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RESUMO

Estudos de interacdo planta-patégeno ao nivel histolégico tém sido realizados
através de bioensaios, colocando o patdégeno em contato com tecidos de plantas e
observando estes através de microscopia. Estas observacbes microscédpicas da
infeccdo ou penetracdo podem ser estudadas através de acompanhamentos em
diversos tempos apés inoculacdo ou também podem ser acompanhados ao decorrer
da infeccdo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar folhas de laranjeira
azeda inoculadas com Phytophthora parasitica, agente causal da doenca gomose,
por meio de microscopia de luz em diferentes tempos apds a inoculacdo pelo
método de isca modificado. Micélio do isolado IAC095 de P. parasitica, proveniente
do Centro APTA Sylvio Moreira, foi inoculado em agua junto com discos de folhas de
laranjeira e a interacao planta-patégeno foi acompanhada em oito tempos diferentes,
0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 e 96 horas apds inoculacdo. Como resultado observou-se
que o patégeno é atraido pelos discos foliares de laranja azeda, imediatamente. O
local de maior atragéo imediata do patdgeno é pelos vasos condutores primarios e
secundarios feridos. Apés a inoculacao, as hifas se fixaram nos vasos condutores 12
horas e ainda ndo as 0 horas; um aumento na proliferacdo de hifas ocorre entre 36 e
48 horas; a perda da coloracdo esverdeada dos discos de folhas para tonalidade
verde lodo ocorreu as 60 horas; e as 96 horas foram observadas necrose e presenca
do patégeno no ambiente intercelular. A visualizacao de estruturas de reproducao do
patégeno ocorre as 12 horas para esporangios e as 60 horas para o aparecimento
de clamidésporos. Portanto, o método de isca modificado é viavel para estudos de
interacao citros-Phytophthora parasitica ao nivel histol6gico.

Palavras-chaves: interagédo planta-patdgeno; bioensaio; penetragdo; microscopia de

luz.



ABSTRACT

Histological plant-pathogen interaction studies have been achieved through
bioassays, by putting the pathogen in contact with the plant tissues and subsequent
observations by microscopy. These macroscopically observations of infection or
penetration can be studied through accompaniments at different time intervals after
inoculation as well as monitored over the course of the infection. In this context, the
aim of this work was to analyze sour orange leaves inoculated with Phytophthora
parasitica, causal agent of the citrus gummosis disease, by using of light microscopy
at different times after inoculation and the modified traps method. Mycelium of the P.
parasitica IAC095 isolate, from the Center APTA Sylvio Moreira, was inoculated in
water with citrus leaf discs and plant-pathogen interaction was monitored in eight
different times, at 0 , 12, 24 , 36 , 48 , 60 , 72 and 96 hours after inoculation. As
results, it was observed that the pathogen is attracted by the sour orange leaf discs,
immediately. The site of greatest immediate attraction of the pathogen is the primary
and secondary drivers injured vessels. After inoculation, hyphae fixed on conductor
12 hours vessels and not at 0 hours; an increase in the proliferation of hyphae is
between 36 and 48 hours; the loss of green staining of leaf discs to tint green slime
occurred at 60 hours; and at 96 hours it were observed necrosis and the presence of
the pathogen in the intercellular environment. The visualization of sporangia
reproduction structures of the pathogen has occurred at 12 hours, while the
appearance of chlamydospores was at 60 hours. Therefore, the modified trap method
is practical to study citrus-Phytophthora parasitica interaction at histological level.

Keywords: plant-pathogen interaction; bioassay; penetration, light microscopy.
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1 INTRODUCAO

A histologia da interacdo planta-patégeno é um recurso eficiente que tem
permitido estudar os processos de infeccdo, esclarecendo os eventos de pré-
penetragdo, penetracdo e colonizagdo dos tecidos do hospedeiro, além de
evidenciar possiveis mecanismos estruturais de resisténcia (ARAUJO; MATSUOKA,
2004). A interacdo hospedeiro-patdégeno é visualizada como um sistema Unico e
totalmente novo, o qual depende da planta e do patégeno em intima relacdo com o
meio ambiente (TEXEIRA, 2011).

A citricultura € uma atividade que foi introduzida no Brasil no inicio da
colonizacédo, onde encontrou condigdes mais adequadas para producado do que na
propria regido de origem Asiatica, expandindo-se por todo o territério Nacional. O
desenvolvimento de diversas tecnologias voltadas para aplicagdo no setor citrico
promoveu 0 avango e o estabelecimento da atividade, permitindo assim que a
citricultura brasileira se expandisse, ganhando grande importancia econémica no
pais e no mundo. O Brasil detém atualmente mais da metade da produgcao mundial
de suco de laranja, exportando 98% da sua producéo. No entanto, pragas e doencgas
causadas por fungos e oomicetos patogénicos sdo responsaveis pela perda de
milhGes de arvores na cadeia produtiva de citros.

A doenca gomose causada por Phytophthora parasitica € ainda um grande
desafio encontrado na citricultura, pois predomina na maioria dos viveiros e em
todos os pomares comerciais do Brasil, causando grandes perdas na producéo,
devido afetar severamente o sistema de produgdo de mudas em extensas areas de
pomares (LARANJEIRA et al., 2005).

Este género de patdogeno produz proteinas efetoras tipicas capazes de
atravessar a membrana plasmatica do hospedeiro (KAMOUN, 2006). Efetores
apoplasticos sdo secretados no espago extracelular, onde eles interagem com alvos
extracelulares e receptores de superficie. Efetores citoplasmaticos séao
transloucados para dentro da célula vegetal presumivelmente através de estruturas
especializadas como vesiculas de infec¢cdo e haustorios, que invaginam para dentro
das células hospedeiras vivas. Portanto, a determinacdo de metodologias para o
estudo da interacao citros-Phytophthora e que sejam préaticas e rapidas sdo de

grande interesse.
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Uma estratégia para deteccdo da presenca de Phytophthora parasitica em
solo foi descrita por Grimm e Alexander (1973), denominada de método de isca. Este
método consiste como armadilhas em suspensdes de solo para o isolamento de
Phytophthora ssp. patogénico para citros. No nosso Laboratério de Biotecnologia —
LBiotec, no Centro de Educacédo e Saude — CES, Campus Cuité da Universidade
Federal de Campina Grande — UFCG, Sousa (2013) realizou estudos visando a
ativacao da patogenicidade e recuperacao de P. parasitica mantida ap0s sucessivos
subcultivos axénicos, os quais incluiram o teste para recuperagdo do patégeno a
partir da inoculacao artificial de laranja e a partir de folha de laranjeira azeda
inoculada com base no teste de isca modificado. Em ambos os casos, o patégeno foi
recuperado com sucesso, indicando que o método de isca modificado pode ser
utilizado para estudos de interacao citros-Phytophthora.

Neste sentido, este trabalho enfoca um estudo temporal da interacéo citros-
Phytophthora, através de visualizacdes microscopicas em oito tempos (0, 12, 24, 36,
48, 60, 72 e 96 horas apds a inoculacao, h.a.i.) em folhas de laranjeira azeda,

utilizando o método de isca modificado de Sousa (2013).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

e Analisar folhas de laranjeira azeda inoculadas com Phytophthora parasitica,

por meio de microscopia de luz em diferentes tempos apés a inoculagao.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Obter informacdes microscopicas sobre a interacédo de micélio de P. parasitica
em discos de folhas de laranjeira em diferentes tempos apés inoculacao.

e Otimizar extragdo de RNA da mistura de folhas de laranjeira e micélio de P.
parasitica em diferentes tempos apdés a inoculagdo, nas condicdes do
Laboratério de Biotecnologia do CES.
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2 REVISAO DE LITERATURA

No cenario mundial, o Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador
de suco de laranja, produzindo 80% de todo o suco que € comercializado
mundialmente (NEVES et al., 2011; VIANA et al., 2004). O patégeno Phytophthora
parasitica € um oomiceto, causador da gomose em citros e prevalece na maioria dos
viveiros e em todos os pomares comerciais do Brasil, devido atacar severamente o
plantio de citrus, e assim trazer diversos prejuizos na economia brasileira se
tornando um dos problemas fitossanitdrios mais sérios da citricultura
(FEICHTENBERGER, 2001).

2.1 Interacao Planta — Patogeno

As doencas de plantas podem ser caracterizadas como um mal
funcionamento das células do hospedeiro e seus tecidos que resulta de uma
irritacdo continua gerada por um agente patogénico ou pelo ambiente (AGRIOS,
2004). Este desequilibrio nas funcdées da planta €& prejudicial e leva ao
desenvolvimento de sintomas, provocando dano ao hospedeiro com este tipo de
interacdo. As doencas em plantas foram notadas desde a antiguidade, quando o
homem passou a se alimentar a base de produtos agricolas cultivados proximos a
sua moradia. Porém, a incidéncia de doengas em plantas pode ser reduzida por
praticas apropriadas de cultivo e pelo uso de pesticidas (QUIRINO; BENT, 2003).

A interacdo planta-patbgeno pode ser entendida como uma luta pela
sobrevivéncia entre dois organismos. Para que haja interacdo direta entre planta-
patdgeno, se da a partir do reconhecimento do hospedeiro, onde compreende-se na
deteccdo do patdgeno no tecido vegetal, que se da por meio de propriedades
quimicas, elétricas e fisicas (TYLER, 2002). De um lado, o patégeno desenvolve
armas quimicas para atacar o hospedeiro em potencial, enquanto este, através de
mecanismos estruturais e/ou bioquimicos, procura se defender do patéogeno. A
interagdo hospedeiro-patdgeno deve ser visualizada como um sistema unico e
totalmente novo, o qual depende da planta e do patégeno em intima relacdo com o
meio ambiente (TEXEIRA, 2011).

De acordo com Flor (1956), o reconhecimento planta-patégeno pode ocorrer

por diversos fatores de ambos, ou seja quando a planta possui um gene dominante
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de resisténcia que corresponde a um gene de aviruléncia em um determinado
patdgeno. Assim como uma unica planta pode conter varios genes de resisténcia,
patdgenos também pode ter varios genes de aviruléncia. As plantas possuem varios
mecanismos de defesa, fazendo com que as mesmas sejam capazes de
desencadear inumeras respostas frente ao ataque do patégeno, a fim de evitar a
infeccao do patégeno em seus tecidos (SCHORNACK et al., 2009).

2.2 Interacao Citros-Phytophthora

Phytophthora parasitica € um oomiceto, causador da gomose em citrus e
prevalece na maioria dos viveiros e em todos os pomares comerciais do Brasil por
atacar severamente o plantio de citrus, trazendo diversos prejuizos na agricultura e
economia brasileira tornando assim um dos problemas fitossanitarios mais sérios da
citricultura (KAMOUN, 2006). As espécies mais comuns e importantes encontradas
no Brasil sdo Phytophthora citrophthora e Phytophthora parasitica, sendo a ultima
mais preocupante, devido atacar severamente os plantios (SIVIERO, 2001). Os
principais sintomas de gomose em plantas de citros sdo: escorrimento de goma do
tronco, rachadura na casca e podriddao do tronco, podendo afetar e expandir para as
raizes. Por ser um patégeno habitante de solo, pode sobreviver por alguns anos na
forma de micélio, esporangio, cisto, clamiddsporos e o6sporos (FEICHTENBERGER,
2001).

Os danos causados por esse patdbgeno podem chegar a causar diversos
prejuizos na citricultura brasileira, pois suas perdas podem ocorrer desde 0s
sistemas de producdo de mudas, quanto na quantidade e qualidade das frutas
citricas produzidas, causando grandes perdas na sua economia devido as perdas
que ocorrem em todas as fases da cultura de citros, tanto em viveiros como em
pomares comerciais do Brasil e do mundo (LARANJEIRA et al., 2005).

A comunicacdo molecular entre Phytophthora e plantas envolve uma
magnitude de trocas de sinais. Este género de patdgeno possui proteinas efetoras
tipicas capazes de atravessar a membrana plasmatica do hospedeiro e, uma vez
dentro das células, suprimem a sinalizacdo de defesa da planta hospedeira por
ligacao as proteinas ‘alvo de efetores’, levando os sintomas da doenga (KAMOUN,
2004). Entretanto, ao longo do processo coevolutivo, as plantas desenvolveram um
complexo sistema de defesa denominado de proteinas de resisténcia de plantas
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(proteinas R) que podem detectar um efetor e/ou um complexo de “efetor-proteina
alvo” e induzir mecanismos de resisténcia, ou pela ligagdo de um eliciador nao-
especifico ou geral denominado Padrdo Molecular Associado a Patogeno (PAMP)
que estao localizados na membrana plasmatica do hospedeiro que podem resultar
em uma resposta rapida estimulando numa morte celular localizada chamada de
resposta de hipersensibilidade (HR). (TYLER, 2008). Dessa forma, efetores sao
moléculas que manipulam a estrutura celular do hospedeiro e funcionam facilitando
e desempenhando a infeccao (fatores de viruléncia) ou disparando respostas de
defesa (fatores de aviruléncia) (KAMOUN, 2006; TYLER, 2008).

De modo geral, efetores de oomicetos podem ser classificados em duas
classes baseadas nos seus sitios alvos na planta hospedeira. Efetores apoplasticos
sdo secretados no espago extracelular, onde eles interagem com alvos
extracelulares e receptores de superficie. Efetores citoplasmaticos sao translocados
para dentro da célula vegetal presumivelmente através de estruturas especializadas
como vesiculas de infecgdo e haustérios, que invaginam para dentro das células
hospedeiras vivas (KAMOUN, 2006) Efetores de patégenos também séao
potencialmente capazes de reprogramar a célula hospedeira para promover a
nutricdo do patégeno, através da producao e liberacdo de nutrientes ou através da
formagcao de estruturas de alimentacdo especializadas, tais como haustérios nos
casos de fungos e oomicetos.

2.3 Estudos histolégicos de interacao planta-patégeno

Estudos de interacao planta-patégeno ao nivel histologico tém sido realizados
através de bioensaios, colocando o patdégeno em contato com tecidos de plantas e
observando estes através de microscopia. Estas observagdes microscopicas da
infeccdo ou penetracdo podem ser estudadas através de acompanhamentos em
diversos tempos apds inoculagdo ou também podem ser acompanhados ao decorrer
da infecgcdo. Estudos desse nivel tém sido realizados utilizando microscopia de luz,
microscopia eletrénica de varredura, microscopia eletronica de transmissao e
microscopia confocal, ou seja, desde as mais simples até as mais sofisticadas.

Por exemplo, estudos histolégicos da interacdo planta-patégeno foram
realizados por Vaz et al. (2011), através de microscopia eletronica de varredura para
entendimento de infeccdo e penetracdo de Phytophthora palmivora com pupunheira
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realizado em diferentes tempos. Estes autores observaram que a partir de 6 horas
apos inoculacdo o processo de colonizagdo do hospedeiro jA encontrava-se em
andamento e que tanto em 6 quanto 12 horas apo6s inoculacdo foi observado
zo6sporos encistados e esporangios aderidos a epiderme das plantas.

Graca (2007), em estudos de penetracao e condicdes favoraveis a infeccao,
demonstrou que a penetracdo de Cylindrocladium pteridis em folhas de eucalipto
ocorre tipicamente por estbmatos e que nao houve diferenga na penetracdo do
patdgeno entre folhas jovens e velhas, embora a severidade da doencga aconteca de
forma mais elevada em folhas mais velhas.

Estudos histolégicos também tém sido realizados visando analisar a
penetragcdo de patdgeno em plantas susceptiveis e resistentes. Neste sentido,
Escanferla (2011) analisou o ataque de Phytophthora nicotianae em citros e
acompanhou a penetracao e formagcédo da doenga. Assim, aspectos relacionados a
histologia e bioquimica de plantas susceptiveis e resistentes foram descritos através
de visualizacdes em diversos tipos de microscopia. Este pesquisador relata que,
apos a inoculacao em citros, Phytophthora nicotianae apresentou pouca quantidade
de hifas no tecido do hospedeiro citrumeleiro Swinge (resistente), indicaram que a
diferenca na interacéo entre Phytophthora nicotianae com planta citrumeleiro Swinge
(resistente) e tangerina Sunk (susceptivel). Ja em estudos realizados com tomateiro,
Araljo e Matsuoka (2004) avaliaram, por meio de microscopia eletrbnica de
varredura, eventos de pre-penetragédo, penetracao e colonizagédo do fungo Alternaria
solani nos tecidos, visando compreender o processo de infeccao em planta
resistente e susceptivel e observou que o trabalho n&o mostrou diferencas
morfolégicas entre a superficie foliar dos dois gendtipos de tomateiro, devido ambos
terem se mostrado semelhantes tanto em microscopia de luz quanto em microscopia
eletrénica de varredura.

Portanto, a histologia da interacao planta-patégeno € um recurso eficiente
que tem permitido visualizar, comprovar ou determinar os processos de infecgéo,
esclarecendo o0s eventos de pré-penetragdo, penetracdo e colonizagdo de
patdgenos nos tecidos do hospedeiro, além de evidenciar possiveis mecanismos
estruturais de resisténcia (ARAUJO; MATSUOKA 2004).
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizadas nos Laboratério de Biotecnologia (LBiotec)
do Centro de Educacdo e Saude — Universidade Federal de Campina Grande,
localizada na cidade de Cuité, estado da Paraiba (FIGURA 1).

Figura 1 — Imagens do Laboratério de Biotecnologia do CES, onde foi realizada

a pesquisa

Fonte: Arquivo pessoal

3.1 Descricao e condicoes de cultivo do isolado de Phytophthora parasitica

O isolado utilizado neste trabalho é o IAC095 de Phytophthora nicotianae var.
parasitica, proveniente do Centro APTA Sylvio Moreira do Instituto Agronémico de
Campinas, Cordeiropolis SP. O cultivo do patdégeno foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia do Centro de Educacdo e Saude — CES, da Universidade Federal de
Campina Grande — UFCG, Campus Cuité, de acordo com instrugbes do Laboratorio

de Fitopatologia do referido Centro. Todo manuseio do patégeno foi realizado sob
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condicOes assépticas, sob capela de fluxo laminar vertical e cultivado em placas de
Petri contendo o meio cenoura-agar (CA) (500 ml de agua destilada, 100g de
cenoura e 10g de agar) autoclavado. Para a realizacao do experimento, a cultura foi
crescida sob luz constante a 25 °C, durante 8 dias (FIGURA 2).

Figura 2 — Cultivo de Phytophthora parasitica para realizacao do experimento

Fonte: Arquivo pessoal

3.2 Determinacao da regiao do tecido vegetal que P. parasitica possui maior
atracao de contato

Para verificar se o patégeno era atraido por determinadas regides dos discos
de folhas de laranjeira azeda, foi realizado um novo bioensaio, utilizando o mesmo
método descrito no item 3.2, diferenciando apenas nas identificacées das regides de
perfuragdo no tecido foliar. As perfuragdes foram feitas na nervura central (vaso
condutor primario) e nas nervuras laterais (vasos condutores secundarios), como
demonstrado na Figura 5. As coletas dos discos foliares para analises microscopicas

foram realizadas nos tempos 0 e 12 horas ap6s a inoculagao.



Figura 3 — Demonstracao de perfuracoes realizadas na nervura central e

nervuras laterais de folhas de laranjeira azeda

Fonte: Arquivo pessoal

24
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3.3 Bioensaios de interacao de folhas de laranjeira-Phytophthora parasitica

O bioensaio para estudo da interacao e penetracao temporal de Phytophthora
parasitica em folhas de laranjeira azeda foi realizado pelo método de isca
modificado, conforme adaptado por (SOUSA, 2013). Os tempos estudados foram 0,
12, 24, 36, 48, 60, 72, e 96 horas apos inoculacao (h.a.i.), com 5 repeticdes por cada
amostra. As folhas jovens foram coletadas de uma planta de laranjeira azeda
presente no Horto Florestal Olho d’agua da Bica, localizado nas imediagdes do
CES/UFCG (FIGURA 3).

Figura 4 - Laranjeira azeda presente no Horto Florestal estudada neste trabalho

Fonte: Arquivo pessoal

Discos foliares de laranjeira azeda, com 3,0 mm de didametro, foram obtidos
com o auxilio de um furador de metal. Cada amostra de 1g de discos foliares foi
inoculada com micélio raspado a partir de duas placas, cultivadas de acordo com a
descri¢éo do item 3.1. O micélio foi raspado com ajuda de pingas e transferido para
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um Becker contendo 100 mL de agua destilada estéril. A montagem do bioensaio foi
totalizada em 40 amostras (FIGURA 4), contendo agua estéril, micélio e discos de
folhas de laranja/cada. Em seguida, as amostras foram mantidas a temperatura de
282 C, sob luz constante, até o momento da coleta, de acordo com os tempos
estudados. Imediatamente ap6s a coleta nos referidos tempos, as amostras foram
observadas e fotografadas sob microscépio de luz e o RNA total foi extraido do mix

folha- Phytophthora de todas as repeticoes.

Figura 5 - Imagem demonstrativa de amostragem do bioensaio

Fonte: Arquivo pessoal

3.4 Extracao de RNA

O RNA total foi extraido do mix folha-Phytophthora de todas as repeti¢oes,
nos tempos de 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 e 96 h.a.i., com cinco repeticbes/cada,
usando o RNeasy Plant Mini Kit (QIAgen) adaptado para as condigbes do
Laboratorio de Biotecnologia do CES.

Para obtencdo da eliminacdo das ribonucleases foi feita uma solucado de
DEPC (dietil pirocarnonato), onde todo material utilizado na extracédo foi tratado no
DEPC por um periodo de 12 horas e, em seguida, foram autoclavados a 120°C por
30 minutos, para eliminacdo do mesmo. A mistura de tecido vegetal e micelial e
agua foi transferida para tubos de polipropileno de 15 mL (Falcon) e centrifugada por
10 minutos a 4.000 r.p.m. para eliminacado de agua. O tecido vegetal e micelial de
cada amostra, recuperados por centrifugacao, foram macerados, utilizando cadinho
e pistilo, em solugdo tampao de extracdo Buffer RLC (QIAgen) e tampéo de
maceracao (0,5 M de NaCl, 100 mM de Tris-HCL pH 7,5, 10 mM de EDTA, 1 U de
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inibidor de proteinase). O macerado foi homogeneizado em agitador vortex,
incubado por 2 minutos até obter 56°C em banho maria. Logo apds a amostra
contendo o lisado foi passada para a coluna QiaShedder e centrifugado por 2
minutos a 12.000 r.p.m em seguida foi adicionado 0,5 volume de etanol absoluto no
filtrado. Posteriormente, aplicou-se a amostra em coluna RNeasy e centrifugou
durante 15 segundos a 10.000 r.p.m. Em seguida, o RNA preso a coluna foi lavado
1X com 700 pL do tampao RW1 (QlAgen) e duas vezes com 500 uL de tampao RPE
(QlAgen) por centrifugacao durante 15 segundos a 12.000 r.p.m./cada. Apés
centrifugagcdes, o RNA foi eluido da coluna usando 30 pL de agua livre de RNase e
centrifugacao por 1 minuto a 12.000 r.p.m.

3.5 Estimativa da quantidade e qualidade do RNA extraido
3.5.1. Estimativa por Espectrofotometria

Os RNAs extraidos foram analisados quanto a quantidade e pureza por
espectrofotometro (NanoDrop). Uma aliquota de 1uL de cada amostra foi usada sem
diluicdo para leituras sob absorbancias de 230 nm, 260 nm e de 280 nm. As

proporcoes A260/280 nm e A260/230 foram utilizadas para avaliar a pureza do RNA.
3.5.2 Estimativa por eletroforese em gel de agarose

Eletroforese em gel de agarose foi realizada para visualizar a qualidade do
RNA extraido. Na preparacao do gel utilizou-se 1% de agarose em tampéo de
corrida T.A.E 1X (100 mM de Tris HCI pH 8.0 — 57,1 mL de Acido acético glacial e
500 mM de EDTA pH 7.5). As amostras foram aplicadas no gel contendo 1X de
solugcédo tampao de amostra (Ficoll tipo 400 - EDTA 500 mM, pH 8,0 — Azul de
Bromofenol — Xileno Cianol FF — H20) e 5 puL de RNA isolado. A migragdo do RNA
no gel foi realizada a 150 V por 30 minutos e, em seguida, visualizado sob luz
ultravioleta em transiluminador (AAKER).
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4 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Este trabalho descreve as observagdes microscopicas realizadas apds o
contato do patdégeno de citros, Phytophthora parasitica, com discos foliares de
laranjeira azeda em agua destilada, durante o periodo de 96 horas, em intervalos de
tempo de 12 em 12 horas. A primeira observagcao do contato de P. parasitica com
discos foliares de laranjeira azeda na agua foi o posicionamento dos discos foliares
na superficie da agua, enquanto que os discos de micélio-agar afundaram (FIGURA
6).

Figura 6 - Primeiro contato do patégeno com os discos de folha de laranja
azeda

Fonte: Arquivo pessoal

No momento em que o patégeno entrou em contato com os discos de folhas
de laranja feridos, a visualizagdo da forte atragdo do patégeno pelos discos de folha
de laranja foi imediata e notavel (FIGURA 6). A atracdo observada foi tdo forte que
levou discos de micélio-agar a flutuarem ligados pelos discos foliares, assim como
discos foliares afundarem ligados aos discos de micélio-agar. Em virtude desta
descoberta foi realizado um estudo da determinacédo de qual regido do disco foliar
era responsavel pela maior atracao do patdgeno.
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4.1 Observacoes microscopicas para o estudo da regiao de contato de P.

parasitica com folhas de laranjeira azeda na agua

Para a determinacdo da regidao de maior atracdo do patégeno pelos discos
foliares, as observacdes foram conduzidas somente as 0 e 12 horas h.a.i. A atragcao
instantdnea do patdgeno pelos discos foliares nao foi preferencialmente pelos
ferimentos provocados nas folhas, mais sim pelos vasos condutores primarios e
secundarios, conforme mostra a Figura 7. Provavelmente, isto se deve aos
exsudatos liberados pelas células e vasos condutores feridos. Particularmente, os
vasos condutores apresentam maior quantidade de nutrientes (seiva), os quais sao
necessarios para o desenvolvimento e infeccao do patégeno nos tecidos da planta.

De acordo com Michereff, Peruch e Andrade (2001), os exsudatos de plantas
podem influenciar na germinacédo de esporos, no crescimento micelial, quimiotaxia
de zodsporos e outros processos patogénicos envolvidos no reconhecimento inicial
e infeccdo de tecidos do hospedeiro. Padrdes de exsudacdo sao hospedeiro-

especifico e, algumas vezes, cultivar-especificos.
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Figura 7 — Micrografias da atracao do patégeno pelos vasos condutores

(A e B) Atracdao do patéogeno pelos vasos condutores obtida a partir do contato imediato (0
hora). Seta indicando a atracao da hifa pelo vaso condutor. (C) Fixacdao do micélio nos vasos
condutores em 12 horas apos inoculacao, indicado pelas setas. (D) Hifas sobre ou sob a borda
do disco, indicado pelas setas. VS= Vaso condutor.

Fonte: Arquivo pessoal

A atragdo do patégeno em 0 hora foi iniciada pelos vasos condutores,
conforme mostrado na Figura 7 A e B. Entretanto, no momento em que o disco foliar
foi coletado para analise, o micélio se desprendeu do disco fazendo com que o
patbgeno permanecesse na agua. Dessa forma, a partir das imagens pode-se
especular que nao houve fixagdo do patdégeno nos discos foliares no tempo 0 h.a.i. A
comprovacao da atracao e fixacdo do micélio aos vasos condutores foi obtida a partir
da visualizacao as 12 h.a.i. (Figura 7 C). Neste mesmo tempo (12 h.a.i.) foi possivel
observar “poucas” hifas sobre ou sob a borda do disco foliar, como mostra a Figura 7
D, revelando que o micélio do patégeno também foi atraido pelos ferimentos das

bordas do disco foliar.
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4.2 Interacao folha-Phytophthora a partir de micrografias

Com base nas observacdes realizadas sob o microscopio de luz, sobre a
atragao e fixagao de micélio de P. parasitica em discos foliares de laranjeira azeda, a
visualizacao da interacao do patégeno com esta variedade de citros foi realizada nos
tempos de 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 e 96 h.a.i.

Neste bioensaio, a observacao a 0 h.a.i. validou os dados apresentados no
item anterior (FIGURA 8A e B). As 12 h.a.i. foi possivel visualizar hifas em pouca
quantidade, mas ja fixadas nos vasos condutores, comecando a se fixar também na
borda do disco foliar (FIGURA 8C e D). Notou-se pela microscopia que a partir de 12
h.a.i. foi possivel observar o aparecimento e proliferacao de esporangios préximos
as bordas dos discos foliares (FIGURA 8C), mostrando que o patdégeno encontrava-
se em condicbes favoraveis para seu desenvolvimento. De acordo com Mitchell e
Kannwischer-Mitchel (1993), a produgédo de esporangios acontece devido a trés
estimulos, que sdo: ambiente favoravel, temperatura e nutricdo, para que assim o
patdgeno estimule condicdes de reproducao para assim desenvolver-se.

As 24 h.ai., a presenca de micélio foi superior aos tempos anteriores,
mostrando a presenca de hifas fixadas no vaso condutor, na borda do disco foliar, e
proximas a borda (FIGURA 8E e F). Tanto as 36 como 48 h.a.i., 0 aumento das hifas
foi se intensificando tanto na agua quanto nas bordas do tecido foliar, indicando a
tentativa do patégeno penetrar ou penetrando o tecido ferido dos discos foliares, o
qua ja demonstrava inicio da perda de sua pigmentagéao (FIGURA 81 e J).

Os sintomas mais fortes de necrose comegaram a aparecer as 60 h.a.i., além
da perda da coloracéo esverdeada dos discos de folhas para tonalidade verde lodo
(FIGURA 8K). Neste mesmo tempo foi visualizado o aparecimento de
clamidésporos, mostrando que o patdgeno encontrava-se em condi¢cdes
desfavoraveis como, empobrecimento nutricional, pouca agua disponivel dentre
outros fatores.

O desenvolvimento da necrose foi visualizado as 96 h.a.i. (FIGURA 8P)
mostrando sintomas mais graves como morte celular. Em 96 horas foi possivel

observar pela micrografia o patégeno dentro/penetrado na célula (FIGURA 80)
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Figura 8 - Micrografias da interacao citros-Phytophthora parasitica nos
tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96 horas apos a inoculacao

Oh =

24h—

36h—

(A e B) Setas indicando a atracao do patégeno pelos vasos condutores. (C) Seta indicando o
aparecimento de esporangio e atracdo do patogeno pelos vasos condutores. (D) Seta
indicando a fixacdao do patégeno nos vasos condutores. (E) Seta indicando o aumento de
hifas. (G e H) Os discos de folhas de laranjeira comecando a perder a sua pigmentacao.
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60h—

12h=—

96h—

() Aumento de hifas. (J) Seta indicando a perda da coloracdo para verde lodo. (L) Seta
indicando o aparecimento de clamidosporo. (N) Seta indicando a continuacao do aparecimento
de clamidésporo. (O) Setas indicando a penetracao do patdégeno no meio intercelular. (P) Seta
indicando uma necrose.

Fonte: Arquivo pessoal
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No presente trabalho verificou-se que, com o passar das horas, a producao
de hifas foi crescendo e que a cada 12 horas p6de-se observar o aumento de hifas
fixadas nos vasos condutores e nas bordas dos discos de folhas, como também o
aparecimento de esporangios logo no segundo tempo estudado. Estas sao
indicacoes de que o patégeno se encontrava em condicées adequadas para o seu
desenvolvimento, e ja no final dos tempos, a partir de 60 h.a.i., tanto a planta quanto
o patdégeno comecaram a apresentar condicoes desfavoraveis de viabilidade, como
o aparecimento de clamidésporos, mostrando que o patégeno ja se apresentava em
condicoes desfavoraveis podendo ser devido a pouco nutriente disponivel, dentre
outros fatores que impediram seu desenvolvimento vegetativo como micélio. Por
outro lado, observou-se a perda da coloracdo dos discos de folha, além do

aparecimento de necroses.

4.3 Analise do RNA extraido a partir do mix folha-micélio

Os RNAs extraidos da mistura de folha-micélio de P. parasitica foram
analisados quanto a concentracdo e pureza pela obtencdo do espectro de
absorbancia e taxas de pureza de cada amostra em espectrofotdmetro Nanodrop
(Thermo Scientific), por meio da densidade ética (D.O.). Esta andlise se baseia no
fato de que acidos nucleicos, DNA e/ou RNA, absorvem luz no comprimento de onda
a A260 nm, assim a leitura em absorbancia (A) 260 nm na luz UV indica a presenca
dessas moléculas, enquanto que as proteinas e outros contaminantes absorvem luz
a A280 nm. Entdo, enquanto que para a estimativa da quantidade de RNA fita
simples utiliza-se a proporcéo de que 1 D.0.260 ¢ igual a 40 ug de RNA, a relagcéao
das leituras A260/280nm e A260/230nm s&o utilizadas como parametros para avaliar
a pureza das preparacgdes de acidos nucleicos.

Como resultado, a concentracdo de RNA nas amostras variou de 28,4 a
1455,1 ng/uL com base nas leituras a D.0.260nm. Por outro lado, a propor¢cédo de
A260/280nm variou de 1,32 a 2,08 entre as amostras, enquanto que a proporgcao
A260/230nm variou de 0,09 a 0,81 (TABELA 1). De acordo com instrucbes da
Thermo Scientifc, o resultado da propor¢cao A260/280nm é estimado entre 1,8 para
DNA e 2,0 para RNA indica a pureza dos acidos nucleicos. Ja se a proporcao for

significativamente mais baixa do que estes valores, isso pode indicar contaminacao
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por proteinas. De acordo com essa afirmacdo, somente as amostras 36 e 38 (96
h.a.i.) podem ser estimadas como livres de proteinas.

TABELA 1 - Valores obtidos em leituras de absorbancia em luz ultravioleta
para RNA isolado de folha de laranjaeira-Phytophthora parasitica, usando
espectrofotometro Nanodrop. CUITE, 2014

TEMPO AMOSTRA ng/uL  A260/280 A260/230
COLETADO
0 hora 1 175,7 1,73 0,36
0 hora 2 49,2 1,47 0,29
0 hora 3 7789 1,73 0,58
0 hora 4 933,5 1,67 0,33
0 hora 5 1455,1 1,54 0,60
12 horas 6 319,9 1,32 0,19
12 horas 7 764,7 1,46 0,34
12 horas 8 -14,2 1,85 0,27
12 horas 9 174,9 1,76 0,31
12 horas 10 263,1 3,59 0,13
24 horas 11 96,4 1,71 0,38
24 horas 12 528,3 1,93 0,72
24 horas 13 614,5 1,75 0,42
24 horas 14 1941 1,63 0,27
24 horas 15 199,5 1,50 0,40
36 horas 16 591,5 1,86 0,73
36 horas 17 157.,9 1,70 0,39
36 horas 18 253,6 1,41 0,19
36 horas 19 211,5 1,43 0,33
36 horas 20 311,5 1,62 0,45
48 horas 21 492,2 1,83 0,81
48 horas 22 125,4 1,94 0,55
48 horas 23 516,7 1,67 0,52
48 horas 24 246,3 1,68 0,48
48 horas 25 244.6 1,38 0,53
60 horas 26 99,1 1,59 0,26
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60 horas 27 163,1 1,40 0,34
60 horas 28 349,0 1,52 0,23
60 horas 29 192,8 1,46 0,29
60 horas 30 141,0 1,42 0,47
72 horas 31 172,8 1,64 1.05
72 horas 32 28,4 1,57 0,42
72 horas 33 125,6 1,72 0,61
72 horas 34 34,6 1,69 0,09
72 horas 35 235,8 1,74 0,33
96 horas 36 567.,9 2,04 0,75
96 horas 37 158,2 1,76 0,21
96 horas 38 554,6 2,08 0,31
96 horas 39 257,7 1,65 0,48
96 horas 40 174,3 1.55 0,24

Fonte: Dados da pesquisa

As especificacbes do fabricante do Nanodrop indicam ainda que alguns
contaminantes sao detectados a A280 nm, tais como carboidratos e fenol, por
exemplo. Assim, a relacdo A260/230 também indica a pureza dos acidos nucleicos
com valores aceitos para 2.0 - 2,2, enquanto que valores menores que estes sao
considerados contaminantes que absorvem a A230 nm. Com base nesta informacao,
todas as amostras de RNA deste trabalho podem conter contaminagdes com estes
tipos de compostos.

Para verificar a integridade do RNA isolado utilizou-se eletroforese em gel de
agorose 1%. Neste caso, a intensidade luminosa a partir da coloragdo de brometo
de etideo, sob luz ultravioleta, tem sido frequentemente utilizada para estimar a
qualidade e quantidade do RNA extraido. Neste trabalho, de modo geral, foi possivel
visualizar uma arraste de RNA e nenhuma banda de RNA ribossomal esperada foi
observada (FIGURA 9). Estes séo indicativos de que os RNAs purificados devem

estar degradados.
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FIGURA 9 - Eletroforese em gel de agarose 1% de RNA total isolado em tempos
de 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 e 96 horas

B89 10, 11 12413 .14 15

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

M 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Fonte: Dados da pesquisa
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Alguns fatores podem ter contribuido para a pouca quantidade e degradacao
do RNA observadas neste trabalho, tais como a auséncia de nitrogénio liquido
durante o processo de maceracdo do tecido foliar e micelial, levando a uma lise
celular ineficiente, elevada temperatura do Laboratério pela auséncia de ar
condicionado funcional, entre outros.

A importancia de estudos para a obtencdo de RNA purificado estd na
necessidade de obtencao e disponibilizacdo de 1 ug RNA total para ser utilizado em
metodologias de sintese cDNA, as quais sdo fundamentais na construcao de
bibliotecas de genoma funcional e na analise de PCR em tempo real de RNAs
transcritos tanto em disco foliar de laranjeira azeda quanto em Phytophthora
parasitica durante a interacdo na agua. A realizacao destas andlises futuras trarao
informagdes, do lado da planta, sobre respostas da planta ao ferimento realizado na
folha bem como respostas a presenca do patégeno e, do lado de P. parasitica, sobre
respostas do patdégeno durante a infeccdo da planta. Por esta razdo, metodologias
para a obtencdo de RNA total em quantidade e qualidade precisam ser ajustadas no
Laboratério de Biotecnologia do CES, visando estudos da interagao citros-P.
parasitica pelo bioensaio determinado neste trabalho.
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CONCLUSAO
A partir dos resultados, foi possivel concluir que:

O método de isca modificado € viavel para estudos de interacédo citros-
Phytophthora parasitica ao nivel histoldgico;

O patégeno € atraido pelos discos foliares de laranja azeda, imediatamente
apds o contato entre eles;

O local de maior atragdo imediata do patdégeno é pelos vasos condutores
(primario e secundario) feridos;

Apoés a inoculagdo, as 12 horas as hifas ainda nao estao fixadas nos vasos
condutores; as 24 horas a presenca de fixadas no vaso condutor, entre 36 e 48
horas ocorre o aumento na proliferacao de hifas; as 60 horas visualiza-se a
perda da coloracdo esverdeada dos discos de folhas para tonalidade verde
lodo; e as 96 horas visualiza-se necrose e presenga do patdégeno no ambiente
intercelular;

A visualizagdo de estruturas de reproducdo do patégeno ocorre as 12 horas
para esporangios e as 60 horas para o aparecimento de clamidésporos;

E necessario otimizar as condicdes para a extracdo de RNA em quantidade e
qualidade a partir do mix folha-micélio de Phytophthora parasitica no
Laboratorio de Biotecnologia do CES.
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