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RESUMO

Phytophthora nicotianae var. parasitica ¢ um oomiceto agente causador da gomose (ou
podriddo-do-pé) dos Citros, uma das mais importantes doengas que afetam a Citricultura
brasileira. Patégenos desse género, incluindo P. parasitica, possuem moléculas efetoras
tipicas que estabelecem uma interagdo com a planta, modulando a resposta de defesa:
capacitando o parasitismo ou ativando a resisténcia, levando a morte celular programada.
Dentre estas merecem destaque efetores do tipo CRN (Crinkling Necrosis-Inducing and
Protein), os quais sdo efetores citoplasmaticos que causam fendtipos em plantas de
enrugamento foliar e morte celular. O conhecimento da estrutura e fungdo dos efetores de
patégenos e os danos que eles causam nas plantas possibilitario novas estratégias para a
manipulagdo de plantas, levando-as a resisténcia a patégenos oomicetos. Neste contexto, o
objetivo principal deste trabalho foi identificar e caracterizar efetores do tipo CRN de P.
parasitica, usando ferramentas de Bioinformatica para selecionar dentro do banco de dados
de sequéncias expressas de P. parasitica - o CitEST/PP, induzidas pelo crescimento in vitro
ap6ds 40 ciclos de subcultivos e in planta ap6s interagdo citros-P. parasitica. Como resultado,
seis ESTs codificando possiveis efetores do tipo CRN em P. parasitica foram selecionados no
banco de dados CitEST/PP, os quais foram agrupados em 2 contigs e 2 singlets que
compartilham elevada similaridade de sequencia de aminoacidos com CRN proteinas de
Phytophthora infestans. Este é o primeiro relato da caracterizagdo da estrutura de genes do
tipo CRN de P. nicotiana de citros. Os quatro genes do tipo CRN expressos em P. parasitica
foram encontrados induzidos durante interagdo com citros. Apesar de todos apresentarem
sequéncias parciais, as sequéncias de aminoacidos deduzidas dos quatro genes apresentam
regido N-terminal conservada e bem caracterizada e regido C-terminal muito diversificada e
diferente das conhecidas até o momento. Os possiveis efetores do tipo CRN estudados sdo
parte do secretoma de Phytophthora nicotianae de citros, estudos futuros contribuirdo para a
clonagem, completa caracterizagdo da estrutura de genes CRNs de P. nicotianae de citros,

bem como sua caracterizagdo funcional.

Palavras chaves: Gomose, Oomiceto, Patogeno, CitEST, Bioinformatica
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ABSTRACT

Phytophthora nicotianae var. parasitica is an oomiceto causal agente of gummosis (or foot
rot) in citrus plants, one of most important diseases affecting the Brazilien Citriculture.
Pathogens from this genus, including P. parasitica, secrete typical effector molecules to
establish an interaction with the host plant, moduling the defense response by either enabling
the parasitism or activating the resistance mechanisms, leading to programmed cellular death
(PDC). Among these, cytoplasm effectors such as crinkler (CRN, Crinkling Necrosis-
Inducing and Protein) possessing predicted secretion signals and conserved N-terminal
sequence motifs cause leaf crinkling and PDC phenotypes. The understanding of structure and
functions of pathogen effectors as well loses caused by them in plants will to contribute to
novel strategies for manipulation of plants, leading to resistance to oomicete pathogens. In
this context, the main objective of this work was to identify and to characterize CRN-like
effectors from P. parasitica, by using Bioinformatic tools to search within the CitEST/PP
database expressed sequences induced by the in vitro growth, after 40 subculture cycles, and
citrus- P. parasitica interaction. As results, six ESTs encoding putative CRN-like effectors in
P. parasitica were selected from CitEST/PP database. These ESTs were grouped into two
contigs and two singlets, which share high amino acid sequences similarity with CRN genes
from Phytophthora infestans. This is the first report on characterization of CRN-like genes of
P. parasitica. The four genes were found induced by the citrus interaction. Besides of genes
showed partial sequences, the amino acid deduced sequences from them possess conserved N-
termini and diverse C-terminal that are different of others described at the present. The
studied putative CRN-like effectors may be part of P. parasitica secretome and future works
will be contribute to cloning, complete characterization of the CRN-like gene structures and

functional roles.

Palavras chaves: Gummosis; Oomycete, CitEST; Bioinformatic.
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1 INTRODUCAO

O género Phytophthora (do grego, destruidor de plantas), oomiceto anteriormente
classificado no reino Fungi, estd atualmente inserido no reino Stramenopila, pois apresenta
caracteristicas filogenéticas mais proximas das algas. Existem mais de 90 espécies de
Phytophthora e a maioria delas sdo consideradas destrutivas, causando doengas em um grande
nimero de espécies vegetais economicamente importantes, dentre as quais, tomate, batata,
soja, mandioca, cebola, cacau, citros (ERWIN & RIBEIRO, 1996). Dentre as espécies de
Phytophthora onze estdo associadas ao complexo de doengas causadas em citros. No entanto,
apenas duas, Phytophthora nicotianae var. parasitica (=P. parasitica) e P. citrophthora, estdo
associadas as doengas presentes no Brasil (ROSSETTI, 2001), sendo de particular interesse P.
parasitica por apresentar formas alternativas de multiplicagdo, podendo sobreviver por alguns
anos no solo na forma de micélio, esporangio, cisto, clamidiésporos € odsporos; € por esta
associada a perdas em todas as fases da cultura de citros.

A citricultura aparece como uma das principais atividades do agronegécio brasileiro,
no entanto, os danos causados por ataques sofridos por pragas ou doengas interferem
diretamente na quantidade e na qualidade das frutas citricas produzidas. A gomose, ou
podriddo-do-pé, causada por P. parasitica, ¢ um dos problemas fitossanitarios mais sérios da
Citricultura, pois as perdas ocorrem em todas as suas fases, tanto em viveiros como no campo,
podendo causar podriddo na base do tronco, nas raizes e radiculas, folhas e frutos, levando a
um definhamento das plantas e eventual morte. Altas temperatura e umidade relativa do ar e
solo sfo favoraveis ao desenvolvimento da gomose, causada pela rapida produgdo de
esporangios e zooporos em tecidos infectados, nessas condigdes.

A interagdo entre Phytophthora e plantas envolve uma gama de troca de sinais, nos
quais se incluem defesa por parte da planta, ataque por parte do patdégeno e inibi¢do de uma
ou mais ag¢des dos componentes envolvidos. Essa interacdo ¢ mediada pela agdo dos
componentes do sistema imune inato das plantas (similar aos mecanismos de “imunidade
inata” dos animais), cujos fenétipos séo resisténcia especifica de hospedeira (interagdo Avr-R)
e resisténcia basal ou de ndo hospedeira (interagdo PAMP-PRR), como também por
moléculas efetoras de patogenos, que sdo proteinas que entram (no citoplasma) em células
vegetais e tem como fungdo principal suprimir as vias de transdugdo de sinais que mediam as
repostas de defesa de plantas

As espécies de Phytophthora possuem proteinas efetoras tipicas capazes de atravessar

a membrana plasmatica do hospedeiro e, uma vez dentro das células, suprimem a sinalizagédo
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de defesa da planta hospedeira, por ligagdo as proteinas “alvo de efetores”, levando aos
sintomas da doenga. Entretanto, proteinas de resisténcia de plantas podem detectar um efetor
e/ou um complexo de “efetor-proteina alvo” e induzir mecanismos de resisténcia, que ¢
mediado por uma interagdo gene-a-gene entre o produto de resisténcia da planta (R) e o
produto de aviruléncia do patégeno (Avr), ou pela ligagdo de um eliciador ndo-especifico ou
geral denominado Padrio Molecular Associado a Patégeno (PAMP) ao receptor de
reconhecimento padrdo (PRR), podendo culminar numa morte celular localizada chamada de
resposta de hipersensibilidade (HR) (TYLER, 2008).

As proteinas efetoras podem ser extracelulares e intracelulares. Dentre as proteinas
intracelulares, incluem-se as atividades dos efetores citoplasmaticos das familias RXLR e
CRN (Crinkling and Necrosis-Inducing Protein), sendo de particular interesse os do tipo
CRNs, que causam fendtipos em plantas de enrugamento foliar e morte celular. Efetores CRN
sdo codificados por uma ampla familia de genes CRNs encontrados expandidos nos
cromossomos como regides repetidas, como resultado de eventos de multipla duplicagdo
génica e recombinagdo intragénica com mais de 300 genes e 390 pseudogenes CRNs
descritos, sendo, 196 e 255 em P. infestans, 100 e 102 P. sojae e 19 e 42 em P. ramorum,
respectivamente, porém pouco se sabe sobre suas fungdes durante o processo de infec¢do
(HAAS, 2009).

A gendmica funcional tem sido usada com sucesso para identificar sequéncias de
efetores de Phytophthora spp. em bancos de dados especificos. O conhecimento da estrutura e
funcao dos efetores de patégenos e os danos que eles causam nas plantas € uma condi¢do para
o entendimento da base molecular da patogenicidade e da doenga. Assim, anélises
moleculares mais detalhadas, possibilitario novas estratégias para a manipulagéo de plantas,
levando-as a resisténcia a patogenos oomicetos (KAMOUN, 2005).

Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi identificar e caracterizar
efetores do tipo CRN de P. parasitica, usando ferramentas de Bioinformética para selecionar
dentro do banco de dados de sequéncias expressas de P. parasitica - o CitEST/PP, induzidas
pelo crescimento in vitro ap6s 40 ciclos de subcultivos e in planta apés interagdo citros-P.
parasitica. A estratégia usada para alcangar este objetivo envolveu: a) Sele¢do de genes
efetores candidatos; b) Caracterizagdo molecular in silico de genes efetores do tipo CRN
(Crinkling and Necrosis-Inducing Protein) de P. parasitica; ¢) Desenho de primers
especificos para genes CRN de P. nicotianae de citros; d) Obtengdo da separagdo das

diferentes fases do desenvolvimento assexual de P. parasitica in vitro




16

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas e importancia dos Citros

Os Citros sdo origindrios principalmente das regides tropicais e subtropicais do sul e
sudeste da Asia, incluindo 4reas da Australia e Africa. O termo Citros além abranger um
grande grupo de plantas do género Citrus, compreende também outros géneros afins como
Fortunella e Poncirus ou hibridos da familia Rutaceae, representado em sua maioria, por
laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus deliciosa), limdes (Citrus
limon), limas acidas como o Tahiti (Citrus latifolia) e o Galego (Citrus aurantiifolia), e doces
como a lima da Pérsia (Citrus limettioides), pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica),
laranja-azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus grandis) (ABECITRUS, 2007).

Apesar de serem considerados mesoéfitos, suas folhas apresentam caracteristicas
xeromorficas, o que pode ser explicado pelo fato de regides tropicais e subtropicais
apresentarem periodos com baixa disponibilidade de agua, provocando adaptagdes morfo-
fisiolégicas que permitiram o desenvolvimento dos citros nessas condi¢des (SPIEGEL-ROY
& GOLDSCHMIDT, 1996). Suas arvores apresentam porte médio, atingindo em média
quatro metros de altura. A copa € densa, de formato normalmente arredondado, as folhas sdo
sempre verdes e aromaticas; as flores, também aromaticas, sdo pequenas e brancas muito

procuradas pelas abelhas meliferas e matéria-prima da dgua de flor de laranjeira.

Os frutos do tipo baga apresentam-se de diferentes formas e tamanhos, séo cheios de
sabor e aromas e apresenta valioso valor nutricional, eles séo ricos em vitamina C ou &cido
ascorbico e acido folico, assim como uma boa fonte de fibras, sdo livres de gordura, além
disso, eles contém potassio, calcio, fosforo, magnésio, ferro, vitamina A e complexo B,

proporcionando muitos beneficios a saude.

A citricultura brasileira apresenta numeros expressivos que traduzem a grande
importincia econdmica e social que a atividade tem para a economia do pais. Com uma
fruticultura diversificada, o Brasil é um dos maiores pélos mundiais de produgéo de sucos de
frutas. No ano de 2003, as exporta¢des do setor alcangaram US$ 1,25 bilhdo. Do total, 95,5%
corresponde a suco de laranja, do qual o pais é o maior produtor e exportador (MAPA, 2004).
Em cada cinco copos de suco de laranja bebidos no mundo, trés séo produzidos no Brasil. O
estado de Sdo Paulo é o maior produtor de laranja, em 2009 colheu mais de 13,6 milhdes de

toneladas da fruta (IBGE, 2009). As exportagdes do complexo da laranja somaram US$ 1,6
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bilhdo no Estado, em 2009, sendo que 96% desse montante consistiram em suco de laranja. A
exportagdo de suco de laranja congelado ocupou o nono lugar entre os principais produtos
exportados pela economia paulista (CITROSBR, 2010; INVESTE SAO PAULO, 2010). O
setor citricola brasileiro, somente no Estado de Sdo Paulo, gera mais de 500 mil empregos
diretos e indiretos (CITROSBR, 2010).

A Regido Nordeste responde por 9% da produgéo nacional de laranja, constituindo-se na
segunda maior regido produtora do pais, com mais de 118.000 hectares cultivados e mais de
1,7 milhdes de toneladas da fruta. Dentre os estados produtores, o destaque fica com os
estados Bahia e Sergipe, respectivamente segundo e terceiro produtores nacionais (IBGE,
2009). A Paraiba encontra-se no 7° lugar no ranking nacional em volume de produgdo, com
mais de 6 toneladas de laranja (IBGE, 2009). Dessa forma, a citricultura Nordestina aparece
como uma atividade com grande potencial para implementar seu crescimento sobretudo em
fungdo da auséncia de doengas e pragas de grande importancia que se encontram distribuidas

no Sudeste, maior centro produtor.

Neste contexto, a citricultura se apresenta como uma das mais importantes atividades do
agronegdcio brasileiro. No entanto, alguns problemas tém atingido o setor, principalmente os
crescentes danos causados por pragas e doengas. Os danos causados por esses problemas
fitossanitarios interferem diretamente na quantidade e na qualidade das frutas citricas
produzidas. Dependendo da intensidade do ataque sofrido por pragas ou doengas, os danos
deixados na planta podem tornéd-la improdutiva ou levar a sua erradicagio (MARENGO,
2009).

O método de propagacdo mais utilizado nas plantas citricas € a enxertia, raramente séo
cultivadas na forma de pré-franco. O uso da enxertia busca induzir melhor qualidade dos
frutos, aumento e precocidade da produgfo, longevidade das plantas, tolerdncia a estresses
diversos, causados por fatores bidticos (pragas e doengas) e abidticos (salinidade, déficit
hidrico, etc.), preservando as caracteristicas desejadas das copas (POMPEU JUNIOR, 1991).

As dificuldades encontradas pelos produtores de citros em lidar com o surgimento e
manifestagdo de doengas os tém levado a buscarem o auxilio dos centros de pesquisas
especializados em citros. Sendo elucidada uma alternativa racional frente ao usual controle
quimico dessas doengas ou de seus vetores que € a obtengdo de genodtipos com maior
resisténcia aos principais patégenos, através de programas de melhoramento genético e

selegdo dos citros, os quais tém como foco a obtengdo de novas variedades de porta-enxertos
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e de copa com maior tolerdncia ou resisténcia a doengas e pragas, e mais adaptadas a

condig¢des abioticas adversas (MARENGO, 2009)

2.2 Importancia de Phytophthora spp. sobre os Citros.

A Citricultura brasileira ocupa lugar de destaque no agronegocio mundial, no entanto,
a produtividade ainda € considerada baixa, com uma média de produgdo de 2 caixas por
planta em produgdo contra 6 caixas por planta obtidas pelos EUA (FNP CONSULTORIA &
COMERCIO, 2004). Um dos fatores que contribuem para essa situagdo sdo os crescentes
danos causados por problemas fitossanitarios.

A laranjeira e os outros citros podem ser atacados por pragas como o acaro da
ferrugem, a orthezia, a larva minadora (em viveiro ou pomar novo), a cochonilha escama
farinha e broca do tronco (besouros que perfuram tronco e ramos), pulgdes, moscas-das-
frutas, lagartas, cochonilhas e formigas. As doengas mais comuns sdo causadas por fungos:
Verrugose (lesdes nas folhas e brotos), gomose (afeta os ramos, raizes e caule), melanose
(lesdes nos frutos, folhas e ramos), rubelose (ramos e tronco), mancha preta (frutos),
Estiolamento (infecta tecidos de flores e frutos jovens); e por bactérias: Cancro Citrico
(folhas, ramos e frutos), clorose variegada dos citros (folhas e frutos) e Huanblongbing
(Greening — infecta folhas e frutos) (EMPRAPA, 2003).

Existem ainda doengas causadas por Virus: Leprose (folhas, ramos e frutos), Tristeza —
CTV (nanismo, hipertrofia foliar e caneluras nos tecidos) e sorose (copa das plantas); por
Virdides: Exocorte (porta-enxertos) e Xiloporose (folhas e porta-enxerto); e doengas de
causas desconhecidas: Morte subita dos citros, Declinio dos citros e sarampo (EMBRAPA,
2003).

Atualmente existem descritas mais de 35 doengas de importdncia econdmica na
cultura de citros, entre as quais destaca-se a gomose de Phytophthora, causada principalmente
por Phytophthora nicotianae Breda de Hann var. parasitica (Dastur), também chamada de
Phytophthora parasitica, que é uma das principais doengas dos citros (Citrus spp.) € ocorre
em todas as regides citricolas do mundo (Graham & Timmer, 1992). Estima-se que os danos
provocados por organismos do género Phytophthora em citros seja de 10 a 30% da produgéo
citricola mundial (ERWIN & RIBEIRO, 1996).

Existem mais de 90 espécies de Phytophthora sendo a maioria delas consideradas
agentes destrutivos. Dentre suas espécies, onze estdio associadas ao complexo de doengas

causadas por Phytophthora em Citros, sdo elas: P. nicotiana var. parasitica, P. citrophthora,
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P citricola, P. syringae, P. hibernalis, P. palmivora, P. dreschslei, P. cinnamomi, P.
magasperma, P. boehmeriae e P. cactorum. No entanto, apenas duas, P. parasitica ¢ P.
citrophthora, estdo associadas as doengas presentes no Brasil (ROSSETTI, 2001), sendo que
no Estado de Sdo Paulo, P. parasitica esta associada as perdas mais significativas tanto em
viveiros, quanto em pomares (FEICHTENBERGER, 2001).

Os sintomas causados pela infecgdo de Phytophthora ssp. podem variar dependendo
da espécie ou cultivar de citros, da idade da planta, dos 6rgdos onde ocorre o ataque ou das
condi¢des ambientais prevalecentes. A gomose de Phytophthora ¢ um dos problemas
fitossanitarios mais sérios da Citricultura, pois as perdas ocorrem em todas as suas fases, tanto
em viveiros como no campo. Na sementeira, o patégeno pode provocar o tombamento das
plantulas ou mela (damping-off), nos viveiros, lesdes em folhas, brotos e hastes; nos pomares,
ocorrem lesdes no colo e no tronco e podriddes das raizes e radicelas; em pds-colheita, incita
a podriddo parda dos frutos (FEICHTENBERGER, 2001).

A gomose ou “podridiio do pé” é caracterizada pelo escurecimento e morte de tecidos
internos na casca e no lenho, visivel quando removida a casca na regido do tronco da planta,
com exudagdo de goma, mostrando rachaduras e fendilhamentos longitudinais da casca
(Figura 1). A morte do tecido pelas lesdes pode levar ao anelamento na regido do tronco ou
das raizes principais, impedindo o fluxo da seiva elaborada para o sistema radicular e
provocando a morte da planta (GRAHAM & TIMMER, 1992). Além disso, ocorrem sintomas
reflexos da parte aérea, como clorose e queda intensa das folhas correspondendo ao lado do
tronco ou das raizes principais onde ocorrem as lesdes. Os frutos mais préximos ao solo
podem ser contaminados apresentando podriddo seca de cloragdo marrom-parda que

apresentam forte cheiro acre (EMBRAPA, 2003)
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Figura 1. Gomose dos Citros

Condigdes de alta temperatura e umidade relativa do ar e solo sdo favoraveis ao
desenvolvimento da gomose. Praticas culturais mal realizadas, como a falta de aera¢do no
solo e drenagem podem favorecer o seu desenvolvimento (SIVIERO, 2001). Para controlar a
gomose recomenda-se evitar solos pesados e mal drenados; enxertar as plantas a uma altura
de 30 a 40 cm do solo; evitar o acamulo de umidade e detritos junto ao colo das plantas;
podar os galhos inferiores a 80 cm evitando, principalmente a podriddo de frutos; pincelar o
tronco e a base do ramo com um fungicida preventivo antes do inicio da estagdo chuvosa;
evitar ferimentos durante os tratos culturais; inspecionar regularmente os pomares,
examinando a regido da base do tronco (em todo o pomar) e raizes laterais principais (nas
plantas da area foco) (EMBRAPA, 2003).

Atualmente a principal forma de controlar doengas causadas por Phytophthora ssp. € o
uso de porta-enxerto resistentes ou tolerantes, tais como Tangerina Sunki, Citranges,
Citrumelos e Poncyrus trifoliata e limdo cravo, por ser de menor custo, facilmente exeqiiivel
e por reduzir o impacto de produtos quimicos ao ambiente (EMBRAPA, 2003). Porém os

principais porta-enxertos utilizados atualmente apresentam suscetibilidade a Phytophthora

Spp.
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2.3 Phytophthora nicotianae var. parasitica.

O género Phytophthora, pertence ao reino Stramenopila, ao filo Oomicota, a classe
Oomicetes e a ordem Phytiales, ¢ um patégeno distribuido mundialmente que afeta diversas
culturas em regides de clima tropical, subtropical e temperado. Phytophthora nicotianae var.
parasitica (Dastur), também chamado de P. parasitica ou P. nicotianae dos citros, causa
doengas em um grande niimero de espécies vegetais economicamente importantes, dentre as
quais, citros, tomate, fumo, mandioca, cebola, gergelim, ervilha, violeta, e alguns isolados s&o
especificamente patogénicos a um unico hospedeiro (TYLER, 2002).

As principais caracteristicas que diferenciam as espécies de Phytophthora dos fungos
verdadeiros, sdo que as espécies de Phytophthora possuem zodsporos biflagelados, ndo
sintetizam esterdis, embora requeiram um suprimento exdgeno de B-hidroxi esterdis para a
esporulacdo. Além disso, eles possuem paredes celulares compostas por B1-3 e B1-6 glucanas e
celulose, e Orgdos vegetativos diploides. (ERWIN & RIBEIRO, 1996).

O ciclo de vida de muitos oomicetos que infectam raizes consiste de dois ciclos, um
sexual (com produgé@o de o6sporos) e um assexual (com produgéo de zodsporos). Espécies de
Phytophthora podem sobreviver por alguns anos no solo na forma de micélio, esporangio,
cisto, clamidiésporos e odsporos (Figura 2). Em condigdes de baixas temperaturas sdo
produzidas estruturas de resisténcia, como clamidiésporo, odsporo e zodsporo encistado, em
condigdes com excesso de umidade e alta aeragdo essas estruturas podem germinar e produzir,
respectivamente, esporangios ou microesporangios (BELTRAME, 2010).

Em condi¢des favoraveis, como umidade elevada e temperatura entre 21 °C e 30 °C, o
crescimento de Phytophthora spp. € causado pela rapida produgdo de esporingios e zodporos
em tecidos infectados. Dessas condi¢des, o principal fator abidtico que favorece o
desenvolvimento da gomose, é a umidade elevada do solo, pois os zodsporos produzidos
sobre os tecidos doentes necessitam de 4gua para se locomoverem e infectar a planta
(COSTA, 2007).

No geral, a espécie P. nicotianae produzem esporangios apicais e papilados globosos
com pedicelo curto e ndo sdo caducos e o clamidiésporo, bastante abundante, é formado sob
condigdes desfavoraveis ao crescimento micelial, como baixa temperatura, pouca
disponibilidade de nutrientes, de oxigénio, etc. Sob condi¢bes favoraveis pode germinar
indiretamente, produzindo esporangios e zodsporos, ou diretamente, formando micélio

(Figura 2). Necessita também de compatibilidade sexual distintos (A' e A?) em um mesmo
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local, pois ¢ uma espécie heterotilica e apresentam anteridios anfigenos (ERWIN &
RIBEIRO, 1996).
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Figura 2. Ciclo de vida de Phytophthora nicotianae de citros.

Como esse patogeno pode viver durante muito tempo no solo gragas a suas estruturas
de resisténcia, ao encontrar condigdes favoraveis ao seu desenvolvimento, pode causar danos
irreversiveis aos citros. Portanto, faz-se necessario compreender tanto a fisiologia de
Phytophthota spp. como seus mecanismos genéticos e bioquimicos na interagdo com as
plantas, visando a redugéo e erradicag@o de gomose em citros através do desenvolvimento de

melhores praticas de controle.
2.4 Interagiio Planta — Phytophthora

Patégenos usam sistemas de secregfo especializados e sinais alvos, um processo que €
essencial para promover doenga e parasitismo (SCHORNACK et al, 2010). As plantas
apresentam diferentes meios de resposta para se defenderem dos constantes ataques por
patogenos. Esses meios envolvem mecanismos de resisténcia conhecidos como pré-formados
ou constitutivos (ativos antes da chegada do patogeno) e mecanismos de resisténcia pos-
formados ou induziveis (ativados ou aumentam os niveis dos compostos pré-existentes apds o
ataque do patégeno). As reagdes causadas pela infecgdo do patégeno produzem alteragdes no

fenotipo da planta, provocados por processos bioquimicos e fisiolégicos, portanto €
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necessario o reconhecimento do patégeno por parte da planta para que ela ative suas respostas
bioquimicas e estruturais de defesa (COSTA, 2007).

A interag@o entre Phytophthora e plantas envolve uma gama de troca de sinais, nos
quais se incluem defesa por parte da planta, ataque por parte do patégeno e inibi¢do de uma
ou mais ag¢des dos componentes envolvidos. Essa interagdo ¢ mediada pela agdo dos
componentes do sistema imune inato das plantas (similar aos mecanismos de “imunidade
inata” dos animais), cujos fendtipos sdo resisténcia especifica de hospedeira — resisténcia
gene-a-gene (interagdo Avr-R) e resisténcia basal ou de ndo hospedeira — resisténcia de todos
os gendtipos de uma espécie de planta a todas as ragas de uma espécie de patégeno (interagdo
PAMP-PRR), como também por moléculas efetoras de patdgenos, que sdo proteinas que
entram (no citoplasma) em células vegetais e tem como fungdo principal suprimir as vias de
transdugdo de sinais que mediam as repostas de defesa de plantas (TYLER, 2008).

As moléculas sinais que s3o reconhecidas por receptores e induzem qualquer resposta
de defesa das plantas sdo chamadas de eliciadores. Os eliciadores podem ser enddgenos,
quando liberados pela propria planta (geralmente oligogalactunorideos ou outros oligdmeros
de parede) ou exdgeno, quando provenientes do patogeno (geralmente sdo os componentes da
parede celular microbiana ou moléculas virais); quanto a especificidade, podem ser:
Especificos, quando codificados por genes de aviruléncia (Avr) do patégeno ou quando sdo
resultantes da a¢@o ou degradagio do produto desses genes; e Inespecificos que induzem uma
reagdo de defesa inespecifica, através de estruturas moleculares conservadas em patogenos,
que ndo sdo encontradas em células hospedeiras, conhecidas como ‘Padrdes Moleculares
Associados ao Patogeno’ (PAMPs) (RESENDE, 2006). Os eliciadores disparam uma cascata
de sinalizagdo nas plantas, induzindo reagdes de defesa contra virus, fungos, bactérias ou
nematoides, tais reagdes incluem desde mudangas celulares até moleculares, incluindo a
produgdo de fitoalexinas e varias proteinas PR (RESENDE, 2006).

Em contraposi¢do aos eliciadores, as espécies de Phytophthora apresentam proteinas
efetoras tipicas capazes de atravessar a membrana plasmatica do hospedeiro e, uma vez dentro
das células, suprimem a sinalizag8o de defesa da planta hospedeira, por ligagdo as proteinas
“alvo de efetores”, levando aos sintomas da doenga. Apesar de serem totalmente divergentes
em suas sequéncias primdrias, elas estdo agrupadas em diferentes classes de efetores: efetores
apoplésticos, secretados nos espagos extracelulares, onde eles interagem com alvos
extracelulares e receptores de superficie; e efetores citoplasmaticos, que sdo translocados para

dentro da célula vegetal do hospedeiro (KAMOUN, 2006).
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De acordo com o local de agdo das moléculas efetoras no hospedeiro, elas podem ser
classificadas em duas categorias: efetores extracelulares ou apoplésticos, os quais sdo
secretados € permanecem no meio extracelular, interagindo com alvos extracelulares e
receptores de superficie; e efetores citoplasmaticos, os quais atravessam a membrana da célula
hospedeira e sdo translocados para o interior das células através de estruturas especializadas,
como vesiculas e haustorios, que geralmente se desenvolvem dentro do limite da parede

celular da planta, e invaginam para dentro da célula do hospedeiro (HARDHAM, 2010).

2.5 Efetores de phytophthora

Patogenos filamentosos, tais como fungos e oomicetos patogénicos de plantas,
secretam um arsenal de moléculas efetoras que modulam a imunidade inata e capacitam a
infecgdo parasitica. Atualmente ja estd cientificamente aceito que estes efetores sdo os
determinantes chaves que capacitam a infecgdo parasitica (OLIVA et al., 2010). Os efetores
sdo moléculas secretadas pelo patogeno, incluindo bactérias, fungos, nematdides e oomicetos,
que interagem com o hospedeiro, manipulando a estrutura e fungéo de suas células de modo a
facilitar a infecg¢o (fatores de viruléncia ou infecgfo) e/ou provocando respostas de defesa
(fatores de aviruléncia ou eliciadores) (KAMOUN, 2006).

Entre os efetores Apoplasticos incluem-se enzimas hidroliticas, como proteases,
lipases e glicosilases que provavelmente degradam o tecido vegetal. J4 no que se refere aos
efetores citoplasmaticos de Phytophtora spp. existe uma relagdo de numerosos genes
candidatos, entre estes incluem os mais notaveis do tipo RXLR e CRN (Crinkling and
Necrosis-Inducing Protein). O mapeamento dos genes de aviruléncia de patégenos oomicetos
e a disponiblidade das sequéncias génicas de Phytophthora infestans, Phytophthora sojae e
Phytophtora ramorum permitiram identificar que os genes que codificam para proteinas
efetoras de oomicetos, descobertos até agora, apresentam um dominio N-terminal RXLR, ou
seja, contém o motivo do amino-terminal Arg-X-Leu-Arg (em que X representa qualquer
amino4cido) o qual se especula ser o responsavel pela entrega da proteina no interior das
instalagdes celulares, seguido de um dominio adjacente na regido C-terminal, o qual se
apresenta bastante diversificado (HARDHAM, 2010).

Presume-se que os efetores com motivo RXLR entram no interior das células
hospedeiras de modo a promover a infec¢do. No entanto, a grande diversidade dessas
proteinas possibilitou identificar genes que suprimem a resposta de defesa da planta, como

também genes que ativam os mecanismos de defesa por parte da planta (TYLER, 2008).
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2.5.1 Efetores Citoplasmaticos do tipo CRN (Crinkling and Necrosis-Inducing Protein) ou
Crinkler

As proteinas CRNs (Crinkling and Necrosis-Inducing Protein) recebem esta
denominagéo por induzir morte celular que causam um fenétipo de enrugamento nas folhas,
quando expressas sistemicamente em plantas. Efetores CRNs sdo proteinas modulares que se
caracterizam pela presenga de uma sequéncia lider secretéria predita na regido N-terminal,
denominada peptideo sinal, seguido por um dominio definido por motivo LXFLAK
conservado, mas ndo invariante (Figura 3). O motivo LXFLAK € considerado a maior
caracteristica que define porteinas CRNs. A maioria da proteinas CRNs, depois do dominio
LXLFLAK, conduzem ainda um diversificado dominio DWL que termina com o motivo
HVLVXXP, o qual forma uma jungéo onde estdo fusionados os dominios C-terminal (OLIVA
et al, 2010). Os motivos LXLFLAK e HVLVXXP sdo considerados hot spots de
recombinag@o génica, a qual é possivel ser comprovada pela diversidade de dominios na
regido C-terminal originando a diversidade de genes presentes nesta familia. Enquanto o N-
terminal funciona na translocagfio dessas proteinas para a célula hospedeira, o C-terminal
codifica a atividade efetora (HAAS et al., 2009; SCHORNACK et al., 2010).

~ Dominios Divergentes

1 1 (e/ou): DA; DAB; DBF; DC; DCC,DDB; DDC; DFA; DGB; DFC;
Dominio LFLAK Dominio DWL  DG; DHA; DHB; DHC; DHD; DJ; DM; DN10; DN17; DNS; DN7;
! ] DO; DX8; DXR; DXW; DXX; DXD
! \ J
Regilio N-Terminal !
Regiiio C-Terminal

Figura 3. Representa¢do esquematica da estrutura de efetores CRN, indicando as regides N-

terminal e C-terminal e os motivos € dominios que as compdem.

Efetores do tipo CRN sdo codificados por uma ampla familia de genes CRNs
encontrados expandidos nos cromossomos como regides repetidas, como resultado de eventos
de maltipla duplicag@o génica e recombinagfo intragénica (HAAS, 2009). Muitas vezes genes

CRN s clusterizam no genoma incluindo multiplos genes e pseudogenes. Estes efetores foram
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identificados inicialmente a partir do sequenciamento de ESTs de Phytophthora infestans e
atualmente constituem a segunda maior familia de efetores intracelulares com mais de 300
genes e 390 pseudogenes CRNs descritos, sendo, 196 e 255 em P. infestans, 100 e 102 P.
sojae € 19 e 42 em P. ramorum, respectivamente, porém pouco se sabe sobre suas fung¢oes
durante o processo de infecgdo (HAAS, 2009).

O conhecimento da estrutura e fungfio dos efetores de patégenos e os danos que eles
causam nas plantas ¢ uma condi¢@o para o entendimento da base molecular da patogenicidade
e da doenga. Assim, andlises moleculares mais detalhadas, possibilitario novas estratégias
para a manipulag@o de plantas, levando-as a resisténcia a patdgenos oomicetos (KAMOUN,
2005).

2.6. Importincia da Bioinformatica para identificagio e caracterizagio de genes

candidatos a efetores.

A bioinformética ¢ uma nova ciéncia que surge da associagdo de vdrias linhas de
conhecimento, como a engenharia de softwares, a estatistica, a matematica, e principalmente,
do o casamento entre a ciéncia da computagdo e a biologia molecular, visando o
armazenamento e interpretacdo de um vasto arsenal de sequéncias génicas, originadas dos
seqiienciadores automaticos de DNA (PROSDOCIMI et al, 2003). Essa ciéncia permitiu
armazenar a informagdo genética em banco de dados, que podem ser considerados, segundo
Prosdocimi e colegas (2003) como “uma colegdo de dados inter-relacionados, projetado para
suprir a necessidade de um grupo especifico de aplica¢des e usudrios”.

Atualmente a grande quantidade de informagdes de sequéncias de aminoécidos e
nucleotideos, produzidas principalmente pelos projetos Genoma, Transcriptoma e Proteoma,
estdo armazenadas em bancos de dados publicos, disponibilizados a nivel nacional e
internacional, com uma estrutura organizada, atualizada, rdpida e de facil acesso
(PROSDOCIMI et al, 2003). Um dos bancos de dados mais utilizados em Bioinformética € o
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), é um banco de dados publico, de seqiiencia de

nucleotideos e proteinas, com anotagdo de informagdes bioldgicas e bibliograficas; O
GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information) é um dos maiores
repositérios de informagdes bioldgicas existentes, contendo as seqiiéncias dos genomas e as
respectivas regides anotadas e bem documentadas (NCBI, 2010).

Os investimentos na construg@o de bancos de dados tém aumentado significativamente

com o crescente numero de dados produzidos, resultando em bancos cada vez mais
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especificos, como por exemplo o banco de dados gendmicos de sequéncias expressas durante
interagéo planta—patégeno in vitro e in planta - o CitEST/PP, proviniente do Banco de Dados
de Genoma de Citros (CitEST) do Centro APTA Citros Sylvio Moreira

(http://biotecnologia.centrodecitricultura.br/).

O GitEST/PP surgiu com o intuito de facilitar a investigagdo sobre a fisiologia e
genética de Phytophthora parasitica, durante interagdo com Citros, visando a compreenséo
dos mecanismos de patogenicidade e desenvolvimento de novas técnicas de controle das
doengas causadas por esse patogeno em Citros. Duas bibliotecas de cDNA foram produzidas a
partir de duas diferentes condi¢gdes de cultivo de P. parasitica: uma in vitro, o isolado foi
cultivado em meio liquido de cenoura e seu micélio foi repicado 40x e cultivado nas mesmas
condigdes; e uma in planta, com inoculagdo do patégeno na laranja, visando ativar sua
patogenicidade. As bibliotecas clonadas em vetores plasmidiais e fragmentos de cDNA
isolados de tais vetores foram seqiienciados, produzindo pequenas sequéncias que
representam etiquetas de genes expressos, ou ESTs (Expressed Sequence Tags) de PP,
armazenadas no banco de dados especifico (ROSA et al., 2007; TARGON et al., 2007).

Segundo Prosdocimi e colegas (2003) as etapas de armazenamento e identificagdo das
sequéncias nucleotidicas produzidas envolvem os seguintes processos e seus principais
programas:

L. Base calling: Processo de leitura dos dados brutos oriundos do seqiienciador. Principal
programa € o PHRED;

II. Mascaramento de Vetores: Exclusdo ou mascaramento de regides contaminantes na
sequéncia produzida. Principal programa é o CROSS-MATCH;

ITI. Agrupamento das sequéncias: Montagem dos contiguos (contigs) através do agrupamento
dos pequenos fragmentos de DNA seqiienciados. Principais programas sdo o PHRAP ¢ o
CAP3 ;

IV. Anotagdo Geénica: Identificagdo das sequéncias obtidas. Principais programas sfo o
Repeat Masker, o Genscan, o tRNAscan-SE, o BLAST, o Iterpro e o Gene Ontology.

Além de armazenar a bioinformatica dispde de programas computacionais para andlise
das sequéncias génicas, que proporcionam o reconhecimento dos genes, o alinhamento das
sequéncias, a reconstrucdo de arvores filogenéticas, a analise de dados de expressdo génica e
de interagdo entre os genes, a previsdo de estruturas de proteinas e montagem de fragmentos.
Nesse contexto, a utilizagdo de ferramentas computacionais para a identificacdo de genes
candidatos que preencham uma lista de critérios especificos, seguida pela anilise e valida¢do

desses genes candidatos por ensaios funcionais, tais como expressdo in planta e avaliagdo da
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atividade dos eliciadores, tem sido usada com sucesso para identificar sequéncias de efetores
de Phytophthora spp. em bancos de dados especificos. (KAMOUN, 2006).
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3 METODOLOGIA

Este trabalho € parte de um projeto maior intitulado INCT de genémica dos citros,
aprovado pelo CNPg/Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia sob coordenagdo de Dr.
Marcos Antonio Machado, pesquisador do Centro APTA Citros Sylvio Moreira,
Cordeirépolis-SP, do qual a Universidade Federal de Campina Grande € institui¢do
colaboradora, sob coordena¢dio da Profa. Dra. Magnolia de Araujo Campos. As atividades
desenvolvidas neste trabalho foram realizadas no laboratério de Biologia Molecular do Centro
de Educacdo e Satide, Campus de Cuité da UFCG, e nos Laboratérios de Biotecnologia e

Fitopatologia do Centro de Citricultura APTA Sylvio Moreira.

3.1 Selecio de genes efetores candidatos:

As ESTs (Expressed Sequence Tags) que codificam para proteinas efetoras do tipo
CRN (Crinkling and Necrosis-Inducing Protein) usadas nesse trabalho sdo provenientes do
banco de dados do genoma funcional e comparativo dos citros - CitEST/PP
(http://biotecnologia.centrodecitricultura.br/) de Phytophthora nicotianae var. parasitica,

isolado virulento IAC095, Centro APTA Sylvio Moreira, em Cordeir6polis SP. As ESTs

foram isoladas por meio de duas bibliotecas de cDNA, construidas apés inducdo de P.
nicotianae in planta e subcultivo in vitro por 40 repicagens (40X), as quais compdem o
CitEST/PP (ROSA et al., 2007; TARGON et al., 2007). As 06 sequéncias dos genes do tipo
CRN foram obtidas usando palavras chaves no banco de dados CitEST e o Programa Gene
Project (CARAZZOLLE et al., 2007) e por comparagdo, usando o programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997) com sequéncias iscas de P. infestans que codificam para proteinas
efetoras citoplasmaticas disponiveis no GenBank NCBI (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). As
sequéncias usadas como iscas foras: PITG_22435 (Acesso: XM_002909767) e PITG 22154
(Acesso: XM_002909910).

3.2. Caracterizacio molecular in silico de genes efetores do tipo CRN (Crinkling and
Necrosis-Inducing Protein) de Phytophthora nicotianae de citros

Clusters das ESTs obtidas foram construidos usando o programa CAP3 (Contig
Assembly Program) (HUANG & MADAN, 1999) dentro do Gene Project CitEST. Em
seguida as sequéncias consensos de cada contig e as singlets que ndo foram agrupadas nos

contigs, foram comparadas com seqiiéncias de aminodcidos de proteinas homélogas
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depositadas no GenBank, usando o programa BLASTx (ALTSCHUL et al, 1997).
Posteriormente, foram verificadas a existéncia de uma ORF (Open Reading Frame) completa
em cada sequéncia e a presenca e localizagdo de sitios de clivagem nos peptideos sinais,
usando o programa SignalP 3.0 (NIELSEN et al., 1997, BENDTSEN et al., 2004). O
alinhamento final das seqiiéncias de aminodacidos foi obtido no Clustal W (Multiple Sequence
Alignment) (HIGGINS, 1994).

3.3 Desenho de primers especificos para genes CRN de P. nicotianae de citros:

Com o programa PelrPrimer 1.1 (MARSHALL, 2004) para PCR quantitativo em
tempo real, primers especificos para genes CRN de P. parasitica, foram desenhados dentro
das ORFs, presentes nas sequéncias consensos geradas pela clusterizagdo usando CAP3
(HUANG & MADAN, 1999), via Gene Project no banco de dados CitEST, obedecendo os
seguintes pardmetros: Amplicons de 50-150 pb sdo fortemente recomendados; Tamanho
adequado do primer entre 10-24 pb; Contetdo de G/C no range de 20-80%; Esquivar-se de
Runs de um nucleotideo idéntico. Isto é especialmente verdade para Guanina, onde Runs de 4
ou mais Gs devem ser esquivados; Tm = 58 a 60°C; Os 5 nucleotideos do 3’ terminal devem
ter ndo mais que 2 G e/ou C bases. A sintese foi feita pela Invitrogen do Brasil SA, e as

sequéncias estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos primers desenhados para reagdes de PCR quantitativo em tempo real

para genes do tipo CRN.
Sequéncia Tamanho do Tm* % G/IC
fragmento
5° AAGAAGTTGAAGAAGGGCGA 3’ 20 pb 61,74 45%
5° GAAATCGGATCCTCTCCTTG 3’ 20 pb 61,68 55%

*Temperatura de melting (anelamento)

3.4 Obtencdo da separagio das diferentes fases do desenvolvimento assexual

Phytopththora nicotianae in vitro

3.4.1 Descrigiio do isolado de Phytophthora e condigdes de cultivo
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A indugdo da produgdo, isolamento, pureza e monitoramento microscopico das
diferentes fases do ciclo de vida de P. nicotianae foram realizados na clinica Fitopatolégica
do Centro APTA de Citros Sylvio Moreira, Cordeirépolis/SP. O isolado utilizado foi o
IAC095 de Phytophthora nicotianae var. parasitica, proveniente do Centro APTA Sylvio
Moreira do Instituto Agrondmico de Campinas. Buscando ativar a patogenicidade, o patégeno
foi inoculado em Laranja “Péra”, em varios pontos da superficie do fruto, depois as regides de
inoculagdo foram tampadas com esparadrapo (sem Oxido de zinco), e os frutos foram
mantidos em um recipiente fechado com cdmara umida sob temperatura ambiente ate que 3/4

do fruto apresentassem os sintomas.

3.4.2 Isolamento

Em fluxo laminar os frutos foram desinfectados com élcool absoluto por 1 min, depois
colocado em hipoclorito por 2 min e depois lavado em é4gua destilada e autoclavada. Apds
desinfestagio dos frutos, pedagos da casca foram transferidos para placas de Petri, com meio
de cultura cenoura-agar contendo os antibidticos ampicilina e rifamicina e um antifingico o
Aderosol e, em seguida, incubados em cdmara BDO a 25° por aproximadamente 96 horas.
Apos esse periodo, o material foi transferido para novos meios de cultura, sendo distribuidos
3 discos de micélio ja purificado para o meio liquido de canoura em Erlenmeyers, e 3 para o
meio sélido de cenoura em placas de Petri, para obtengdo das diferentes fases do ciclo de

vida.

3.4.3 Obtencgdo das fases

As fases de micélio, espordngios cheios, esporangios vazios e zoosporos foram obtidos de
acordo com os procedimentos adaptados de COSTA (2007). O micélio puro foi retirado do
meio liquido apés 11 dias de cultivo, antes que comegasse a produzir esporangios. O meio de
cultura foi eliminado e o micélio armazenado em papel aluminio e colocado em N; liquido e
posteriormente armazenado a -80°C.

A hifa com esporangios cheios foi retirada do meio de cultura sélido apés 20 dias de
cultivo, de maneira que produzisse a maior quantidade de espordngios e ndo liberassem os
zo6sporos. O material foi coletado da mesma maneira como citado para o micélio puro.

Para coletar a fase de hifa com esporangios vazios, retirou-se do meio de cultura sdlido
ap6s 20 dias de cultivo e acrescentou-se agua destilada e autoclavada, a 4°C, até que cobrisse
toda a superficie do micélio. O material foi levado a geladeira por 2 horas, e a partir desse

periodo foi monitorada a liberagdo do zo6sporo. O micélio contendo os esporéngios vazios

A
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foram retirados e colocados em N e, posteriormente, armazenado a -80°C. A 4gua gelada foi
centrifugada a 12000 g, por 10 min em tubos Falcon. O sobrenadante foi descartado e o

preciptado, contendo zo6sporos, congelado em Ny, posteriormente armazenados a -80°C.

3.5 Isolamento do RNA das fases de P. nicotianae

De cada fase obtida, exceto da fase de zoodsporos, foi extraido o RNA total visando
posterior analise da expressdo de genes do tipo CRN por PCR quantitativo em tempo real. A
extragdo do RNA foi realizada no Laboratério de Biotecnologia do Centro APTA de Citros
Sylvio Moreira, Cordeiropolis/SP. O RNA total das fases de Hifa somente, hifa com
esporangios cheios e hifa com esporingios vazios foi extraido em solugéo de Trizol — Fenol
guanidina isotiaocianato — (Lifes Technologies/Invitrogen). Os RNAs foram tratados com
DNase (Invitrogen) para eliminar qualquer contaminagdo com DNA gendmico e,
posteriormente, purificados com cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1) e fenol, precipitados

em etanol e mantidos em agua tratada com DEPC.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Identificacdo e caracterizacio molecular de genes do tipo CRN (Crinkling and

Necrosis-Inducing Protein) de Phytophthora nicotianae var. parasitica

Usando a estratégia de busca por comparagdo, seis sequéncias expressas (ESTs) de
genes do tipo CRN (Crinkling and Necrosis-Inducing Protein) de Phytophthora nicotianae
var.  parasitica  foram  selecionada no banco de dados  CitEST/PP

(http://biotecnologia.centrodecitricultura.br/) usando o programa BLAST (ALTSCHUL et al.,

1997) e sequéncias homologas de Phytophthora spp. que codificam para proteinas efetoras

citoplasmaticas do tipo CRN, disponiveis no GenBank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Estas ESTs foram agrupadas usando o programa CAP3 (Contig Assembly Program) (Huang e
Madan, 1999) em 4 clusters, sendo 2 contigs, contendo 2 ESTs/cada, e 2 singlets. A
comparagdo das sequéncias dos 2 contigs e dos 2 singlets, usando o programa BLASTx
(ALTSCHUL et al, 1997), revelou que as seqiiéncias de aminoacidos deduzidas
compartilham similaridade de sequéncia com proteinas de Phytophthora infestans da familia
crinkler depositadas no GenBank (Tabela 2). Todas as sequéncias selecionadas foram

encontradas expressas na biblioteca de Phytophthora parasitica induzida in planta.

Tabela 2. Distribui¢do de ESTs de Phytophthora parasitica de citros do tipo CRN (familia
Crinkler) em clusters e similaridade da sequéncia de aminoacidos deduzidos com proteinas do
GenBank.

Contig 1 Phytophthora infestans 149/231
(PtTG_1 9588) (65%)

Contig 2 02 981 Phytophthora infestans gblEEY54662 4e-43 113/173
(PITG_23175) (66%)

PP14-C7-802- 1 858 Phytophthora infestans gblEEY65423 2e-46 135/188
082-A05-CT.F (PITG_16581) (72%)

PP14-C7-802- 1 798 Phytophthora infestans gbl|EEY54046 4e-39 147/256

125-A07-CT.F (PITG_22832) (58%)
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A anélise das sequéncias dos contigs e singlets pela busca por ORFs (Open Reading
Frame), usando o programa ORFFinder, revelou a existéncia de possiveis regides
codificadoras para genes do tipo CRN e suas sequéncias de aminoacidos deduzidas. Nos
contigs 1 e 2, bem como nas singletes 1 e 2, estruturas do tipo ORFs foram encontradas
contendo 819, 586, 630 e 783 nucleotideos de comprimento, respectivamente. Estes possiveis
genes foram denominados PPCRNLI (Phytophthora parasitica CRN-like gene 1), PPCRNL2,
PPCRNL3 e PPCRNLA4, os quais estdo mostrados nas Figura 4, Figura 5, Figura 6 e Figura 7,
com as estruturas primarias deduzidas das suas respectivas proteinas. Por esta andlise,
sequéncias codificadoras dos genes PPCRNLI, PPCRNL2, PPCRNL3 e PPCRNLA4, codificam
para proteinas precursoras de 272, 186, 209 e 260 aminoédcidos de comprimento,
respectivamente, dos quais 118, 114, 118 e 120 aminoacidos compdem a regido N-terminal,
altamente conservada em efetores CRN. Entretanto, anélises em bancos de dados gendmicos
de Phytophthora spp., descritas por Torto et al. (2003), revelaram que as CRNs formam uma
complexa familia de proteinas relativamente grandes, contendo entre 400-850 aminoacidos de
comprimento. Portanto, o comprimento dos genes PPCRNL descritos neste trabalho
representa sequéncias parciais desses genes, contendo codons de parada prematuros.

A presenga de cddons de paradas prematuros dentro de regides codificadoras para
genes em sequéncias de bancos de dados gendmicos pode ser devido a existéncia de mutagdes
génicas ou erros de seqiienciamento. Na familia de genes CRN de P. infestans evidéncias de
recombinag@o e conversdo génica ja foram relatadas. Motivos LXLFLAK e HVLVXXP sdo
hot spots de recombinagdo génica, a qual € possivel ser comprovada pela diversidade de
dominios na regido C-terminal originando a diversidade de genes presentes nesta familia. Por
outro lado, Haas e colegas (2009) demonstraram que em torno de 255 genes CRN encontrados
no genoma de P. infestans estdo fragmentados ou rompidos, e presumivelmente ndo
funcionais. Para os autores, o fato de muitos dos pseudogenes terem apresentado poucas
mudangas de bases é um indicativo de conversdo recente para pseudogenes.

Portanto, apesar das sequéncias expressas estudadas terem sido induzidas em
Phytophthora parasitica apds infec¢do in planta, se os genes PPCRNL sdo pseudogenes,
precisa ser demonstrado. Neste sentido, uma anélise de bioinformética acurada deve fornecer

dire¢Ses para a elucidagé@o dessa hipotese.
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1 atggtgaagctcttctgtgctatcgttggagtggcgggaagtgct
M v K L F C A I V G V A G S A
46 ttctccgtgcgagtggacgagagcgactcagtggatgacttgaag
F S v R Vv D E S8 D S VvV D D L K
91 aaggcgatcaaggggaagaacccagcaacgatcacttgcgacgcc
K A I K G K N P A T I T C D A
136 aacgacctgcgtctcttcctggcgaaggcggaggacaacgcgtgg
N D L R 'L ¥ L A K A E D N A W
181 ctgtcgagcctcagtgaagatgtaaagaagttgaagaagggcgag
L §s §s L S E D V K K L K K G E
226 aagactgctctcgtcgaatctctaacgcacgaagacaaggagatg
K T A L VvV E 8§ L T H E D K E M
271 cagggagaggatccgatttctgaatacctggaaggcatggacgct
Q G E D P I S E Y L E G M D A
316 ccgaaaatgaaacagattcacgtgctggtggtggttccgtatcca
P K M K Q I H v @+ % . & Y P
361 gaacaggcgcaagttgacatggtccacgagtcattatcgectgget
E Q A Q VvV D M V H E S L S L A r"Ej
406 cgacaagctagtgttcgccaatcgcggatggaaatgcgacttgag K&
R Q A 8§ V R Q S R M E M R L E ?Qf
|
i

451 caacttgcggcctctttaccacacaaaaacagcaagtcctacact
Q L A A S L P H K N S K S Y T ‘
496 gatgggacattgggtcaacttttgctagaaagattgaaaaaggac | mon
b 6 T L 6 Q L L L E R L K K D {5
541 aaaatgttctttgatgtcccaccaactgatgatggggaagcattt
K M F F DV p P T D D G E A F
586 tggtcggccgacattcagcttcaagccaatgccattcagaatgag
W S A D I Q L Q A N A I Q N E
631 gctgctttcgacgecctttattactccgtatttcagtgacatctta
A A F DA F I T P Y F S D I L
676 gacagctgtggtctagtcttcgtcaatagcgagagatatgaatgg
D s ¢ G L VvV F VvV N S E R Y E W
721 ttgtcccagtctacactcgtgaccaagagtaccgatcttaaccct
L §$S ¢ s T L v T K S T D L N P
766 gatgggtttgcgactcaccgcggggatgtatcgtggcaagccagt
D G F A T H R G D V S W Q A S
811 accaaatga 819
T K *

Figura 4. Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos do gene PPCRNI. A
sequéncia do peptideo sinal amino-terminal predita esta sublinhada. O motivo caracteristico
de efetores LXLFLAK e o motivo HVLVXXP do dominio adjacente DWL estdo marcados

em cinza.
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1 atggtgaagctcttttceccagategt tggggtggcgggaagogcy
MV KILVFSPIVGVAGSA
46 ttoccggtggatatcgacgatggegggtaggttgecgecattgaag
F PV DIDUDG GG SVAATULTK
91 gacgcgatcaaggggaagaactcaaagacgatcacatgcgatgec
DA I KGI KNS KTTITCDA
136 aaggacctgcagctcttcecttgegaagaaggecggacggcgegtgg
KD &GO L F I # X K ADGA AW
181 ctctcatcgaaggatcoctgacgtgatctctatgegaagecggaggtt
LS SKDU&PDVISMRSGUV
226 attcctgagcaagtgaagacactgatgaacgtggaagtggacccy
I P EQV KT LMNDNVE V DP
271 gcagacgatattggggacgtatttgaaggtgctccgacgaagaag |
A DDIGU DV FETGAZPTIKHK
316 acagttcacgtgetggtggtggttocggaageggt tggtgggtca :
T VRN & V¥ ¥V ¥ P EAV GG S b
361 acgagtgaggcatccaagttggatcacctegttgataaggtogac
T S EA S KL DHULVDIKVD
406 cgactgtaccaccaactgaacaagactgggctgggaagacgacaa
RL YHQULNIE KT GULGU RRDQQ
451 gttatgccactogacocgegacttteccagtcetttttgaatacgat
VM PLDPRILSSULUFEYD
496 tgcatgtgtagaagggctgatacgoccecgegacgggtteggatte
CMCURRADTU®PRDGTFGF
541 aaggaactggtaagcaagtag 561
K E L VS K *

Figura 5. Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos do gene PPCRN2. A
sequéncia do peptideo sinal amino-terminal predita estd sublinhada. O motivo caracteristico
de efetores LXLFLAK e o motivo HVLVXXP do dominio adjacente DWL estdo marcados

em cinza.
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1 atggtgaagttagtgtgtgcggtcgttggtgtggcgggaagcgca
M VvV K L v..C A V V GV A G S A

46 tttcctgtggagatcgacgcgggtcaattagtgggagacttgaag
F P V E I D A G Q L V G D L K

91 gacgcgatcaaggggaagaaccaagcaacgatcacttgcgacgcce
DA I K GKNOQA ATTI TC D A

136 aaggacctgcagctcttcctggcgaaggcggaggacaacgcgtgg
K b B @ L ¥ LA B A E B N A §

181 ctgtcgagcctcactgaagatgtgaagaagttgaagaagggcgag
L S S L T E D V K KL K K G E

226 aagactgctctcgtcgatgcgctaacgcacgaagacaaggagatg
K T A L v DAL T HE D K E M

271 cagggagaggatccgatttctgaatacctggaaggcatggacgct
Q G E DPI S EYULE G MDA

316 ccgaaagtgaaacagattcacgtactggtggtggttccgtatcca
P KV K Q I & ¥ & ¥ W % E Y P

361 gaacaggcgcaagttgacatggtccacgagtcattatcgctggcet
E Q A Q VDMV HE S L S L A

406 cgacaatcttgtgttctccaatcgcggatggaaatgcgacttgag
R Q $s ¢C v L Q S R M E MU R L E

451 caacttgtggcctctttaccacacaaaagcagcaagtcctacact
Q L v A S L P H K S S K S Y T

496 gatggggcattgggtcaacttttgctagaaagattgaaaaaggac
D G A L G Q L L L ER L K K D

541 aaaatgttctttgatgtcccaccaactgatgatggggaagcattt
K M F F DV P P T DD G E A F

586 tgggtcggccgacattcagcttcgagccaatgccattcagaatga 630

W V G R H S A S S Q ¢C H s E *

Figura 6. Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos do gene PPCRN3. A
sequéncia do peptideo sinal amino-terminal predita estd sublinhada. O motivo caracteristico
de efetores LXLFLAK e o motivo HVLVXXP do dominio adjacente DWL estdo marcados

em cinza.
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1 atgagcatgttgcagctgttctgtgegetecgttggagtgaaggga
M S M L Q9 L F C A L V G V K G
46 aacgccttctccgtgacgatcgatgcgagecgagtectgtggatgac
N A F S Vv T I D A S E S V D D
91 ttaaagaaggccatcaagaaggagaaggagaacaagatcaagtgc
L K K A I K K E K E N K I K C
136 gatgcagatgagctgcagctgttcctcgeccaaggagggcgacgac
DA DE 0.0 ¥ I B K E G B D
181 aagtggctcgaatcaagcacagatgatgttaagaagctcaagaaa
K W L E $§ 8 T D D V K K L K K
226 ggggaaaagactgctcttatcgaagcgctgacacatgaagaccat
G E K T A L I E A L T H E D H
271 gcacttgatggggagtttggtcttgaggaggttcttgagggcatg
AL D G E F G L E E V L E G M
316 ccagaaccgaaaaccaagcaaattcacgtgttggtggtggttccg
P E P K T K Q I 8 ¥ & Vv ¥ V b
361 gaaggtgatcaggcgcaaagggatgaggaacgtgcacttccgaga
E G D QA Q R D EE R A L P R
406 acgactgtcctaaacgagccggagaagttcgcggaggaatgtatg
T T v L N E P E K F A E E C M s
451 tcactgacagaatggggcgttgacgctgtacacgagattccattg <,
S L TEWGTYVODA AV VUHTETI P L ©
496 atctggaagtttatgagcagcttgggcggatgcaccagaaacgga ! Boea
I w K F M S S L G G C T R N G
541 aagattttttggcgattggaagacaagcaggtcgtatcgatactt
K I F W R L E D K Q V V 8 I L
586 gttgatggatggtttcgagagtctactgttggcaacatcaatgtg
v D 6 W F R E 8§ T V G N I N V
631 cgcgcaaacaaaaaagcatctcatgggatcgccggcattggeagt
R A N K K A S H G I A G I G S8
676 cgcactgttgtgtggatggctttatctcggtcacaaaggcggacyg
R T v v W M A L S R 8 Q R R T
721 atgcatgacgaagtttcggtcaagaggggttngccgganatcccce
M H D E V S V K R G X P X I P
766 ccgactttaaaaaagtga 783
P T L K K #*

Figura 7. Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos do gene PPCRN4. A
sequéncia do peptideo sinal amino-terminal predita estd sublinhada. O motivo caracteristico
de efetores LXLFLAK e o motivo HVLVXXP do dominio adjacente DWL estdo marcados

em cinza.

O motivo LXLFLAK, caracteristico dessa familia de efetores, o qual é parte do
dominio LFLAK, também estd presente na regido N-terminal dos 04 provaveis efetores
PPCRNLSs, posicionado de forma conservada sob alinhamento com sequéncias homdlogas
(Figura 8). Além desses, delimitando a regido N-terminal com a C-terminal, o motivo
HVLVXXP pertencente ao dominio DWL também estd presente nas PPCRNLs de
Phytophthora parasitica. Estes dados sugerem que este polipeptideo predito apresenta regides
conservadas tipicas na regido N-terminal dessa familia de genes de patogenos, a qual esta

envolvida na secregdo desses efetores para o interior das células hospedeiras.
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A LXLFLAK HVLVVVP

PPCRIL3 1
PPCRNLA 3
PITC23273 1
PITG17176 |
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Regido N-terminal

PCRNL1 : as
PCRNL2 : g9
PCENL3 : B 3¢
PCRENL4 : [ 3%
PCRNL1 : i 478
PCRNL2 : : 178
BCRNL3 : -
PCRNL4 : : 178
PCRNLL : : 267
PCRNL2 : : 261
PCRNL3 : : 267
PCRNL4 : : 267
* 280 * 300
pcrRNLL : AREREEAETEEY cc TeTfEdaTa i 356
pcRNL2 : GRedcccdRcalicea ceilceTA : 344
PCRNL3 : € & AceATee iol TA : 356
PCRNL4 : T & e TTRGGT GA GGT : 386

Figura 8. Comparagdo de sequéncias da regiio amino-terminal de membros da familia
crinkler de Phythopthtora parasitica com sequéncias homologas. A. Comparagdo de
sequéncias de aminoéacidos, demonstrando regides conservadas tipicas de efetores CRN.
sinais. B. Comparagdo de sequéncias de nucleotideos, demonstrando a divergéncia entre os
genes PPCRNL. O alinhamento foi realizado usando o programa CLUSTALW. O programa
GeneDoc foi usado para sombrear homologias. A seta a esquerda indica o sitio de clivagem

dos peptideos sinais, enquanto que & direita indica o inicio da regifio carboxi-terminal.

Nesta regido N-terminal, os primeiros 17, 22 e 19 aminodcidos das proteinas
deduzidas PPCRNL1, PPCRNL3 e PPCRNLA4, respectivamente, apresentam caracteristicas
tipicas de peptideos sinais, que incluem o comprimento, um nucleo hidrofébico e um sitio de
clivagem situados entre os aminoacidos 17 ¢ 18 (AFS-VR) para PPCRNLI, 22 e 23 (IDA-
GQ) para PPCRNL3, e 19 e 20 (AFS-VT) para a PPCRNLA4, de acordo com os critérios de

()
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probabilidade do SignalP-NN e SignalP3-HMM (NIELSEN et al., 1997; BENDTSEN et al.,
2004). Entretanto, embora possua elevada identidade de aminoédcidos com os preditos
peptideos sinais de PPCRNL1, PPCRNL3 e PPCRNL4, os 15 primeiros aminodcidos de
PPCRNL?2 foram preditos apenas pelas probabilidades definidas no SignalP3HMM, sendo
para peptideo sinal de 0.658 e para sitio de clivagem de 0.358 entre os aminoécidos 15 e 16
(GSA - FP). HMM calcula a probabilidade de a sequéncia submetida conter um peptideo sinal
ou ndo. Também revela a probabilidade de um "Sinal Ancora", anteriormente denominado de
Peptideo sinal ndo clivado. Depois disso, o sitio de clivagem ¢ assinado pela pontuagdo da
probabilidade junto com as pontuagdes para as regides do Peptideo Sinal (NIELSEN et al.,
1997; BENDTSEN et al., 2004). Segundo Haas et al. (2009), a maioria (60%) dos efetores
CRNss possuem um peptideo sinal predito. Aquelas que faltam o peptideo sinal predito sdo
tipicamente encontradas em familias CRN contendo membros com sinais de predi¢do. Se
PPCRNL?2 possui sinal de secregdo ou peptideo sinal ndo clivado precisa ser determinado.
Estes dados sugerem que a regifio N-terminal desses efetores parece funcional.

Em efetores CRNs, o peptideo sinal estd implicado na secre¢éo desse peptideo para o
lado de fora do patégeno. A demonstragdo de que o N-terminal de CRNs, mais
especificamente o motivo LXLFLAK, media a transloca¢io de dominios efetores C-terminal
para dentro da célula hospedeira foi feita recentemente por Schornack e colegas (2010), os
quais desenvolveram um ensaio de translocagdo usando a espécie modelo Phytophthora
capsici. Uma vez que todos os efetores de oomicetos possuem peptideos sinais em suas
regides N-terminal e que estes peptideos podem ser preditos juntamente com os respectivos
sitios de clivagem, bancos de secretoma de fungos e oomicetos vém sendo gerados por
ferramentas computacionais (RAFAELLE et al., 2010).

Além dos dominios da regido N-terminal, na regido C-terminal de efetores CRNs ja
foram encontrados de 1 a 3 dominios diferentes, podendo alguns estarem repetidos.
Entretanto, uma diversidade de 36 dominios diferentes foram relatados até o momento,
envolvendo CRNs de P. soja, P. infestans e P. ramorum (HAAS et al., 2009). A analise da
regido C-terminal de PPCRNLs revelou trés regides conservadas dentro de PPCRNLI e
PPCRNL3 (Figura 9.A). J4 em PPCRNL2 foram encontrados trés regides distintas e
duplicadas (Figura 9.B), enquanto que em PPCRNL4 ndo revelou qualquer padrdo de
sequéncia (Figura 9.C). O alinhamento das sequéncias de nucleotideos da regidio C-terminal
dos 04 genes PPCRNLs revelou um elevado grau de divergéncia génica, sem regides
conservadas (Figura 9.D). Uma maior anélise dessa regido poderia elucidar sobre a existéncia

de dominios funcionais ainda ndo descritos, ou a existéncia de mutagdes que possam ter
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levado a perda de fungdo caracteristicas de pseudogenes ou, ainda se existem significativos
erros de seqiienciamento. O seqiienciamento desses genes também contribuird para melhorar a

qualidade das anélises e confirmar essas hip6teses.
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VORHSASSOCHSE

A

AMPLOFRLSSLEEYD RLIHG u'x-r RRA4P LD PRLS S LFE UDCUCRRADTPROG

FOFKELVSK B
ECDOAQRDEERALFRTTVLNEPERFAEECHS LTEWCVDAVHE I PLIWKIMS S LCCCTRICKI FWRLEDKOVVS I LVDGHWERES TV! jI;ITNR}dEH'? I8

ACIGSRTVWHMALSRSORRTMHDEVSVKRCEPRIPPTLRK

PCRNL1 : GCTACTGT 1 444

PCRNL2 : TGG crc AT GGTCGACCG OTG : 430

PCRNL3 : CAT TuT : : 444

PCRNL4 : G ecacrrcceAGAn CCGGBGAAG e ceat 2 T : 445

PCRNL : : £33 £

PCRNL2 : : 516 ¥ ©

PCRNL3 : 3 553 &0

PCRNL4 : : 524 ——, |
b
i

5 580 600 * 620 ‘ ‘

BCRNL1 : ff} SR GTCCCACC e T G acElicall EeafFERRINT : 621 | B

PCRNL2 : [ 2 EEGA b AAGG E 2 A AGH c GMSACTCHEeHCR : SS6 | =

BCRNL3 : Lf} A GTCCCACCA T G 2 cAlNTEeeT : 622

PCRNL4 : CfiGR2 g Ty~ ———————————— TCGTATRE, T TG~ S -TGEYREGTTIC : 595

* * 68 700

PCRNLi : GAG rrr creadircriic cTRTIE : 699

PCRNL2 : e GG lelatt ccacac : 685

PCRNL3 TTT scccCTCTTiN 1 700

PCRNL4 e CGCGT Joem G cc : 663

* 760

PCRNL1 : A TETE G- T e TS GAGTA GG GC-GA x 783

PCRNL2 : ccagiccaidEa c -AG ATCAGetCCATCCG AAG TCTG TG : 774

PCRNL3 : £S5 e ACCA NSRSV G GCCAR : 785

BCRNL4 : CTGTENE TGHEE TTT E—— sr-a<' JGGCGE c——-- ----- GG ¢ 733

* 320 * 830 *

PCRNL1 : [scc--clHEE Td:c-—AAGEEAG : ATTTCGATTTGGAGTAGCAGAARG : 864

PCRNL2 : [$TGC GRAEGE AAAGGAGGGGGG rrr GECEGGAGGECGETCCCCAGEEE @ 863

PCRNL3 : CCCG! b T \, SR ETTETCRARAN =~ o i 858

PCRNL4 : TCRA G chc GACTTTN AR AR 798

500 * $20 * 940 * 560 * 8

PCRNL1 : ARGARATTGITCGACTGCATCATTTITGTITTGAAAGCAAGCTCAGTATT
PCRNL2 : CCGCGAGGTGTTAACGCRAGTCCGGGTEEGEAGEATAGRAGGCEGEETTICGGAGGCACCTARGTGCACGCTGAGARATGECGACTCTTEEE
PCRNL3 :

PCRNL4 : ——-~ =

g * 1000
PCRNL1 :
PCRNL2 : GGARAARACCCCCCCCGCGTCACGGRAAGT
PCRNL3 :
PCRNL4

0

L |

8

I

Figura 9. Comparagdo de sequéncias da regido carboxi-terminal de membros da familia

crinkler de Phythopthtora parasitica entre si. A, B e C. Comparagdo de sequéncias de
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aminoacidos, demonstrando regides conservadas. D. Comparagdo de sequéncias de
nucleotideos, demonstrando a divergéncia entre os genes PPCRNL. O alinhamento foi
realizado usando o programa CLUSTALW. O programa GeneDoc foi usado para sombrear

homologias.

Na busca por indicativos de dominios homoélogos para a regido C-terminal de
PPCRNLs, foi realizado um estudo comparativo por meio da andlise de BLASTx de cada
regido separadamente (Tabela 3). Todas as sequéncias de melhor similaridade foram
caracterizadas por Haas e colegas (2009) como sendo genes do tipo crinkler. Observou-se que
as sequéncias de melhor similaridade por BLASTx mudaram comparando-se a andlise da
sequencia total com a sequencia N-terminal e C-terminal, exceto para PPCRNL3, em que a
melhor similaridade encontrada para a sequencia total é a mesma para a sequencia N-terminal,
aumentando ainda mais a porcentagem de similaridade entre elas. Em todos os casos, a
porcentagem de similaridade aumentou quando a anélise foi realizada com as sequéncias da
regido N-terminal e que os dominios descritos presentes mudam. Curiosamente, a comparagdo
da regidio C-terminal das sequéncias homologas com a mesma regido das sequéncias C-
terminal de P. parasitica ndo produziu um alinhamento 6timo. Portanto, essas anélises
preliminares ndo foram conclusivas sobre eventuais dominios presentes nesta regido das
PPCRNLs, necessitando de futuras anélises complementares, uma vez que se trata da regido
que apresenta atividade efetora.

Estudos recentes sobre a localizagdo subcelular de diversas regides C-terminais de
CRNs dentro das células das plantas revelaram que elas acumulam dentro do nucleo das
plantas de uma maneira dependente do fator de importagdo nuclear do hospedeiro, importina
a e, no caso de CRNS, dependente da localizagdo nuclear funcional (NLS) (SCHORNACK et
al., 2010). A morte celular induzida por CRN8 requer seu acumulo no nicleo do hospedeiro,
sugerindo que efetores CRN tém alvos e perturbam processos nuclear do hospedeiro. Os
autores propuseram que, durante a infec¢@o por oomicetos patogénicos de plantas, efetores

CRN traficam para o nicleo da célula hospedeira para promover a viruléncia.
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Tabela 3. Similaridade da sequéncia de aminoacidos deduzidos das regides N-terminal e C-

terminal de genes de Phytophthora parasitica de citros do tipo CRN (familia Crinkler) com
proteinas CRN de Phytophthora infestans (HAAS et al., 2009; GenBank).

TOTAL

PCRNL1 02 NTER

C-TER
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PCRNL2 02 N-TER

C-TER

TOTAL

PCRNL3 1 N-TER

C-TER
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2e-31
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(65%)
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(88%)
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(52%)
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4.2 Iniciando os estudos de expressio de genes de P. parasitica
4.2.1 Primers especificos para genes CRN de P. parasitica

Dois primers especificos para genes CRN de P. parasitica de Citros foram desenhados
utilizando o programa PelrPrimer para PCR quantitativo em tempo real e sintetizados pela
Invitrogen do Brasil SA., sendo um forward que ir4 copiar a fita sense, € um reverse, para
copiar a fita antisense. Estes primers serdio usados para amplificar fitas molde de ¢cDNA
(DNA complementar a fita de RNA mensageiro), que serdo utilizados em futuras reagdes de
gPCR. Futuros primers também serdo desenhados de modo a amplificar o maior numero de

genes do tipo CRN de P. parasitica.

4.2.2 Obten¢do de fases do desenvolvimento assexual de Phytopththora nicotianae de

citros in vitro.

Neste trabalho foram obtidas as seguintes fases do crescimento de P. nicotiana dos
citros: hifa, hifa com esporingio cheio, hifa com esporangio vazio e zodsporos. Durante o
ensaio de obtengdio das fases foram monitoradas com preparagdo de laminas e visualiza¢do
sob microscopio, visando identificar a presenca das fases em estudo (Figura 10). Utilizou-se
os procedimentos descritos por COSTA (2007) e as facilidades do laboratério da Clinica
Fitopatologica do Centro APTA de Citros Sylvio Moreira, Cordeiropolis sp. As fases obtidas
foram usadas para extragio de RNA total, exceto zoosporos devido a pequena quantidade
obtida. Os RNAs isolados encontram-se disponiveis para a realizagdo das futuras analises de

expressao.
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Figura 10. Micrografias de fases do ciclo de vida de P. nicotianae var. parasitica obtidas
para isolamento de RNAm e estudo quantitativo da expressdo de genes do tipo CRN. A.

Micélio. B. Hifa com esporangio cheio. C. Esporingio liberando zoésporos. D. Hifa com

esporangio vazio.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Este é o primeiro relato da caracterizagdo da estrutura de genes do tipo CRN de

Phytophthora nicotiana de citros;

Quatro genes do tipo CRN sdo expressos em Phytophthora nicotianae de citros durante

interacdo com a planta;
Os quatro genes estudados apresentam sequéncias parciais;

Sequéncias de aminoacidos deduzidas dos quatro genes apresentam regido N-terminal
conservada e bem caracterizada e regido C-terminal muito diversificada e diferente das

conhecidas até o momento;

Os possiveis efetores do tipo CRN estudados séo parte do secretoma de Phytophthora

nicotianae de citros

Estudos futuros contribuiro para a clonagem, completa caracterizag@o da estrutura de
genes CRNs de Phytophthora nicotianae de citros, bem como sua caracterizagdo
funcional;

E possivel obter as fases de hifa, hifa com esporangios cheios e hifa com esporangios

com rapidez e eficiéncia.
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