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RESUMO

Espécies de Phytophthora, assim como muitos outros patdgenos, secretam proteinas efetoras
que sdo capazes de modular a imunidade inata da planta e promover a colonizacdo do
hospedeiro. As proteinas efetoras de oomicetos dividem-se em duas classes: efetores
apoplésticos/extracelulares e citoplasmadticos/intracelulares. O objetivo desse trabalho foi
analisar a expressdo temporal e comparativa de genes efetores intracelulares de Phytophthora
parasitica durante a interacdo com citros, por meio de RT-qPCR (reverse transcriptase-
quantitative PCR). Para isso foram realizados bioensaios de interacdo de discos de folhas de
laranja azeda (Citrus aurantium) e micélio do isolado IAC095 de Phytophthora parasitica,
nos tratamentos inoculados e ndo inoculados (folhas apenas), nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48
horas, com 5 repeticdes bioldgicas para cada tempo. RNAs total de cada uma das amostras de
todos os tratamentos foram isolados pelo método com SDS/fenol e analisados quanto a
quantidade e qualidade por eletroforese em gel de agarose e espectrofotometria. cDNAs fitas
simples foram sintetizados para 3 repeticdes bioldgicas de cada tempo estudado/tratamento.
As condicdes de cultivo e manseio do material vegetal e de Phytophthora parasitica durante o
bioensaio foram fundamentais para a obtencdo de RNAs de qualidade e para as respostas
bioldgicas a serem analisadas. O método empregado para o isolamento de RNAs de folhas de
citros e mistura de folhas de citros e Phytophthora parasitica foi bem sucedido. A quantidade
e qualidade dos RNAs extraidos variaram entre as amostras, nos diferentes tempos estudados.
DNA de Phytophthora parasitica amplificado com o primer CRN foi um bom controle
positivo para comparar com amostras de RNAs digeridas com DNase I para eliminacdo de
DNAs contaminantes. A quantidade dos cDNAs sintetizados estimada por espectrofotometria
para DNA fita simples foi diagnostico da presenca dos cDNAs nas amostras. A expressao de
genes efetores RXLR foi visualizada nas amostras I0h e 124h, de acordo com a andlise
quantitativa.

Palavras-chaves: CRN; RXLR; Citrus aurantium; RT-qPCR.



ABSTRACT

Phytophthora species, such as many other pathogens, secrete effector proteins that are able to
module the plant innate immunity to promote the host colonization. The Oomicet effector
proteins can it divided into two classes: apoplastics/extracellular and citosolics/intracellular
effectors. The objective of this work was to analyse the temporal and comparative expression
of intracellular effectors from Phytophthora parasitica during the citrus interaction, by using
RT-qPCR (reverse transcriptase-quantitative PCR). Then, interaction bioassays were
performed using leaf discs of acidic orange (Citrus aurantium) and micelia of Phytophthora
parasitica IAC095 isolate for inoculate treatment and only leaf discs form uninoculated
treatment, in times 0, 12, 24, 36 e 48 hours, with 5 biological repetitions for each time. Total
RNAs from each sample of all treatmens were isolated by using a SDS/fenol method and
analyzed in relation to quantity and quality by electrophoresis in agarose gel and
spectrophotometry. Single strand cDNAs were synthesized for 3 biological repeticions from
each studied time/treatment. The cultive and manuser conditions of the plant material and
Phytophthora parasitica during the bioassay were fundamentals to obtaining of RNAs of
quality and to biological responses to be analysed. Th employed method to isolation of citrus
leaf RNAs and mix of citrus leaf and Phytophthora parasitica RNAs was successfully. The
quantity and quality of extracted RNAs varied among samples in different studied times.
Phytophthora parasitica DNA amplified with the CRN primers was a good positive control to
comparing with sample RNAs digested with DNase I, in order to eliminate contaminant
genomic DNAs. The quantity of synthesized cDNAs estimated by single strand DNA
spectrophotometry was diagnostic for presence of cDNAs into the samples. The expression of
RXLR effector genes was visualized into the I0h and 124h samples, according to quantitative
analysis.

Keywords: CRN; RXLR; Citrus aurantium; RT-qPCR.
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1. INTRODUCAO

Os citros sdo de grande importancia para a economia mundial, sendo que laranjeiras,
limoeiros e tangerinas sdo as espécies citricas que mais se destacam por serem utilizadas no
consumo in natura e na industrializa¢ao. No Brasil, os citros encontram condi¢des favoraveis
para o seu desenvolvimento, e o local de maior cultivo e produgdo € a regido sudeste do pais,
com énfase no estado de Sao Paulo. No entanto, apesar de ser uma das maiores atividades
agricolas do pais, a citricultura brasileira € afetada constantemente por problemas ambientais
e fitopatogénicos (NEVES et al., 2012).

Dentre as doencas de plantas, as flngicas sdo as que causam maiores perdas
agronOmicas e econdmicas no Brasil e no mundo. P. parasitica € um oomiceto, organismo do
tipo fungo, causador de varios danos da cadeia produtora dos citros, em todo o seu ciclo de
desenvolvimento, desde o cultivo até a colheita, € responsdvel por uma das principais doengas
da cultura dos citros, a gomose. Dentre os sintomas na planta estdo a murcha e a podriddo de
plantulas em sementeira, a gomose caracteriza-se por escorrimento de uma goma no tronco da
planta, provocando assim rachadura na casca, podriddo do tronco, e ainda, a podriddo dos
frutos durante o armazenamento, transporte e prateleira (BOAVA et al., 2011).

P. parasitica € um patdgeno presente no solo, que tem como principal fator de
condi¢des ambientais de sobrevivéncia extrema umidade do solo e aeracdo. Esse patogeno é
capaz de penetrar nos tecidos vegetais do seu hospedeiro, romper a resisténcia da planta, se
estabelecer nos tecidos, e promove a infeccdo. Para conferir resisténcia a patégenos, durante
muito tempo os cientistas se preocuparam apenas em estudar as respostas da planta
hospedeira. Entretanto, uma estratégia eficiente e duradoura pode vir da elucidagdo dos
componentes necessarios aos patdgenos que os tornam capazes de causar doencgas em plantas.
Neste contexto, se faz necessdrio elucidar os mecanismos envolvidos na interacdo patégeno-
hospedeiro, tanto os niveis genéticos quanto fisiolégicos e bioquimicos.

A infeccdo causada por Oomicetos em plantas ocorre por meio de secrecdes liberadas
por proteinas efetoras, que sdo moléculas que manipulam a estrutura e funcdo da célula
hospedeira, facilitando a infeccdo ou levando a resposta de defesa da planta. Essas proteinas
efetoras podem ser do tipo efetores extracelulares e efetores intracelulares, de acordo com o
local para onde essas moléculas sdo direcionadas apds sua sintese no patdgeno, visando

exercerem suas fungdes (KAMOUN, 2006).
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Os efetores extracelulares ou apopldsticos sdo secretados para 0s espagos
extracelulares das plantas e interagem com moléculas presentes nesses espagos € com
receptores da superficie, enquanto os efetores citoplasmaticos sdo direcionados para dentro
das células das plantas hospedeiras, onde acabam interagindo com diferentes alvos nos
diversos compartimentos subcelulares das mesmas (KAMOUN, 2006).

Em adicdo aos efetores extracelulares, espécies de P. parasitica secretam e translocam
outros efetores através da interfase planta hospedeira-patégeno. Esses efetores, conhecidos
como intracelulares ou citoplasmaticos, alvejam proteinas da planta hospedeira, tornando-a
susceptivel ao patégeno. Efetores intracelulares com dominio RXLR tém sido facilmente
identificados em espécies de oomiceto, relacionados a aviruléncia. A translocac¢do requer a
presenca de um peptideo sinal, seguido por um motivo N-terminal RXLR conservado. Ao
lado dessa classe de efetores, os genomas de Phytophthora codificam outra classe de efetores
translocados para o interior da hospedeira, denominados CRN (Crinkler and Necrosis). CRNs
estdo presentes em todas as espécies de oomicetos patogénicos de plantas que t€m sido
sequenciadas até hoje (STAM, 2013).

Estudos sobre a expressdo de genes ao nivel de transcritos t€ém demonstrado ser uma
importante ferramenta para o entendimento dos processos bioldgicos envolvidos na defesa de
plantas e na patogenicidade de patégenos (MARTINS, 2011). A anélise quantitativa do perfil
da expressdo de genes efetores intracelulares de P. parasitica durante a interacdo com citros
reflete a dindmica das mudangas ao nivel de transcritos e pode contribuir para validar a
expressao e fungdo predita desses genes. O entendimento dos mecanismos de patogenicidade
de P. parasitica pode contribuir para a elaboracdo de estratégias de controle para este

patégeno, que sejam eficazes, duradouras e limpas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Analisar a expressdo temporal e comparativa de genes efetores intracelulares de P.
parasitica durante a interacdo com citros, por meio de RT- qPCR (real time quantitative

PCR).

2.2 Objetivos Especificos:

» Realizar bioensaios de interagdo folha de laranja azeda (Citrus aurantium) e P.
parasitica,

» Obter RNA total da mistura de folhas de laranja azeda (C. aurantium) e
micélio de P. parasitica em diferentes tempos apds a inoculagao;

» Analisar a expressdo dos genes efetores intracelulares RXLR ¢ CRN por meio

de RT-qPCR.
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3. REFERENCIAL TEORICO

A citricultura se destaca como uma das mais importantes atividades do agronegdcio
brasileiro, entretanto pragas e doencas sdo algumas das ameacas a citricultura brasileira que
interferem na qualidade e quantidade das frutas citricas, sendo, portanto, indispensdvel o uso
do controle quimico de pragas e doengas para uma melhor produtividade (NEVES et al.,
2012). Neste contexto, a gomose ou podriddao de raiz causada por P. parasitica, € uma das
doencas economicamente mais importantes dos citros, por afetar desde a semeadura até o

produto comercializado (BOAVA, et al., 2011).

3.1 Caracterizacao e importancia dos Citros

Os citros sdo plantas dicotiledoneas, pertencentes a familia Rutaceae, subfamilia
Aurantioideae, tribo Citreae e subtribo Citrinae, que contém 13 géneros, incluindo Citrus,
Fortunella e Poncirus, distribuidas mundialmente, principalmente em regides tropicais
quentes e temperadas (COSTA et al., 2010). Nesta subtribo, destacam-se as espécies do
género Citrus e Fortunella, cultivadas no mundo todo devido a grande importancia comercial
de seus frutos, laranjas, tangerinas, limdes (CORAZZA-NUNES et al., 2005). O género citrus
foi dividido em 16 espécies por Swingle, em 1943 e dentre essas espécies estd incluida a
laranja azeda (citrus aurantium) (WEILER et al., 2010).

O Brasil destaca-se como o principal produtor mundial de laranja e de suco de laranja.
Na produg¢do nacional dos citros, cerca de 90,3% ¢é de laranja, 5,1% de lima &cida e limao e
4,9 de tangerina. A regido Sudeste se destaca com maior porcentagem da producdo de laranja
em relagdes as demais regides, com maior producdo no estado de Sdo Paulo, com cerca de
80%. O Nordeste fica em segundo lugar na producdo de laranja, porém ainda é bem menor
comparada a regido Sudeste, apenas 9%. Na Paraiba a producgdo de laranja em 2011 chegou a
7.379 toneladas (EQUIPE CITROS DA EMBRAPA MANDIOCA, 2011).

A citricultura é uma atividade agricola de relevante importancia para a economia
brasileira (NEVES et al., 2012). No ano de 2011, as exportagcdes do complexo citricola
chegaram ao total de 2,4 milhdes de toneladas de produtos ou US$ 2,7 milhdes, representando
cerca de 3% das exportagdes do agronegdcio brasileiro. De acordo com dados do IBGE
(2013), a previsao da producdo de laranja do Brasil para a safra 2012-2013 foi de 18 milhdes
de toneladas, sendo pouco mais de 80% desse volume somente no estado de Sao Paulo, tendo

em vista que € o maior produtor brasileiro dos citros. No Brasil a producdo dos citros, é
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designada tanto para o consumo “in natura” como também na forma industrializada de sucos

concentrados (SILVA et al., 2008).

3.2 Caracterizacao e importincia do oomiceto Phytophthora parasitica

O género P. parasitica estad atualmente classificado dentro do Reino Stramenopila,
Filo Oomycota, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, compreendendo mais de 90 espécies
(SASSERON, 2008). As espécies mais importantes presentes no Brasil, causadoras de
doencas nos citros sao P. nicotianae Breda de Haan (P. parasitica Dastur) e P. citrophthora,
mais frequentemente encontradas nas regioes citricolas do Pais (BASSAN et al., 2010).

P. parasitica ¢ um oomiceto fitopatogénico causador de diversas doencas em espécies
vegetais, principalmente nas espécies de citros, sendo um dos problemas atualmente mais
sérios fitossanitdrios, devido afetar drasticamente a citricultura brasileira. Sdo patdgenos
encontrados em solo comum e em regides tropicais, subtropicais e temperadas, em funcdo
tolerar temperaturas até 35°C, porém a temperatura ideal para o crescimento desse patégeno €
entre 27° a 32°C (BELTRAME, 2010). O ripido desenvolvimento de P. parasitica se deve a
rapida produc¢do de esporangios e zodsporos nos tecidos das plantas infectadas, isso acontece
justamente em condi¢cdes ambientais altamente favordveis, dentre essas condi¢cdes a mais
importante € o excesso de umidade (ERWIN & RIBEIRO, 1996).

As espécies de P. parasitica produzem algumas estruturas de resisténcias, como
clamidésporo, odsporos e zodsporos encistados. Essas estruturas germinam e produzem
esporangios ou microesporangios sob condicdes de alta umidade e aeragdo. Os
microesporangios germinam e produzem zodporos, enquanto que O0s esporangios sao
formados sobre o solo ou até mesmo na superficie de orgaos atacados (LARANJEIRA, et al.,
2005). Outras caracteristicas marcantes desses patdgenos sdo parede celular composta por -
glucano de celulose, e por ndo sintetizar esterdis (ERWIN & RIBEIRO, 1996).

O ciclo de vida das espécies de Oomicetos pode ser de dois tipos, reprodugdo assexual
com a producdo de zodsporo biflagelados e reproducdo sexual com a unido da estrutura
feminina (0oogdnio) com a masculina (anteridio) que produz os oésporos. E uma espécie
heterotdlica, ou seja, necessita de tipos de compatibilidade sexual distintos (Al e A2) em um
mesmo local (ERWIN & RIBEIRO, 1996). As espécies de P. parasitica podem sobreviver de
vdarias formas por alguns anos no solo, como micélio, esporangio, cisto, clamidésporos e

oosporos (BELTRAME, 2010).
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Gomose ou podriddo de raiz causada por P. parasitica, ¢ uma das doencgas de solo
mais sérias na citricultura, sendo um dos principais motivos de perdas econdmicas nesse setor
produtivo (BOAVA, et al., 2011). A gomose é caracterizada por se manifestar no hospedeiro,
provocando podriddo e exsudacdo de goma, podendo expandir-se para as raizes, sobretudo
abaixo do solo e para cima do tronco. (SILVA et al., 2008). A umidade elevada aumenta a
producdo de esporangios e zodsporos, favorecendo o desenvolvimento da gomose pois 0s
zodsporos produzidos necessitam mover-se na dgua até a superficie dos 6rgaos das plantas
para promover a infeccao (COSTA, 2007).

O controle a doencas causadas por patégenos inclui algumas medidas como tratamento
quimico, controle bioldgico e cultural, além de medidas preventivas, como utilizacdo de
mudas sadias e de porta-enxerto de espécies resistentes tolerantes ja existentes ou obtidas por
programas de melhoramento genético (BASSAN et al., 2010). Tendo em vista a importancia
dos danos causados pelos Oomicetos na agricultura, hd um grande interesse no
desenvolvimento de estudos a fim de analisar a resisténcia de plantas a patdgenos para um

melhoramento de préticas de controle (ALVAREZ et al., 2009).

Figura 1. Ilustracdes de sintomas da gomose dos Citros. Fonte: MEDEIROS, 2010
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3.3 Interacao molecular citros-Phytophthora

As plantas estdo constantemente sob o ataque de uma grande diversidade de
patégenos, dentre os quais se encontram os Oomicetos (PAIS et al., 2013). Esses patégenos
sdo considerados prejudiciais aos citros, por afetarem grande parte da sua producgdo, tendo
influéncia direta na economia mundial. Diversos patégenos tém a capacidade de sobreviver e
se proliferar na superficie da planta, podendo penetrar diretamente na epiderme, através de
aberturas naturais ou ferimentos (ZENG et al., 2010). Uma das principais vias de invasdo dos
patégenos € através dos estdmatos, sendo que a maioria tem a capacidade de forcar sua
passagem através dos estdomatos fechados (TEXEIRA, 2011; CALVACANTE et al., 2013).
Fungos e Oomicetos evoluiram ao longo do tempo vdrias estratégias para infeccionar seus
hospedeiros.

E necessdrio o reconhecimento eficiente dos microrganismos invasores e a répida
inducdo das respostas de defesa, pois se tornam essenciais para o desenvolvimento da
resisténcia por parte da planta a infec¢do. Um conjunto de genes coevoluiram, tanto em
plantas quanto em patégenos, ao longo de milhares de anos, com a finalidade de facilitar a
comunicacdo e a interacdo entre eles. Para que a planta consiga defender-se dos patégenos,
ela precisa ser capaz de reconhecé-los e os patdgenos devem ser capazes de manipular os
mecanismos de defesa da planta e superd-los, para conseguir crescer e reproduzir-se
(ROSADO, 2013).

As plantas possuem mecanismos de resisténcia contra patégenos, que podem ser de
dois tipos: estruturais e bioquimicos, ambos pré-formados e/ou pds-formados. Os mecanismos
estruturais pré-formados, conhecidos também como passivos ou constitutivos constituem-se
em barreiras fisicas que impedem ou atrasam a entrada do patdgeno nos tecidos da planta,
dentre as quais podemos citar ceras, cuticulas, tricomas e vasos condutores. As substincias
bioquimicas pré-formadas sdo substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno,
tais como flavonoides, fenodis, alcaloides, glicosideos e inibidores proteicos, que sao
encontrados em altas concentracOes antes da chegada do patégeno. J4 os mecanismos de
resisténcia pés-formados, ativos ou induziveis sdo aqueles que sdo ativados ou que aumentam
os niveis de compostos pré-existentes apds o ataque do patégeno, dentre os quais podemos
citar, os estruturais, como papilas, halos, lignificacdo, camadas de cortica, camadas de
abscisdo e tiloses; e bioquimicos, como fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e

espécies reativas de oxigénio (SCHWAN ESTRADA, 2008).
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As interagdes plantas-patégenos sdo classificadas em compativel (patégeno virulento e
hospedeiro suscetivel) e incompativel (patégeno avirulento e hospedeiro resistente). Na
interacdo compativel, o patégeno coloniza o tecido vegetal, se multiplica e provoca a
infeccdo, enquanto que na interacdo incompativel o patégeno penetra no tecido vegetal e de
imediato encontra defesas por parte da planta, que estdo rapidamente sendo ativadas para
desencadear a resisténcia. A presenca de um gene de resisténcia, dominante na planta (R) e
um gene de aviruléncia dominante no patégeno (Avr) condiciona a incompatibilidade em
interacdes gene-a-gene (RESENDE et al., 2003).

O sistema de ativacdo de defesa das plantas atua em dois niveis: o primeiro envolve a
ativacdo das respostas de defesa da planta por meio do reconhecimento de padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs) que desencadeiam respostas de defesa gerais
referidos como PTI (Imunidade desencadeada por PAMP) Em compensacdo a eficiente
sinalizacdo dos patogenos é capaz de suprimir os diferentes componentes da PTI através de
determinadas proteinas efetoras. O segundo envolve o reconhecimento de efetores especificos
conhecidos como proteinas de aviruléncia por meio de genes de resisténcia (R) da planta,
ativando respostas de defesa e restringindo o desenvolvimento do patégeno, provocando
assim uma resposta de resisténcia especifica e sistemdtica conhecida como Imunidade
Disparada por Efetores (ETI, Effector Triggered Immunity) (VLOT et al., 2009; JONES &
DANGL, 2006).

A comunica¢do molecular entre planta-P.parasitica ¢ mediada por uma grande
magnitude de trocas de sinais, nos quais se incluem defesa por parte da planta, ataque por
parte do patégeno e inibicdo de uma ou mais acdes dos componentes envolvidos. Estes
patégenos produzem proteinas efetoras tipicas capazes de atravessar a membrana plasmatica e
modificar a estrutura e fun¢@o das células hospedeiras, para facilitar a infec¢do, chamados de
fatores de viruléncia ou disparando respostas de defesa em plantas resistentes, fatores de
aviruléncia, impedindo ou moderando a infec¢do. Essas proteinas entram no citoplasma das
células vegetais e tem como principal funcdo suprimir as vias de transducdo de sinais que

mediam as respostas de defesa das plantas (TYLER, 2008; KAMOUN, 2006).

3.4 Efetores de Phytophthora

Segundo Kamoun (2009), os efetores sdo definidos como moléculas de patégenos que
alteram a estrutura e fun¢do de componentes celulares do hospedeiro, facilitando a infec¢do.

Espécies de P. parasitica, como muitos outros patdgenos, secretam proteinas efetoras que sao
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capazes de modular a imunidade inata da planta e promover a colonizacdo do hospedeiro
(SAUNDERS et al., 2012; BIRCH et al., 2009). As proteinas de oomicetos dividem-se em
duas classes de efetores locais distintos na planta hospedeira: efetores apoplésticos que sao
secretados no espaco extracelular da planta e efetores citoplasméaticos que sdo translocados
diretamente para dentro da célula da planta do hospedeiro, por estruturas especializadas, como

vesiculas e haustorios (KAMOUN, 2006; HARDHAM, 2010).

3.4.1 Efetores extracelulares

Quando os Oomicetos invadem a planta hospedeira, precisam, inicialmente, lidar com
barreiras bioquimicas existentes no apoplasto da mesma. Ambos, patdgeno e hospedeiro,
segregam proteinas e metabolitos no ambiente extracelular. Trés tipos de efetores apoplasticos
de oomicetos podem interferir com os processos das plantas: inibidores de enzimas da
hospedeira; RGD (4cido arginina-glicina-aspartato), contendo proteinas e toxinas, que levam
as células da hospedeira a morte. Dentre os inibidores de enzimas da hospedeira, podemos
citar, as proteases, quitinases e glucanases; por exemplo, protease C14, presente em Nicotiana
benthamiana € essencial para sua defesa contra os patdégenos; quando os genes dessa protease
sdo silenciados em Nicotiana benthamiana, sua suscetibilidade a P. infestans aumenta
consideravelmente. A protease Rcr3 ajuda na defesa de plantas de tomate contra P. infestans,
portanto, quando essas enzimas sdo inibidas pelos inibidores apoplasticos de proteases EPIC1
e EPIC2B, as plantas de tomate tornam-se mais suscetiveis a esse parasita (STASSEN &
ACKERVEKEN, 2011).

O segundo tipo de efetor apoplastico, RGD, age interferindo nos processos de adesdo e
sinalizacdo entre a parede celular da hospedeira e a membrana plasmatica; podemos citar o
motivo-RGD IPI-O de P. infestans, que parece agir tanto dentro da célula hospedeira quanto
extracelularmente. O terceiro tipo de efetores apopldsticos sdo as toxinas produzidas pelos
oomicetos necrotréficos, como certas espécies de Pythium ou hemiotréficos, como a maioria
das espécies de Phythophtora. Duas familias de proteinas toxicas sdo produzidas pela maioria
dos oomicetos: as proteinas PcF/SCR, que sdo pequenas proteinas contendo hidroxi-prolina e
proteinas semelhantes a NEP1 (NLPs), que podem induzir a morte celular em dicotiledoneas,
agindo do lado de fora da membrana celular da hospedeira (STASSEN & ACKERVEKEN,
2011).

Proteinas Nep 1-like (NLPs) estdo largamente distribuidas em bactérias, fungos e

oomicetos, particularmente, em espécies associadas a plantas. Nep 1, uma proteina de cerca
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de 24 kDa, que causa a necrose e induz a formacgao de etileno, foi inicialmente purificada a
partir do fungo Fusarium oxysporum, mas foi posteriormente encontrada em diversas outras
espécies, incluindo Pythium e Phytophthora. Essas proteinas possuem a capacidade de induzir
a morte celular em até 20 espécies de plantas dicotiledoneas (KAMOUN, 2006).

Dentre os efetores produzidos por P. parasitica podemos incluir as elicitinas,
eliciadores indutores de necrose ndo especificos e dcido araquidonico (AA), um componente
das membranas. As elicitinas sdo um grupo de efetores extracelulares, formado por proteinas
pequenas, com menos de 150 aminodcidos, que possuem um numero certo de residuos de
cisteinas e atuam no processo de infeccdo do patégeno. Um exemplo de elicitina bastante
estudada é a transglutaminase, onde se descobriu que um peptideo N-terminal de 13
aminodcidos, localizado na parede celular dessa enzima € reconhecido por receptores da
planta, levando a ativacdo de uma resposta de defesa (COSTA, 2007).

CBEL (celulose binding, eliciator, like-lectin) € uma glicoproteina de 34 kDa e 268
aminodcidos, presente na parede celular de hifas e zodsporos encistados. Foi isolada, pela
primeira vez, a partir de P. parasitica var. nicotianae. Essa proteina liga-se a celulose e a
superficie das plantas, provocando necrose e elicitando a morte celular e a expressdo de genes
de defesa em folhas de fumo. Cepas de P. parasitica silenciadas para o gene CBEL foram
prejudicadas na sua capacidade de se ligar as membranas, embora ainda fossem capazes de

infectar plantas de fumo (KAMOUN, 2006).

3.4.2 Efetores intracelulares

Os oomicetos hemibiotréficos formam haustérios, que possuem uma func¢do dupla:
absorvem nutrientes, a0 mesmo tempo em que carreiam efetores para dentro do hospedeiro.
Os haustorios penetram na parede celular da hospedeira, invaginam-se através da membrana e
contém proteinas especificas da membrana, que sdo necessdrias para a patogenicidade. Os
efetores sdo segregados a partir do agente patog€nico e aqueles que carregam sinais de
translocag@o através da hospedeira, sdo transportados para dentro da célula (STASSEN &
ACKERVEKEN, 2011).

Genomas de todas as espécies de Phytophthora examinados abrigam um grande
repertorio de genes efetores intracelulares RXLR, e de outra classe de efetores candidatos
denominados “Crinkles” (CRNs) (SCHORNACK et al., 2014). Em proteinas RXLR, o X
representa qualquer residuo de aminodcido, e os outros aminodcidos sdao Arginina, Leucina e

Arginina. Esse dominio de aminodcidos é necessdrio e suficiente para mediar a entrada de
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efetores em células do hospedeiro, na auséncia do Oomiceto, indicando que a translocacao
ocorre independentemente de qualquer maquinaria do patégeno (PANSTRUGA & DODDS,
2009). Cerca de 563 efetores RXLR estdo previstos para estarem presentes em P. infestans.

A familia de proteinas “Crinkles” foi identificada apods verificar-se uma caracteristica
fenotipica de enrugamento da folha causada por proteinas de P. infestans segregadas sobre
plantas. Proteinas maduras CRN retém atividade de inducdo de morte celular. Agroinfiltracdao
com proteinas do tipo CRN induz necrose em folhas de plantas. CRNs estdo presentes em
todas as espécies de Oomicetos patogénicos de plantas, sequenciados até o momento. Cerca
de 196 genes e 255 pseudogenes CRNs tém sido sequenciados a partir do genoma de P.
infestans, até o momento. Outras espécies que tiveram seus genes CRNs sequenciados foram
P. ramorum, encontrando-se cerca de 60 genes e 202 para P. sojae (STAM et. al., 2013).

A interacdo molecular envolvendo efetores intracelular de Oomicetos e proteinas de
plantas hospedeiras foi bem esquematizada por Tyler (2008), demonstrado na Figura 2.
Proteinas efetoras de Oomicetos entram em células vegetais para suprimir as respostas de
defesa de plantas por ligagcdo a ‘proteinas alvos de efetores’. Mas, proteinas de resisténcia de
plantas podem detectar um efetor e/ou um complexo de ‘efetor-proteina alvo’ e induzir

mecanismos de resisténcia (KAMOUN, 2006; TYLER, 2008).

Supressdo de
PCD ou outra

Figura 2. Interacdo molecular de efetores intracelulares das classes RXLR-dEER e CRN de Oomicetos e
proteinas de plantas hospedeiras. A interacdo direta de uma proteina RXLR-dEER com uma proteina de
resisténcia leva a resisténcia da planta. Especula-se que a interagdo direta de RXLR-dEER com uma proteina-
alvo da planta deve levar a supressdo da morte celular programada e outras defesas da planta. Jd no caso de
CRNs a interag@o a molécula-alvo na planta deve levar a morte celular da hospedeira e necrose. R-D, efetores de
patégenos RXLR-dEER. CRN, proteinas Crinkles. R, produto de gene de resisténcia da hospedeira que pode
detectar um efetor. PCD, morte celular programada Fonte: Tyler (2008).



26

3.5 Estudo da expressao génica

Avangos no campo da gendmica funcional t€m permitido estudos de respostas de
plantas em todos os niveis do transcriptoma, ou seja, um conjunto de transcritos em uma
célula para um estdgio de desenvolvimento especifico ou condi¢do fisioldgica, revelando
repostas multigénicas em plantas (PAYTON et al., 2009; MARTINS, 2011). Com isso, o
estudo da expressdo génica tem demonstrado ser uma ferramenta importante para o
entendimento dos processos biolégicos em nivel molecular, podendo este, contribuir para a
caracterizacdo da resisténcia de plantas (SILVA, 2013). O estudo da expressdo génica em
eucariotos requer a quantificacdo precisa de RNAm expressos em diferentes situacdes ou
diferentes tecidos.

Segundo Martins (2011) é importante quantificar a mudanca nos niveis de expressao
de cada transcrito durante o desenvolvimento do organismo e sob diferentes condi¢des, pois
os niveis de expressdo relacionam-se com modificagdes na fisiologia, metabolismo e ao
processo de adaptacdo celular. Podemos identificar genes envolvidos em mecanismos de
defesa e tentar identificar em quais vias atuam ou sao regulados por esses genes, por meio de
expressdo génica diferencial. Os genes podem ser expressos de formas diferentes, caso o
organismo apresente-se em condi¢des normais ou submetido a algum tipo de estresse.

A atual hipdtese estabelece que quando um gene se expressa, a proteina codificada por
ele ird executar uma dada funcdo em uma determinada célula/tecido/6rgao do organismo e
que a expressao génica pode acontecer em resposta a alguma condicdo normal ou de estresse,
seja bidtico ou abidtico. Portanto, o estudo da expressao de genes gera informagdes que
respondem a questdes a respeito das funcgdes bioldgicas associadas a eles, tais como
“quando?” (sob qual condi¢@o?), “onde?” (em qual tecido?) e o “quanto?” (nimeros de RNAs
transcritos ou de proteinas produzidas?) um determinado gene foi expresso (RODRIGUES,
2013)

Para a realizacdo de estudos moleculares de expressdo de genes que codificam
proteinas, o primeiro processo envolvido é o da Transcricio do gene em RNA mensageiro
(transcrito). Para a deteccao de transcritos de interesse em determinado grupo celular, existem
técnicas moleculares qualitativas, semi-quantitativas e quantitativas. Uma técnica qualitativa
muito utilizada é o Northern blot, que utilizam sondas marcadas que irdo hibridizar no RNAm
estudado, e que por isso sdo sequencias homdlogas ao gene de interesse. A técnica semi-
quantitativa mais conhecida é a RT-PCR, que utiliza a enzima transcriptase reversa (RT) para

amplificar por PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) uma molécula de DNA complementar
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a0 RNAm, chamado cDNA. No caso de estudos de expressdo génica global, bibliotecas
funcionais de cDNA sdo construidas e sequenciadas gerando informacdes sobre os genes
expressos na condi¢cdo em que o RNAm total foi purificado, as quais sdo depositadas em
bancos de dados. A andlise qualitativa da expressdo génica global tem sido feita pela técnica
de microarranjos, onde centenas de diferentes genes conhecidos sdo fixos em um microchip e
sondados por RNAm totais isolados sob determinadas condicdes. Porém, a validacdo de
andlises qualitativa e semi-quantitativa da expressdo de genes deve ser feita pela técnica de
andlise quantitativa chamada RT-qPCR em tempo real, que € a transcri¢cdo reversa seguida por
PCR quantitativo, em que a expressdo de um determinado transcrito € mensurada durante a
amplificacdo do cDNA por PCR.

Independente do tipo de andlise molecular da expressdo génica que se deseja utilizar,
seja transcriptase reversa, PCR quantitativo em tempo real, construcdo de bibliotecas de
cDNA ou andlise de microarranjos, é fundamental a obten¢do de um RNA de boa qualidade e
em quantidades adequadas. Devido a presenca de grandes variedades, e também da
quantidade de compostos secunddrios em plantas, ndo existe um método padrdo para o
isolamento de 4cidos nucléicos que possa ser utilizado para todas as espécies. A presenca de
polissacarideos e polifendis influéncia no momento da extracdo, gerando um RNA de baixa

qualidade (CARDILLO et al., 2006; PAULA, 2012).

3.6 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A técnica quantitativa de PCR em tempo real consiste em um dos métodos mais
utilizados atualmente para determinar o nimero de moléculas alvo em diferentes condigdes
experimentais, que servem de molde para amplificacdo pela DNA polimerase e para
monitorar a expressao génica em plantas (GACHON et al., 2004). A qPCR se difere da PCR
convencional por detectar o produto da reacdo a cada ciclo, permitindo o acompanhamento da
amplificacdo durante a fase exponencial e uma determinacdo precisa da quantidade de
material presente (GACHON et al., 2004). E uma técnica recente muito utilizada tanto em
estudos de deteccdo de genes em genomas, chamada andlise quantitativa absoluta, quanto em
estudos de expressdao génica, onde se utiliza a transcri¢do reversa de RNAm em cDNA, por
isso RT-qPCR, muito se utiliza a andlise quantitativa relativa. Nesta andlise quantitativa
relativa, a medida da expressdo de um gene de interesse (alvo) € relativa a expressao de um

z

gene referido como controle enddgeno, o qual normalmente € um gene constitutivo. O
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desenvolvimento da RT-qPCR facilitou a deteccdo de transcritos, devido sua alta

sensibilidade, boa reprodutibilidade, precisdo e resultados rdpidos.

Existem trés estratégias mais conhecidas para detectar os produtos da PCR em tempo
real e todas utilizam corantes fluorescentes. O método SyBR Green utiliza corantes
fluorescentes que se intercalam as moléculas de DNA fita dupla, enquanto que o Molecular
beacon e TagMan baseia-se na hibridiza¢do de sondas fluorescentes que se ligam ao amplicon
especifico. Os métodos mais utilizados em plantas sdo o SyBR Green para andlise relativa e o
TagMan para andlise absoluta (GACHON & SAINDRENAN, 2004). A fluorescéncia utiliza
SyBR Green, um corante que se incorpora no DNA de fita de dupla para detectar o produto da
PCR conforme ele se acumula durante os ciclos, por meio da emissao de uma luz verde,
captada pelo instrumento de PCR em tempo real (MARTINS, 2011).

A PCR em tempo real combina a amplificacdo de um alvo especifico com métodos de
quantificacdo, por meio de medidas da fluorescéncia associada a sintese de amplicon ao longo
dos ciclos. Esta técnica funciona essencialmente da mesma maneira que a PCR convencional,
com ciclos subsequentes em que ocorre a desnaturacdo do DNA, a hibridizacdo de um par de
primers (iniciadores) a sequéncias especificas e a extensdo, mediada por uma DNA
polimerase termoestavel, de uma fita de DNA complementar, resultando em um aumento
exponencial do nimero de amplicons ao longo dos ciclos da reagdo. No entanto, na PCR
quantitativa em tempo real, esse aumento € registrado em tempo real ao longo da fase

exponencial e ndo somente na reacdo final (MARTINS, 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

Todas as atividades deste trabalho foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia
do Centro de Educagdo e Saide UFCG, Campus-Cuité PB, exceto a andlise de RT-qPCR em
tempo real que foi realizada no Laboratério de Biotecnologia da EMBRAPA Algodao,

Campina Grande-PB, em colaboracdo com a Dra. Liziane Maria de Lima.

4.1 Descricao e condicao do isolado de P. parasitica

O isolado utilizado neste experimento foi o IAC095 de P. nicotianae var. parasitica
procedente do Centro APTA Sylvio Moreira do Instituto Agrondmico de Campinas,
Cordeirépolis SP, cedido pelo pesquisador Dr. Marcos Antdénio Machado. O cultivo do
patégeno foi realizado de acordo com as instrucdes do Laboratério de Fitopatologia do
referido Centro. O manuseio do patdgeno foi feito sob condi¢des assépticas, onde foi mantido
no Laboratério em placas de Petri contendo o meio cenoura-dgar (CA) autoclavado, composto
por 500 mL de 4gua destilada, 100 g de cenoura e 10 g de dgar. A cultura foi crescida em luz

constante a 25 °C, durante 8-12 dias, até a préxima repicagem.

Figura 3. Cultivo de P. parasitica em meio de cultura cenoura-agar.
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4.2 Bioensaio da interacao P. parasitica com citros

O bioensaio para estudo da interacdo citros-P. parasitica foi realizado pelo novo
método de isca desenvolvido por Sousa (2013). Os tratamentos estudados foram discos
foliares de laranja azeda ndo-inoculados (NI) versus inoculados (I) com micélio de P.
parasitica. Folhas jovens de laranjeira azeda (Citrus aurantium) foram coletadas no
CES/UFCG, embrulhadas em papel aluminio e transportadas em gelo até o Laboratério de
Biotecnologia (FIGURA 4). Apés a coleta, as folhas foram lavadas em dgua destilada com
uma gota de detergente comercial e, em seguida, cortadas com o auxilio de um furador de
metal em discos de 3,0 mm de didmetro. Para o tratamento nao-inoculado, em cada repeticao
experimental utilizou-se 1g de discos foliares de laranja azeda colocados em Becker de 250
mL contendo 100 mL de dgua destilada autoclavada estéril e, para o tratamento inoculado
adicionou-se micélio de P. parasitica cultivado durante 8 dias, raspado de duas placas de Petri

com o auxilio de pingas metélicas esterilizadas.

Figura 4. Laranja azeda (Citrus aurantium) presente no Horto Florestal do Centro de Educacdo e Satude da

Universidade Federal de Campina Grande, em Cuité PB.

Para a montagem do experimento foram necessdrios 25 beckers contendo &4gua
destilada autoclavada estéril com discos foliares de laranja azeda, e 25 beckers contendo dgua

destilada autoclavada estéril com discos foliares e micélio de P. parasitica, totalizando 50
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amostras. Posteriormente, as amostras foram mantidas em temperatura controlada de 28° C e
sob luz constante até o momento de coleta em diferentes tempos (0, 12, 24, 36 e 48 horas apds
a inoculagdo, h.a.i.) para extracdo de RNA total. Para cada tempo foram preparados 5

repeticoes experimentais.

4.3 Extracao de RNA

Para a extra¢do de RNA total, todas as vidrarias e solug¢des utilizadas foram tratadas de
12 a 16 horas com DEPC (dietilpirocarbonato), um forte inibidor de RNAses, nucleases que
degradam o RNA, e posteriormente eliminado por autoclavagem durante 30 minutos. Todo
manuseio das amostras e reagentes durante a extracdo do RNA foi feito utilizando luvas. RNA
total foi extraido de laranjeira azeda (C. aurantium) de amostras das repeti¢des do tratamento
nao-inoculado ou a partir da mistura de folhas e micélio de P. parasitica, de amostras das
repeti¢des do tratamento inoculado, coletadas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 h.a.i. Em cada
tempo foram coletadas 10 amostras, sendo 5 repeticdes de cada tratamento. No ato da coleta
das amostras, para eliminar a 4gua, cada amostra coletada foi transferida para tubos Falcon de
15 mL e centrifugados por 10 min a 6.0000 r.p.m, e imediatamente, armazenados a -20°C até
0 momento da extragdo.

O material sedimentado por centrifugacdo e congelado foi macerado com o auxilio de
cadinho e pistilo acondicionados a -20°C. O macerado foi recuperado para tubos de
microcentrifuga de 2 mL e adicionados 800 pL de tampao de extragdo com SDS (NaCl 1/M,
Tris-HCI1 pH 7,5 100 mM, EDTA 10 mM, SDS 1%). Em capela de exaustdo, as estes tubos
foram adicionados 700 uL de clorofane (Fenol: Cloroférmio: Alcool isoamilico, 25: 24: 1) e
20 pL de B-mercaptoetanol. A mistura foi homogenizada em voértex por 30 seg., incubada a
temperatura ambiente por 10 min, em seguida foi centrifugada em microcentrifuga refrigerada
a 10.000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo
microtubo onde foi adicionado igual volume de cloreto de litio (LiCl,) e incubado a 4°C por 3
horas. As amostras foram homogeneizadas no vortex por 30 seg e centrifugadas a 10.000 rpm
por 15 min a 4°C; em seguida, descartado o fenol e ressuspendido o pellet em 200 pL 4dgua
milli-Q DEPC. Aos tubos adicionou-se 300 puL de isopropanol (RNAse free) e 300 uLL de
tampao citrato (0,8 M de citrato de s6dio e 1,2 M de NaCl), incubou-se por 10 min em
temperatura ambiente. Apds centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e adicionado 1 mL de etanol 75% RNAse free gelado, misturado em vortex por 30

segundos e centrifugado por 8.000 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado



32

invertendo-se cuidadosamente o tubo, e a secagem do pellet foi realizada a 4°C por 30 min.

Ressuspendeu-se o pellet em 20 uL de d4gua milli-Q DEPC, armazenado no freezer a -20° C.

4.4 Eletroforese de RNA em gel de agarose

A eletroforese foi realizada para identificar a qualidade e concentracdo do RNA total
extraido. Para a preparacdo do gel utilizou-se agarose em uma concentragdo de 0,8/ % em
tampao de corrida T.A.E (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 em gel contendo 1 ul de tampao de
amostra ¢ 10 pul de RNA isolado. A migracdo do RNA no gel foi realizada a 150V por 30
minutos e os dcidos nucleicos foram visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados.
Cuba e cama de eletroforese foram lavados com dgua DEPC, bem como os tampdes utilizados

foram preparados utilizando dgua DEPC.

4.5 Quantificacao do RNA extraido

Para quantificagdo do RNA extraido foi utilizado um espectrofotdmetro (NanoDrop),
para cada amostra foi usado 1/uL de RNA total. A espectrofotometria foi estimada em

absorbancia de 260 nm, 280 nm, 230 nm, para avaliar a pureza do RNA.

4.6 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para andlise da auséncia de DNA genOmico contaminante nas
amostras de RNA total apds digestao com DNase I e para confirmar se os primers especificos
para controle enddgeno, a serem utilizados na RT-qPCR, estavam funcionando. As reagdes
foram realizadas em volumes de 25 pL, utilizando-se 1X de tampao da Taq DNA Polimerase;
1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de dNTPs; 1,5uM de cada primer forward e reverse; 75 ng de
DNA total de P. parasitica, 1 U de Tag DNA Polimerase (Fermentas). As condi¢des térmicas
da reagao foram 95 °C/2 min, para uma etapa de desnaturacgao inicial, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo do DNA/cDNA a 95°C/30 min, anelamento dos primers em cada uma das fitas
de DNA/cDNA molde a 49°C/15 seg e extensdo a 72 °C/1 min. Em seguida, uma extensao
final de 72 °C/5 mim.
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4.7 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, em uma primeira etapa desnaturou-se 93 ng de RNA total e
500 pug de Random Primers do kit GoTaq ® 2-Step RT-qPCR System (Promega) a 70°C/5
min e 4°C/5 min a um volume final de 10 uL, para cada amostra. Em uma segunda etapa, aos
tubos foram adicionados 4 uL. de tampao Go-Script 5X, 2 uL. de MgCl, 25 mM, 1 pL de Mix
PCR nt 10 mM, 0,5 uL de inibidor RNase 40 U/uL e 1 pL de GoScript-RT (Promega). As
reacOes ocorreram em volume final de 20 uL nas seguintes condi¢gdes térmicas: 42°C/50min e

70°/15min.

4.8 Analise da expressao génica por RT-qPCR

A quantificacao relativa da expressdo de dois genes efetores foi feita em equipamento
Eco™ Real-Time PCR System (Illumina), usando GoTaq ® 2-Step RT-qPCR System
(Promega), de acordo com os procedimentos padrdes dos fabricantes. Para cada reacdo
utilizou-se 1,5 uM de cada primer e 100 ng cDNA de cada amostra. As condicdes térmicas da
reacdo foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos para ativacdo da enzima, seguidos por
40 ciclos de desnaturagdo a 95° C por 15 segundos e anelamento/extensdo a 60° C por 1
minuto. Finalizando, as condi¢Ges térmicas para a curva de dissocia¢do foram 15 segundos a
95° C e 1 minuto a 60° C, seguidos por 30 segundos a 95° C e 15 segundos a 60° C. Os dados
foram coletados e armazenados no software SDS (Sequence Detection Software (Version 1.4)
que acompanha o equipamento. Como controle endogeno foram utilizados primers para genes
de B - tubulina (Forward: AGGAGATGTTCAAGCGTGTG; Reverse:
GATCGTTCATGTTGGACTCG), sintetizados pela Invitrogen, visando normalizar as
amostras quanto as possiveis diferencas de quantidade de cDNA adicionadas em cada reacao,
e como controle negativo o mix sem o cDNA.

Os resultados foram normalizados utilizando Cts obtido para o controle enddgeno
presente na mesma reacao. Para normalizacdo, foi utilizada a equagao: ACt = Ct (gene alvo) -
Ct (controle enddégeno). A calibracdo foi determinada para cada tempo estudado, pela
formula: AACt = ACt (amostra inoculada) - ACt (calibrador: amostra ndo-inoculada). A
quantificacdo relativa foi obtida pela férmula 2 -AACt. Utilizou-se 3 repeti¢des bioldgicas
para cada tempo, e para cada reacdo de cada repeti¢cdo bioldgica foram ainda utilizadas as

tréplicas de pipetagem de cada tratamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Condicoes do cultivo para P. parasitica

O isolado TACO095 de P. nicotianae var. parasitica, foi cultivado em meio de cultura
cenoura-agar, por oito dias em temperatura aproximada de 25°C, obtendo-se um excelente
rendimento na produ¢do de micélio, sem nenhuma contaminacdo nas placas, mostrando-se

adequado para a inoculagdo com os discos de folhas de citros.

Figura 5. Imagem ilustrativa de micélio de P. parasitica crescido em placa de Petri em meio cenoura-agar apds

11 dias de repicagem.

5.2 Bioensaio da interacao P. parasitica com planta

Um novo método para a ativacdo do patégeno em folhas de laranjeira foi desenvolvido
por Sousa (2013), baseado no método de isca descrito por Grimm & Alexander (1972). O
método de isca dos autores utilizaram um solo preparado da seguinte forma: trés partes de
semente, uma parte de vermiculite e uma parte de areia, que tinha sido artificialmente
infestada com P. parasitica Dastur e usada para inoculacdo de mudas de citros. Entretanto,
Sousa (2013) colocou discos de micélio-cenoura d4gar em um becker contendo dgua destilada

autoclavada estéril e adicionou discos de folhas e o patdgeno foi recuperado das folhas em
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meio seletivo. Posteriormente, Ferreira (2014) realizou este experimento descrito por Sousa
(2013), sendo que o micélio de P. parasitica foi raspado do meio sélido a partir de 2 placas de
Petri e folhas de laranjeira azeda.

Em seu estudo histolégico da interacdo de discos foliares de laranja azeda com P.
parasitica, Ferreira (2014) demonstrou uma forte atracdo imediata do micélio do patdgeno,
presente na dgua antes da adicdo dos discos foliares, provavelmente devido a exsudatos da
planta. Esta autora demonstrou ainda a ocorréncia de penetracdo do micélio no tecido foliar
em diferentes tempos apds a inoculacio com este patdégeno. Portanto, estes dados
representaram forte embasamento da efici€éncia do método para estudos da interagdo citros-P.
parasitica por meio da andlise da expressdo génica e, por esta razdo, justificou seu uso neste

trabalho, conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 6. Ilustragdo da montagem do bioensaio da interacgdo citros-P. parasitica pelo método de isca modificado

de acordo com Sousa (2013).

5.3 Analise do RNA total purificado

O RNA total de discos foliares de C. aurantium (Laranja azeda) e da mistura de discos
foliares de laranja azeda com P. parasitica foram extraidos representando os dois tratamentos
estudados neste trabalho: ndo-inoculado (somente folha) e inoculado (folha e Phytophthora),
em diferentes tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas apds a inoculagdo. A primeira andlise do RNA
obtido foi a visualizacdo da qualidade em gel de agarose 0,8 %, apds eletroforese (Figura 5),

etapa fundamental para estudos de expressdo génica.
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FIGURA 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do RNA isolado a partir de folhas de laranja azeda ndo
inoculada (A e B) e inoculada (B e C) com P. parasitica, em diferentes tempos. Sequéncia de amostra no gel:
M- marcador de peso molecular AMRESCO 1 kb DNA Ladder; (A) 1-5, 0 hora; 6-10, 12 horas; 11-15, 24 horas;
16-20, 36 horas; (B) 21-25, 48 horas. Amostras nio inoculadas: (B) 26-30, 0 hora; 31-35, 12 horas; (C) 36-40,
24 horas; 41-45, 36 horas; 46-50, 48 horas.
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A partir da andlise da Figura 5, ndo foi possivel visualizar RNA total extraido em 17
amostras da condi¢do ndo inoculada e em 14 amostras da condi¢do inoculada. Entretanto, a
eletroforese em gel de agarose ¢ muito usada para visualizar RNAs, sendo a eletroforese em
gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata mais indicada. Outra desvantagem € que a
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio ndo permite visualizar baixas
concentracdes de dcidos nucleicos. Diversos motivos justificariam a pouca concentracdo de
RNA visualizado em algumas amostras, por exemplo, maceragdo do tecido micelial e vegetal
na auséncia de nitrogénio liquido, ocasionando rdpida degradacdo do RNA ou lise celular
ineficiente. Outro fator importante durante a extracio € a total degradacdo das RNAses, que
sd0 enzimas muito resistentes a varios tratamentos, inclusive autoclavagem. Para o sucesso do
isolamento do RNA, € necessario impedir ainda que polissacarideos e polifendis, encontrados
em diferentes quantidades nos diferentes tecidos liguem-se aos dcidos nucléicos, contribuindo
na determinacdo da quantidade, qualidade e integridade do RNA (ZAMBONI et al., 2008).

Ainda na Figura 5 observou-se RNA com qualidade e quantidade elevadas em quase 4
das 5 repeticdes de ambas as condicdes estudadas no tempo 48 horas, além de outras. Neste
sentido, pode-se considerar RNA total extraido com integridade quando se visualiza as bandas
de RNA ribossomico 28S e 18S, e este padrao foi obtido nas amostras identificadas nos pogos
6, 13, 21, 22, 23, 25, 28, 41, 47, 48 e 49. Indicativo para contaminacdo com DNA gendmico
pode ser visualizado nas amostras como uma banda de alto peso molecular préximo ao pogo
do gel, acima do RNA, e este padrdo foi observado nas amostras 26, 27, 29, 34, 43, 45, 47, 48
e 49. A presenca de um rastro acima e em torno dos RNAr podem ser indicativos de RNA
mensageiro, porém abaixo destes pode ser indicativo de degradacdo de RNA.

Em seguida, os RNAs isolados de todas as amostras foram analisados quanto a
quantidade e pureza por espectrofotometria (Tabelas 1 e 2). A quantidade de RNA isolado é
estimada pela leitura utilizando densidade otica a 260 nm, multiplicada pelo valor de 40
(ug/uL) vezes o fator de diluicdo da amostra. Para andlise da pureza em espectrofotometro
sdo observados valores de absorbancia a 280 nm, 260 nm e 230 nm. A relacdo entre a
absorbancia A260/A230 indica a contaminacao por polissacarideos ou polifendis, e o valor da
relacdo A260/A280, indica a contaminac¢do por proteinas (MANNING, 1991; LOGEMANN
et al., 1987). Dessa maneira, quando esses valores estiverem préximos a 1,8 e 2,1,
respectivamente, indicam a descontaminagdo das amostras. Com relacdo a quantidade o ideal

seria uma concentracdo minima de 500 ng/uL (ASIF et al., 2006).



TABELA 1 - Quantificagdo de RNA de folhas de aurantium (laranja azeda) nao inoculadas

com P. parasitica, utilizando espectrofotometro NanoDrop 2000.

TEMPO DE EXTRACAO | AMOSTRA | ng/pL | A260/280 | A260/230
NAO INOCULADA (horas)
0 1 47,9 1,44 0,85
0 2 75,9 1,58 1,08
0 3 44.4 1,44 0,41
0 4 181,9 1.61 0,76
0 5 25,6 1,37 0,48
12 6 114,2 2,06 1,37
12 7 93,7 1,39 0,80
12 8 88,8 1,30 0,54
12 9 21,5 1,36 0,45
12 10 22,5 1,30 0,65
24 11 55,1 1,46 0,65
24 12 49,1 1,78 1,20
24 13 89 1,96 1,66
24 14 27,7 1,60 1,13
24 15 15,9 1,43 0,55
36 16 8,3 1,29 0,50
36 17 72 1,49 0,95
36 18 8 1,44 0,78
36 19 24,7 1,66 0,89
36 20 13,1 1,58 1,36
48 21 2.008.6 2,15 2,26
48 22 1.832 2,11 2,17
48 23 1.839,7 2,15 2,27
48 24 70,1 1,14 0,88
48 25 1827,2 2,14 2,26

Fonte: Dados da pesquisa
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TABELA 2 - Quantificagdo de RNA extraido da mistura de aurantium inoculada com P.
parasitica, utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop 2000.

TEMPO DE EXTRACAO | AMOSTRA ng/ pL. | A260/280 | A260/230
INOCULADA (h.a.i.)*
0 1 769.,9 2,0 1,94
0 2 949.8 1,42 1,38
0 3 1.086,2 2,13 1,74
0 4 336,9 9,50 5,88
12 5 71,9 1,35 0,82
12 6 31,2 1,41 0,60
12 7 73,2 1,61 1,01
12 8 89,7 1,41 1,01
12 9 70 1,52 0,89
24 10 12,4 1,33 0,65
24 11 13,6 1,30 1,64
24 12 14,8 1,36 0,71
24 13 17,7 1,52 0,21
24 14 15,8 1,42 0,16
36 15 3.101,0 2,16 2,24
36 16 13,8 1,63 0,93
36 17 204,2 2,07 1,85
36 18 19,6 1,50 0,81
36 19 176,8 2,09 1,96
48 20 74,1 1,41 0,56
48 21 1.270,3 2,15 2,20
48 22 1.616,4 2,13 2,22
48 23 1.423,6 2,14 2,24
48 24 27,6 1,52 0,72

* h.a.i., horas apds a inoculagdo. Fonte: Dados da pesquisa.
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De acordo com os valores citados na Tabela 1, observou-se que na condi¢do nao
inoculada, as amostras apresentaram os seguintes resultados detalhados por tempo: em O hora,
nenhuma das amostras apresentou uma boa quantidade de RNA, com concentracdes variando
de 44,4 a 181,9 ng/uL e todas apresentaram contaminagdo por polissacarideos, polifendis e
proteinas; no tempo 12 horas, as concentragdes variaram de 21,5 a 114,2 ng/uL e todas as
amostras também estavam contaminadas; no tempo 24 horas, as concentragdes variaram de
15,9 a 89 ng/ul, com contaminacdo na maioria das amostras, exceto nas amostras 12 e 13,
com valores A260/280 de 1,78 e 1,96, respectivamente, indicando descontaminagdo por
proteinas; as menores concentracdes de RNA foram observadas no tempo 36 horas, com
valores variando de 7,2 a 24,7 ng/uL e, de acordo com os valores de absorbancia, todas
estavam contaminadas; as melhores concentracdes de RNA foram observadas no tempo 48
horas, com valores variando de 1.832 a 2.008,6 ng/uL, sendo que todas estavam
descontaminadas, exceto a amostra 24, com uma concentra¢ao de 70,1 ng/uL, contaminada.

Com relacdo as amostras na condi¢io inoculada, os resultados foram: no tempo 0 hora,
foi obtido um bom rendimento, com concentracdes de 769,9 a 1.086,2 ng/uL. Somente a
amostra 4 apresentou um baixo rendimento, 336,9 ng/uL, sendo que a amostra 1 apresentou
descontaminag¢do por polissacarideos, polifenois e proteinas e a amostra 3, descontaminacao
apenas por proteinas; nos tempos 12 e 24 horas, as amostras apresentaram rendimento
baixissimo, com valores variando de 12,4 a 89,7 ng/uL e todas estavam contaminadas; no
tempo 36 horas, somente a amostra 15 apresentou um excelente rendimento, 3.101 ng/pL e
todas as outras apresentaram um rendimento variando entre 13,8 e 204,2 ng/pL. Com relagdo
a contaminacdo, as amostras 15 e 17 estavam descontaminadas; no tempo 48 horas, as
amostras 21, 22 e 23 apresentaram uma boa concentracdo de RNA, com valores de 1.270,3 a
1.616,4 ng/uL e estavam descontaminadas, enquanto as amostras 20 e 24, além de
apresentarem um baixo rendimento, estavam contaminadas.

A partir da andlise dos resultados obtidos por quantificacdo e eletroforese, na condi¢ao
ndo inoculada nos tempos O hora, 12 horas, 24 horas e 36 horas, o resultado do gel de
eletroforese foi incompativel com o da quantificacdo, exceto o tempo 48horas, que apresentou
uma concentracdo similar em ambas as técnicas. Com relacdo & condi¢do inoculada nos
tempos 12 horas e 24 horas o resultado do gel de eletroforese coincidiu com o da
quantificac@o, ou seja, uma baixa concentragdo de RNA, no entanto, nos tempos 0 hora, 36
horas e 48 horas os resultados foram compativeis.

A quantificagdo do RNA € um passo essencial para ensaios baseados em RNA, andlise

de expressao de genes e RNA interferente (RNAi), por isso é usado em uma grande
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variedades de processos laboratoriais, tornando-se um passo critico para determinar a
expressao de um tipo especifico de gene em um determinado tecido. Ao se analisar o perfil de
RNA que € especifico para um determinado tecido e espécie, pode-se verificar a origem do
mesmo. Essa verificacdo € feita utilizando-se a transcri¢do reversa seguida pela reagdo em

cadeira polimerase (RT-PCR) (ARANDA et al, 2009).

5.4 Resultado da PCR apés digestao com DNase I

De acordo com os dados da quantificacdo em espectrofotometria, cerca de 3 ug totais
de RNA foram digeridos com a enzima DNase I e, apds precipitacio, foram testados para
amplificacio por PCR. Como resultado da PCR diagndstica da digestdo dos RNAs das
amostras com DNase I observou-se que somente ocorreu a amplificacdo do gene CRN, com
tamanho de banda esperada, na amostra controle positivo (Figura 8, amostra 1), que teve
como molde o DNA de P. parasitica. A digestio de RNAs com a enzima DNase I € uma
etapa importante quando se deseja sintetizar cDNA, uma vez que esta enzima tem a
capacidade de digerir DNA gendmico que € purificado junto com os RNAs, portanto um
contaminante das preparacdes de RNAs. Uma vez que o cDNA serd utilizado para reacdes
quantitativas de amplificacdo em PCR, especialmente pela utilizacdo de corante fluorescente
intercalante de DNA dupla fita, a presenca de DNA gendmico € indesejada, pois ird mascarar
os resultados de estudos de expressdo génica, visto que apenas uma unica copia de DNA ¢é
capaz de gerar um falso positivo nas analises (BIRTIC & KRANNER, 2006). Nesse sentido, a
nao amplificacdo dos RNAs ap6s digestdo com DNase I representa um critério fundamental

para a proxima etapa, que € a reagdo de sintese da 1* fita de cDNA, a partir dessas amostras.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 0,8% diagnéstica da PCR utilizando como molde RNAs de amostras
digerido com DNase I e o primer do gene CRN. M. Marcador: Low Ranger 100 bp DNA Ladder; 1.Controle
positivo, DNA de P. parasitica; I (Inoculada) e NI (Nao Inoculada) 3-5 OH NI; 6-8 12H NI; 9-11 24H NI; 12-14
36H NI; 15-17 48H NI; 18-20 OH I; 21-23 12H I; 23-24 24H I; 25-26 36 H I; 27-29 48H I. A seta indica
fragmentos amplificados do tamanho esperado.

5.5 Analise preliminar de cDNAs por RT-qPCR

Para validar a sintese de cDNAs foi realizado um ensaio preliminar da expressao de
genes f-tubulina, como controle endégeno, CRN e RXLR, como genes alvos, por estarem
envolvido no processo de infecgdo do Oomiceto, usando os cDNAs de amostras de folhas de
citros nao inoculadas (NI) e inoculadas (I) com P. parasitica nos tempos 0, 12 e 24 horas, por
PCR quantitativo em tempo real pelo método de quantificacdo relativa padrdao, usando um
termociclador Eco™ Real Time PCR System (illumina) (FIGURA 9). Como resultado, nao
fol possivel observar a expressdao de genes CRN (dados ndo mostrados) em nenhuma das
amostras analisadas, genes f-fubulina foram encontrados expressos somente na amostra NI
24horas e genes RXLR nas amostras [0h e 124h, com um nivel de expressdo 104 vezes mais na
amostra 10 em relagdo a I12. Esta informacdo explica a imediata atracdo do patdogeno pela
folha mostrada por Ferreira (2014) e comprova a expressdo do gene RXLR imediatamente
ap6s o contato com patégeno. O baixo nivel de expressao encontrado para RXLR pode ter

uma visualizacdo melhor em escala grafica de 100 ao invés de 1000, como estd na Figura 9.
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Outro fator também pode ser que na quantidade total de RNA/cDNA analisada deve-se
considerar que existem RNAs de citros e P. parasitica, e o protocolo deve ser melhor ajustado
para as futuras andlises. Vadrios fatores podem ter contribuido para a ndo expressdo dos genes,
incluindo o preparo das amostras, melhor qualidade e quantidade dos RNAs extraidos
visualizadas foram nas amostras ndo analisadas (36 3e 48 horas) e ndo nos tempos analisados
e ja era esperado a nao amplificacdo de genes especificos de P. parasitica nos tempos nao

inoculados, onde continham apenas amostras de folhas de citros.
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Figura 9. Grafico da andlise da expressdo de genes f-tubulina e RXLR usando os cDNAs de amostras de folhas
de citros ndo inoculadas (NI) e inoculadas (I) com P. parasitica nos tempos 0, 12 e 24 horas, por PCR
quantitativo em tempo real pelo método de quantificagdo relativa padrdo, usando um termociclador Eco™ Real
Time PCR System (illumina), gentilmente testado em colaboragdo com a Dra. Liziane Maria de Lima, realizado
na EMBRAPA Algodao.

A técnica quantitativa de PCR em tempo real permitiu analisar a expressdo de genes
alvos em diferentes condicdes experimento. No entanto, a andlise precisa dos resultados
gerados pela RT-qPCR estd diretamente relacionada ao gene normalizador utilizado, o qual
deve apresentar expressdo constitutiva semelhante para as diferentes amostra/tratamentos
avaliados no experimento. Uma vez que os cDNAs gerados neste trabalho estdo aptos para
utilizacdo em RT-qPCR, as andlises quantitativas da expressdo desses e outros genes efetores
usando 3 repeti¢des bioldgicas e todos os tempos estudados precisam ser continuadas e estiao

em andamento atualmente.
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6. CONCLUSOES

As condi¢des de cultivo e manuseio do material vegetal e de P. parasitica durante o
bioensaio sdo fundamentais para a obtencdo de RNAs de qualidade e para as respostas
bioldgicas a serem analisadas;

O método empregado para o isolamento de RNAs de folhas de citros e mistura de
folhas de citros e P. parasitica foi bem sucedido;

A quantidade e qualidade dos RNAs extraidos variam entre as amostras nos diferentes
tempos estudados;

DNA de P. parasitica amplificado com o primer CRN é um bom controle positivo
para comparar com amostras de RNAs digeridas com DNase I para eliminacdo de
DNAs contaminantes;

A quantidade dos cDNAs sintetizados estimada por espectrofotometria para DNA fita
simples € diagndstico da presenca dos cDNAs nas amostras;

Genes efetores RXLR estdo expressos nas amostras I0h e 124h, de acordo com a

andlise quantitativa.
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