). Placa de Petri com meio de cenoura-agar contendo crescimento micelial de P.
parasitica crescido sob luz constante a 25 °C com 8 dias de cultivo (B). Placa de Petri com meio de cenoura
agar contendo micélio de P. parasitica crescido no escuro a 25 °C com 8 dias de cultivo (C).

Fonte: DADOS DA PESQUISA.

Estes resultados corroboram com Costa (2007), em que o uso de Erlenmeyers
propiciou um crescimento de um material puro e mais abundante. Além disso, em placas de
Petri, o indice de contaminacdo foi alto e apresentou um baixo rendimento do material
coletado, sendo contornado com o cultivo em Erlenmeyers. Nesse estudo, ndo houve
contaminag@o em placas de Petri. As placas de Petri foram mantidas tanto no escuro como na
luz constante, ambas a 25 °C. Niao foi possivel observar diferenca visivel quanto ao
crescimento micelial do patdégeno, porém a P. parasitica cresceu mais rapido sob luz

constante (Figura 9B e C).

4.6. Ativacao da patogenicidade de P. parasitica in planta

Com o intuito de gerar as fases de P. parasitica em grande quantidade para a extracao

de RNA total e andlise da expressdo de genes efetores, o patdgeno teve sua capacidade de

causar doenca ativada pelo contato com parte de plantas de citros. Espera-se com este
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procedimento recuperar o patdgeno a expressdo induzida com genes efetores pela planta. O
procedimento baseado no método de isca, descrito por Grimm e Alexander (1973) foi
realizado com éxito. O patégeno desenvolveu em Beckers que continham apenas pedagos de
folhas de limoeiro e naqueles com pedacgos de folhas de laranjeira. As folhas de limoeiro ou
laranjeira necrosaram e o patdgeno foi visualizado tentando penetrar ou penetrando as células
feridas das folhas (Figura 10A e B). Esta observagao estd de acordo com a afirmacdo proposta
por Siviero (2002) em que sao necessarios pequenos ferimentos na darea de inoculagido para
facilitar a penetracao do patégeno, ocorrendo a necrose das folhas. Whiteside (1971) provou

que o patégeno necessita de ferimento para penetrar na planta e provocar infecgao.

P. parasitica foi recuperado com sucesso apenas a partir de pedacos de folhas
laranjeira quando incubados no escuro (Figura 10C), enquanto que quando cultivado sob luz
constante observou-se apenas o crescimento de microrganismos contaminantes (Figura 10D).
Similarmente, placas de Petri contendo meio cenoura dgar seletivo com pedaco de folha de
limoeiro incubada sob luz constante a 25 °C apresentaram apenas o crescimento de
microrganismos contaminantes (Figura 10F), enquanto que quando incubado no escuro

apresentou o crescimento do patdgeno, mas também de contaminantes (Figura 10E).
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FIGURA 10. Recuperacio de inoculo de Phytophthora parasitica apés ativacao da

patogenicidade em folhas de citros.

Pedacos de folhas de laranjeira necrosadas apos a acao do patégeno com 20 dias de inoculo exposto a luz
constante a 25 °C (A). Pedacos de folhas de limoeiro necrosadas apés a acio do patégeno com 20 dias de
inoculo exposto a luz constante a 25 °C (B). Placa de Petri contendo crescimento micelial de P parasitica a
partir do pedaco de folha de laranjeira em meio cenoura-agar seletivo incubados no escuro a 25 °C com 8
dias de cultivo (C). Placa de Petri contendo contaminantes a partir do pedaco de folhas de laranjeira em
meio cenoura-agar seletivo incubados sob luz constante a 25 °C com 8 dias de cultivo (D). Placa de Petri
contendo crescimento micelial e contaminantes (indicado pela seta) a partir do pedaco de folhas de
limoeiro em meio cenoura-agar seletivo incubados no escuro a 25 °C com 8 dias de cultivo (E). Placa de
Petri contendo contaminantes a partir do pedaco de folhas de limoeiro em meio cenoura-agar seletivo
incubados sob luz constante a 25 °C com 8 dias de cultivo (F).
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Observou-se a penetracdo de P. parasitica (Figura 11D) em pedacos de folhas de
limoeiro (Figura 11A) e em pedacos de folhas de laranjeira (Figura 11C). A penetracdo das
paredes celulares das folhas se deu a partir da tentativa de penetracdo da hifa (Figura 11B) e
ocorreu em locais aleatdrios na superficie da célula da folha. A epiderme foi entdo colonizada
e o micélio foi observado em locais diferenciados. O processo de penetracdo foi completado
dentro de 24 h. Esta observagdo estd similar com a afirmacdo proposta por Kebdani e outros
(2010) em que sdo necessdrios no minimo, 10 h para completar o processo de penetracdao de

P. parasitica no hospedeiro.

FIGURA 11. Micrografias da penetracio de P. parasitica em pedacos de folhas de

limoeiro e em pedacos de folhas de laranjeira, visualizadas sob microscopio luz,

resolucao 40x.

A. Interface entre folha e agua. Seta indica a hifa entre as células vegetais. B. Tentativa da penetracio da
hifa, que esta na agua, tentando colonizar a parede celular vegetal, indicado pela seta. C. Hifa em locais
aleatorios entre as células da folha de limao. As setas indicam necrose. D. Hifa, indicado pela seta,
aderindo e penetrando a parede celular vegetal.

Fonte: DADOS DA PESQUISA.
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Por outro lado, P. parasitica conseguiu desenvolver em laranjas “azeda” e os sintomas
comecaram a surgir com, aproximadamente, 12 dias do inoculo (Figura 12). O reisolamento
do oomiceto em segmento de casca do fruto em meio cenoura 4gar seletivo ou apenas meio

cenoura agar nao foi possivel.

FIGURA 12. Laranjas apresentando os sintomas de infecciao por P. parasitica, 12 dias

apos a inoculacao do patogeno.

4.7 Estudo das diferentes fases do ciclo de vida de P. parasitica in vitro

O crescimento micelial do patégeno foi obtido em meio liquido e cenoura-dgar (Figura
13A e B) crescido em temperatura a 25 °C, permanecendo por aproximadamente 11 dias,
tempo mdximo para o crescimento de micélio sem a producdo de esporangios (Figura 13C).
Essa fase foi a mais abundante tanto em meio cenoura 4gar como no meio cenoura liquido. Os
resultados encontrados para essa fase do ciclo de vida da P. parasitica tanto em meio
cenoura-dgar como em meio cenoura liquido foram semelhantes aos descritos por Costa

(2007) e Medeiros (2010).
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FIGURA 13. Micrografias de hifas, esporangios e clamidésporos de Phytophthora

parasitica visualizadas sob microscépio luz, resolucao 40x.

A. Presenca de hifa em meio de cultura cenoura liquida com 12 dias de cultivo crescido sob luz constante a
25 °C. B. Presenca de hifa em meio de cultura cenoura agar com 8 dias de cultivo crescido sob luz
constante a 25 °C. C. Esporiangios encontrados em Erlenmeyer contendo meio cenoura liquido com 46
dias de cultivo. D. Esporangios visualizados em Erlenmeyer com dgua destilada estéril cultivadas sob luz
constante a 25 °C com 6 dias de cultivo. E. Esporangios visualizados da obtencio em placa de Petri com
meio cenoura liquido incubadas sob luz constante a 25 °C com 15 dias de cultivo. F. Clamid4sporos
obtidos a partir do cultivo em Erlenmeyer contendo meio cenoura liquido sob luz constante a 25 °C com
46 dias de cultivo.

Fonte: DADOS DA PESQUISA.
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A fase de esporingio foi obtida em meio cenoura liquido aos 46 dias de cultivo
estaciondrio, tendo sido observada ao microscépio de luz pouca quantidade de esporangio sem
haver a liberacdo de zodsporos (Figura 13C). Segundo Costa (2007), a produgdo de
esporangios ocorreu apds 25 dias de cultivo in vitro com a obtencdo do maior nimero
possivel de esporangios. Entdo, a producdo de esporingios deve ser monitorada antes. O
experimento testado de acordo com Mitchell e Kannwischer-Mitchell (1993) foi um sucesso,
o aparecimento de esporangio se deu com apenas cinco dias de cultivo, monitorado e
observado ao microscopio de luz grande quantidade de esporangios, porém vazios (Figura
13D).

Segundo Mitchell e Kannwischer-Mitchell (1993) a producdo de esporangios ¢é
realizada mediante estresse nutricional, onde o patégeno € transferido do meio de cultura para
dgua destilada estéril, estimulando, assim, a formag¢do e estruturas de reproducdo,
principalmente, esporangios. O protocolo descrito por Jeffers (2006) foi alcangado. O
aparecimento de esporangios cheios se deu com aproximadamente 09 dias de cultivo sob luz
constante a 25°C, monitorado e observado ao microscépio de luz (Figura 13E). Em seu estudo
Jeffers (2006) aponta que o aparecimento de esporangios se dd com apenas 24 horas quando
os discos de micélio estdo expostos a luz constante, porém no laboratério testado o
aparecimento de esporangios foram a partir de 9 dias do cultivo. A fase de clamiddsporo
(Figura 13F) foi observada apenas em meio cenoura liquido, aos 45 dias de cultivo, bastante
abundante. A obtencdo dessa fase tem sido descrita sob condicdes desfavordveis ao
crescimento micelial, como baixa temperatura, pouca disponibilidade de nutrientes, falta de

oxigénio (ERWIN; RIBEIRO, 1996).

4.8. Extracao de RNA de fases de P. parasitica

Um ensaio preliminar foi realizado visando testar um protocolo adaptado dos métodos
Trizol (Invitrogen) e fenol (0,1M de NaCl, 10mM de Tris-HCI pH:7,5, 1ImM de EDTA, 1%
de SDS, 1% de B-mercaptoetanol e 6,3 mL d H,O DEPC) para isolamento de RNA de hifas
de Phytophthora parasitica. Como resultado obteve-se RNA visualizado no gel de agarose
0,8% (Figura 14). Aparentemente, observou-se pouca quantidade de RNA, o que pode ser
devido a maceracdo do tecido micelial na auséncia de nitrogénio liquido, podendo ter

acontecido rdpida degradacdo do RNA e/ou lise celular ineficiente.
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FIGURA 14. Eletroforese em gel de agarose de RNA total isolado de micélio de
Phytophthora parasitica (A e B). M. Marcador de peso molecular (Axygen). 1, 2, 3, 4.

Repeticoes de extracoes de RNA.

O RNA total extraido da fase de hifa utilizando o protocolo RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) foi quantificado usando o Nanodrop (Tabela 4) e verificou-se quantidade suficiente

para, posteriormente, realizar o cDNA.

TABELA 4. Quantificacdo do RNA de P. parasitica por ng/uL. em cada amostra extraida
utilizando o espectrofotometro Nanodrop. CUITE, 2013.

Fase Extraida Amostra A260/280 ng/uLL
Hifa 1.1 2,17 416,7

1.2 2,19 875,2

Hifa 2.1 2,15 381,6

22 2,18 667,5

Hifa 3.1 2,15 389,3

3.2 2,16 298,2

O protocolo RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) mostrou-se mais rapido e eficiente

quando comparado com o protocolo adaptado dos métodos Trizol (Invitrogen) e fenol,
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posteriormente, as outras fases do desenvolvimento assexual do ciclo de vida de P. parasitica

(Tabela 5) serdo extraidas utilizando o protocolo do kit da Qiagen.

TABELA 5. Representacao das fases obtidas de Phytophthora parasitica. Micrografias

visualizadas sob o microscopio de luz.

FASE OBTIDA

MICROGRAFIAS

RNA ISOLADO? N°
DE REPETICOES

< 3 Repeticdes
T
RNA Isolado

o -
o 3 Repetigdes
x
3 RNA nio
£
8 Isolado
o -
Eo 3 Repeticoes
< RNA nio
2 9
v 2 Isolado
g ©
8
8
I
2
:f 3 Repeticdes
o
a0 RNA ndo
v 3

>
g Isolado
o
8
I
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados, foi possivel concluir que:

e E possivel identificar genes efetores do tipo glicoproteinas, a partir do genoma
funcional de Phytophthora parasitica, usando o programa Netglycate.

e A condicdo adequada para o cultivo de P. parasitica de citros in vitro varia para
producio das diferentes fases do seu ciclo de vida.

e A produgdo abundante de hifas e clamidésporos é obtida em meio liquido cenoura-
agar sob luz constante a 25 °C, por 12 e 45 dias, respectivamente.

e A condi¢do adequada para induzir a producao de esporangios de P. parasitica in vitro
¢ a imersao de discos de micélio em dgua destilada estéril, por 5 dias.

e Para a ativagdo da patogenicidade e estudos de interacdo citros-Phytophthora, P.
parasitica pode ser recuperado de folhas de laranjeiras com sucesso.

e E possivel isolar RNA total de micélio com qualidade usando um protocolo adaptado
de protocolos com fenol e trizol.

e Os efetores do tipo glicoproteinas identificados sdo fortes candidatos para estudos de
expressao génica e para o entendimento e controle da gomose em citros.

e Os seis primers sintetizados para amplificar genes efetores candidatos para estudos de
expressdo génica produzem fragmentos de tamanho esperado a partir do DNA

genOmico de P. parasitica.

5.1. Consideracoes Finais

Como perspectivas futuras de continuidade desta pesquisa, pretende-se concluir as
extracdes de RNA total das demais fases obtidas do ciclo assexual de P. parasitica e realizar
andlises da expressdo dos genes efetores por PCR semiquantitativo ou quantitativo em tempo
real.

A importancia deste trabalho para o Curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas e
para o profissional deste curso € a unido dos conhecimentos tedricos com a prética rotineira de
técnicas bdsicas de biologia molecular e microbiologia, incrementadas por atividades da
pesquisa cientifica, contribuindo para a capacitacdo do profissional e o contato direto entre

professor/aluno. Ainda, o estudo da interagdo planta-patogeno ao nivel de genes € uma édrea de
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pesquisa de ponta e importante para a agricultura brasileira, pois pode levar ao controle das

mais relevantes pragas de culturas de grande interesse econdmico, como € o caso dos citros.
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