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RESUMO

Phytophthora cinnamomi, oomiceta parasita das raizes de Quercus suber, excreta
abundantemente cinamominas, proteinas da familia das elicitinas. Foi demonstrada a
interac¢do destas proteinas com varios tipos de moléculas lipidicas mas desconhece-se o seu

papel biologico.

Neste trabalho foi induzido o silenciamento do gene codificante para a B-cinamomina,
apo6s transformacao genética de protoplastos por meios quimicos (lipossomas e CaCl,/PEG)
com uma sequéncia anti-sentido do gene fcin. A selec¢dao dos transformantes foi realizada
através da co-transformacdo com um gene que conferiu resisténcia a higromicina B. A
presenca dos transgenes foi certificada por PCR. A auséncia da proteina em meios de cultura
foi confirmada através de western blotting, aplicando anticorpos monoclonais anti-f3-
cinamomina, e a auséncia do respectivo RNAm foi comprovada com quantificacdo por RT-
PCR em tempo real, observando-se também uma diminui¢do na expressdo de genes

codificantes para outras elicitinas.

Testes de patogenicidade realizados em (. suber com o Unico co-transformante
estavel obtido (resistente ao antibidtico e com gene fcin silenciado), com um transformante
simples (resistente ao antibidtico) e com os respectivos isolamentos selvagens revelaram uma
diminui¢do de patogenicidade na estirpe com o gene fcin silenciado, que ndo pode ser

atribuida a simples presenca do gene de resisténcia.

Perfis de expressao genética obtidos por cDNA-AFLP revelaram diferencas marcantes
entre co-transformante e isolamento selvagem e a sequenciacdo de alguns fragmentos
diferencialmente transcritos revelou que estes estdo potencialmente associados a expressao do

gene cinf, destacando-se entre eles um gene associado ao metabolismo de acidos gordos.

Palavras-chave: Phytophthora cinnamomi, elicitina, silenciamento genético, patogenicidade,

Quercus.
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Study of the biological role of the elicitins of Phytophthora

cinnamomi and of their involvement on the infectious process

ABSTRACT

Phytophthora cinnamomi is an oomycete parasite of Quercus suber roots. This
pathogen secretes abundantly cinnamomins, proteins from the elicitin family. It was
demonstrated that these proteins interact with several lipidic molecules, namely sterols but

their biological role remains unknown.

In the present work the silencing of the gene coding for B-cinnamomin was induced by
genetic transformation of protoplasts by chemical methods (lipossomes and CaCl,/PEG) with
an antisense sequence of the fcin gene. Selection of transformants was achieved through co-
transformation with a gene conferring resistance to hygromicin B. The presence of the
transgenes was certified by PCR. The absence of the protein in the culture media was
confirmed through western blotting using monoclonal antibodies anti-B-cinnamomin, and the
absence of the coding mRNA was proven by means of real time RT-PCR quantification. The

genetic expression of the genes coding for other elicitins was shown to decreased as well.

Pathogenicity tests carried out in parallel in Q. suber with the only stable co-
transformant obtained (antibiotic resistant and with the fcin gene silenced), with a simple
transformant (antibiotic resistant) and with the wild type isolates revealed that the fcin
silenced isolate has a decreased virulence; this impaired virulence could not be caused solely

by the presence of the resistance gene.

Genetic expression profiles obtained by cDNA-AFLP disclosed marked differences
between the co-transform ant and the wild isolate. Sequencing of some fragments
differentially expressed showed that these are potentially associated with the expression of the
fcin gene; among them, a gene associated with the fatty acids metabolism is particularly

important.

Keywords: Phytophthora cinnamomi, elicitin, genetic silencing, pathogenicity, Quercus.

VII



Estudo do papel bioldgico das elicitinas de Phytophthora cinnamomi
e do seu envolvimento no processo infeccioso Abstract

VIII



Estudo do papel bioldgico das elicitinas de Phytophthora cinnamomi
e do seu envolvimento no processo infeccioso Abreviaturas

e aa

e BCIP/NBT
e BSN

e cDNA

e CDS

e CIN

e dATP, A
e dCTP,C
e dTTP, T
e DEPC

e dGTP,G
e DMSO

e DNA

e DIT

e EDTA

e ELI

e ELL

e EST

* g

e GFP

e GPI

e HAE

e HEPES
e HPT

e HR

e HSP

e Ig

e INF

e kDa

e LAR

e IB

e LPT

e MAPKs
e MOPS

¢ mRNA
e MSE

ABREVIATURAS

aminodcido

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate / Nitro Blue Tetrazolium
Bjerrum e Schaffer-Nielsen (tampdo de)

acido desoxiribonucleico complementar

Coding Sequence, Sequéncia Codificante

cinamomina (elicitina)

desoxiadenosina trifosfato, adenina

desoxicitidina trifosfato, citosina

desoxitimidina trifosfato, timina

dietilpirocarbonato

desoxiguanosina trifosfato, guanina

Dimetilsulf6xido

Deoxyribonucleic acid, dcido desoxiribonucleico
ditiotreitol

acido etilenodiaminotetracético

ELlcitin, elicitina

ElLicitin-like, semelhante a elicitina

Expressed Sequence Tags

aceleracdo da gravidade, unidade de forca centrifuga
Green Fluorescent Protein, proteina verde fluorescente
glicosilfosfatidilinositol

Hyper Acidic Elicitin, elicitina altamente dcida

acido etanosulfirico hidroxietilpiperazina

Higromicina fosfotransferase

Hypersensitive Response, Resposta Hipersensivel
Heat-Shock Proteins, proteinas de choque térmico
Imunoglobulina

Infestina (elicitina)

kiloDalton

Localized Acquired Resistance, resisténcia localizada adquirida
Luria Bertani (meio)

Lipid Transfer Proteins, proteinas transportadoras de lipidos
Mitogen-Activated Protein Kinases (cinases proteicas)
acido 3-(n-morfolino)-propanosulfirico

dcido ribonucleico mensageiro

Meio de Secrec¢do de Elicitinas
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e NaAc acetato de sédio

e nt nucleétido

o °C grau Centigrado (Temperatura)

e ORF Open Reading Frame, Quadro de leitura aberta

* p/v,vlv peso/volume , volume/volume

e PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis, electroforese em gel de poliacrilamida
e pb pares de bases

e PBS-T Phosphate Buffered Saline + Tween 20 (solucdo de)

e PCR Polimerase Chain Reaction, Reac¢do de Polimerizagdo em Cadeia
e PEG Polietilenoglicol

e pl ponto Isoeléctrico

e PR Pathogenesis related, proteinas relacionadas com a patogénese
® psi pound per square inch (unidade de pressdo)

e RNA Ribonucleic acid, acido ribonucleico

e ROS Reactive Oxygen Species, espécies oxigenadas muito reactivas
e rpm rotagdes por minuto

e RT Reverse transcription, Transcricio reversa

e s min,h segundo, minuto, hora

e SAR Systemic Acquired Resistance, Resisténcia sistémica adquirida
e SDS dodecilsulfato de sédio

e SSM Solugdo de Sais Minerais

e TBE Tris-borato EDTA

e TCA Acido tricloro-acético

e TEMED N,N,N’,N’-tetrametilenodiamina

e Tmv Tobacco mosaic virus, virus do mosaico do tabaco

e Tris tris-hidroximetilaminometano

e TSS Transcription Start Site, Local de iniciagdo da transcricdo

e U Unidade de actividade enzimatica

e UTR Untranslated Region, Regido ndo traduzida

e ViCa sumo Vj clarificado

e ViCa sumo Vg clarificado com agar

o X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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ENQUADRAMENTO GERAL DO TRABALHO

A acentuada mortalidade e perda de vigor vegetativo observada na zona mediterranica
em arvores das espécies Quercus suber e Q. ilex subsp. rotundifolia na década de 1980s
comegou a levantar sérias preocupacdes, dada a elevada importincia socio-econdmica e
ecologica dos montados de sobro e azinho, nomeadamente para os paises ibéricos. A
sintomatologia apresentada pelas 4rvores doentes (essencialmente desfoliacio da copa,
exsudacdes no tronco e presenga de rebentos epicormicos) denunciava um mau
funcionamento do sistema radicular, possivelmente provocado por agentes patogénicos
presentes no solo (Figura 1). Uma equipa de investigacio da Universidade do Algarve,
dirigida pelo Professor José Ferraz, conduziu entdo, desde o inicio da década de 1990s, uma
ampla pesquisa em locais de declinio, focando as suas observacdes nas raizes das plantas
afectadas, que se apresentavam necrosadas e despojadas de raizes mais finas; delas foi isolado
Phytophthora cinnamomi, um “fungo” oomiceta altamente agressivo, parasita de mais de 900

espécies de plantas lenhosas.

Figura 1: O declinio de Quercus suber.

a) Sobreiro doente; b) Sobreiros mortos;

(fotos recolhidas na zona do Ameixial, Algarve).

A partir dessa altura foram realizados vérios trabalhos tendo em vista uma melhor
caracterizacdo e compreensdo da doenca. Hoje em dia, P. cinnamomi é considerado o factor
principal da causa de morte do sobreiro e azinheira, mas ressalva-se que o declinio resulta de
uma triangulacdo dindmica entre o oomiceta (isolamentos com um potencial de viruléncia

maior ou menor), o hospedeiro (que pode apresentar caracteristicas de resisténcia ou
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susceptibilidade) e o meio ambiente (com todos os seus factores bidticos e abidticos, que

favorecem ora o hospedeiro ora o agente patogénico).

Na expectativa de encontrar informag¢des que permitam um combate eficaz e racional
da doenca, o esforco de investigacdo continua, ndo s6 pela equipa da Universidade do
Algarve, mas também por outros grupos, espalhados um pouco por todo o mundo, onde P.
cinnamomi e outras espécies do género Phytophthora devassam colheitas agricolas e
florestais, com prejuizos muito avultados e ameagcam ecossistemas naturais de valor
incalculavel. Procuram-se plantas mais resistentes, boas praticas para evitar a propagacdo da
doenca, fungicidas eficazes, etc. Parte deste empenho € devotado ao aprofundar do
conhecimento da biologia destes microrganismos, nomeadamente no que diz respeito aos

aspectos moleculares da interac¢ao planta-agente patogénico.

As elicitinas sao uma familia tinica de proteinas de baixa massa molecular (= 10 kDa)
excretadas abundantemente por Phytophthora spp. Foram assim denominadas pela sua
capacidade de estimular mecanismos de defesas em algumas plantas. Apesar de ja ter sido
descoberta uma actividade molecular para estas proteinas, como transportadoras de esterdis, o
seu verdadeiro papel bioldgico ainda nao estd devidamente esclarecido, nomeadamente o seu

envolvimento no processo infeccioso.
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OBJECTIVOS

Este trabalho visou contribuir para a elucida¢do da funcdo bioldgica das elicitinas
através da obtencdo de mutantes de P. cinnamomi em que foi inibida a expressdo da B-
cinamomina, uma das elicitinas deste oomiceta. Esses mutantes foram usados em testes de
patogenicidade, para avaliar as consequéncias da auséncia dessa proteina na viruléncia. Foram
ainda obtidos perfis de mRNA para identificar potenciais diferencas de expressdo genética

induzidas pela inibi¢do da -cinamomina.
Os objectivos concretos prosseguidos foram:

1. realizar a transformacgao genética de P. cinnamomi e silenciamento do gene da 3-

cinamomina (desenvolvido no Capitulo I);

2. conduzir testes de patogenicidade em iscos vegetais e em Q. suber com mutantes de

P. cinnamomi (desenvolvido no Capitulo II);

3. efectuar a caracterizagdo molecular de mutantes P. cinnamomi através de perfis de

expressao genética (desenvolvido no Capitulo III).
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TRANSFORMACAO GENETICA DE Phytophthora cinnamomi
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I.1. INTRODUCAO

As elicitinas sdo um conjunto de proteinas que pode ser reunida numa udnica familia
altamente conservada. Os genes das elicitinas estdo presentes em todas as espécies de
Phytophthora analisadas e as elicitinas hoje em dia denominadas como ‘“candnicas” sdo as
proteinas mais abundantes nos filtrados de culturas (Ponchet ef al., 1999). Contudo, estas
proteinas parecem estar limitadas aos oomicetas dos géneros Phytophthora e Pythium, ja que
pesquisas no GENBANK e na base de dados de motivos proteicos Pfam nao revelaram a
existéncia de qualquer outro organismo com sequéncias parecidas com elicitinas (Jiang et al.,
2006). Foi investigada a presenca de elicitinas noutros eucariotas filamentosos patogénicos
para as plantas, nomeadamente em bibliotecas de EST (Expressed Sequence Tags)' de
Blumeria graminis, Cladosporium. fulvum e Magnaporthe grisea, bem como no esbogo da
sequenciagdo do genoma de M. grisea; também foi pesquisado genoma completo de
Thalassiosira pseudonana, um didtomo marinho pertencente a mesma linhagem Stramenopile
que Phytophthora spp. Nao foram encontradas quaisquer sequéncias de elicitinas ou
sequéncias com elas relacionadas. (Jiang et al., 2006). Por isso, € provavel que as elicitinas

possam ser responsdveis por novos mecanismos de interac¢do, nomeadamente com as plantas.

I.1.1. Caracterizacao das elicitinas

A inclusdo de uma proteina na familia das elicitinas depende da apresentacdo por parte

dessa proteina do somatdrio de algumas caracteristicas emblematicas (Ponchet et al., 1999):

e a ocorréncia de uma assinatura tipica das elicitinas, constituida por seis residuos de
cisteina localizados em posi¢des conservadas e envolvidos em trés ligacdes

dissulfureto estruturalmente determinantes;

® uma estrutura primdria global que representa uma sequéncia de aminodcidos (aa)

Unica, definindo um dominio de 98 residuos préprio das elicitinas.

As elicitinas apresentam uma composicdo em aa particular, marcada essencialmente
pela auséncia de triptofano, histidina e arginina, abundancia de serina e treonina e, em menor

grau, alanina e leucina.

"ESTs sdo sequéncias parciais de cDNA.
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I.1.1.1. Classes dentro da familia das elicitinas

Foi demonstrado que os genes das elicitinas formam familias complexas em varias
espécies, tais como P. infestans (Kamoun et al., 1997; Kamoun et al., 1999b), P. sojae (Mao e
Tyler, 1996; Qutob et al., 2003), P. cinnamomi (Duclos et al., 1998a), P. cambivora (Prévot,
2002; Pinto, 2001), P. parasitica (Panabieres et al., 2005) e P. brassicae (L. Belbahri e F.
Mauch, comunicacdo pessoal citada em Jiang et al, 2006). Foram construidas arvores
filogenéticas a partir das sequéncias codificantes das elicitinas que permitiram distinguir

diferentes classes (Kamoun et al., 1997a; Qutob et al., 2003), abaixo brevemente descritas.

e (lasse I: agrupa todas as elicitinas constituidas apenas pelo dominio de 98 aa tipico
das elicitinas e baixa massa molecular (= 10 kDa). Sdo proteinas soldveis,
abundantemente produzidas e excretadas em culturas in vitro. Existem duas
subclasses, 1A e IB, caracterizadas pelo ponto isoeléctrico (pl) dos seus membros: as
elicitinas 4cidas, também denominadas a-elicitinas, possuem pl < 5 e pertencem a
subclasse IA; as elicitinas bésicas, também designadas como B-elicitinas, t€ém pl > 7,5

e correspondem a subclasse IB. Sdo as elicitinas “candnicas”, as primeiras a ser

descobertas e também as mais estudadas.

¢ (lasse Py: corresponde a elicitinas ligeiramente divergentes da classe I produzidas por
membros do género Pythium; possuem algumas caracteristicas invulgares como a

presenca de residuos de histidina e potenciais locais de glicosilacao de asparagina.

e C(lasse II: contém as sequéncias codificantes para elicitinas altamente dcidas (HAE,
Hyper Acidic Elicitins); possuem 103-104 aa e, além do dominio conservado, possuem

uma curta extremidade C-terminal hidrofilica.

e C(lasse III: redne péptidos com 165-170 aa constituidos pelo dominio tipico das
elicitinas seguidos de uma cauda C-terminal de composi¢ao rica em residuos de serina,
treonina e alanina, com arranjos sequenciais compativeis com potenciais locais de

glicosilagdo.

Contudo, também foram identificadas inimeras sequéncias com divergéncias no
dominio tipico de elicitinas e que ndo se enquadram em nenhuma das classes acima
mencionadas, sendo referidas como “sequéncias semelhantes a elicitinas” (Kamoun et al.,
1997a; Qutob et al., 2003). Recentemente, Jiang et al., (2006) propuseram um novo sistema

para nomear/classificar as elicitinas e as proteinas semelhantes a elicitinas, de uma maneira
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sistemdtica e consistente, baseando-se numa darvore filogenética alargada e com uma
nomenclatura abreviada de trés letras para as proteinas individuais. Deste modo, as elicitinas
que partilham o dominio de 98 aa altamente conservados, com seis residuos de cisteina
espacados segundo um padrdo tipico das elicitinas, sdo classificadas como ELIs (ELIcitins) e
identificadas com as primeiras trés ou quatro letras da espécie seguidas por um nimero. As
proteinas semelhantes a elicitinas que possuam dominios mais curtos ou mais longos,
divergentes ao nivel das sequéncias conservadas em ELIs sdo classificadas como ELLs
(ELicitins-Like) e identificadas pelas duas ou trés primeiras letras da espécie, seguidas de L e
um ndimero. Neste estudo filogenético foram usados 156 dominios derivados de sequéncias de
ELIs e ELLs de Phytophthora e Pythium, que se agruparam em 17 conjuntos (quatro ELIs e
treze ELLs). Os dominios tipicos das elicitinas em ELIs e ELLs sdo de comprimento variavel,
mas todos eles possuem seis residuos de cisteina em posi¢des conservadas. Tendo por base o
padrao de espacamento das cisteinas, ELIs e ELLs podem ser classificadas em diferentes
grupos, que coincidem com os conjuntos obtidos por reconstrucdo filogenética (Jiang et al.,
2006). Globalmente, todos os grupos filogenéticos de ELIs possuem um padrio de
espacamento do tipo C;-23-C,—23-C3-4-C4s—14-Cs-23-Cs, a0 passo que 0s grupos
filogenéticos de ELLs apresentam um padrdo do tipo C;—varidvel-C,—23—C3—4-C4—14-Cs—
variavel-C¢ (Jiang et al., 2006). As trés ligacdes dissulfureto estabelecem-se sempre entre C,

€ C5, C2 (& C4, C3 € C6.

A maior parte das ELIs e ELLs possui um péptido sinal na extremidade N-terminal,
antes do dominio conservado, e muitas (a excepcdo das ELIs canénicas) possuem ainda uma
extremidade C-terminal alongada, ap6és o dominio conservado. Este prolongamento C-
terminal aparenta ter uma composi¢ao particular, especialmente rica em residuos de treonina,
serina e prolina, sugerindo uma associacdo com a parede celular. Estes residuos fazem muitas
vezes parte de sequéncias repetidas, apresentando vdrios motivos para potenciais locais de
glicosilagao do tipo O-GalNAc e regides hidrofébicas com motivos para locais de ligagdo a
membrana celular do tipo GPI, ligacdo lipidica glicosilfosfatidilinositdlica (GPI, Glycosyl
Phosphatidyl Inositol) (Jiang et al., 2006). De facto, foi experimentalmente demonstrado que
INF2A € uma proteina associada a parede celular (Vleeshouwers e Govers, dados ndo

publicados citados em Jiang et al., 2006).

A Figura 1.1 € uma representacdo esquemadtica dos véarios tipos de ELIs e ELLs
baseados na presenca ou auséncia de extremidade C-terminal e nos motivos estruturais

encontrados nesse dominio C-terminal.
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//__// Extremidade C-terminal n .;.‘ Glicosilagdo  [Jlll Membrana Celular

Figura 1.1: Representagdo esquemadtica das ELIs e ELLs. (A) ELIs excretadas para o meio de cultura; (B) ELIs e
ELLs que se prevé estarem ligadas a parede celular por extensa glicosilagdo da extremidade C-terminal; (C)
ELLs que se julga estarem ligadas 2 membrana celular por GPI; (D) ELLs que se especula estarem ligadas a

membrana celular de zodsporos de Phytophthora. (Figura adaptada de Jiang et al., 2006)

I.1.1.2. Organizacao e estrutura dos genes das elicitinas

Foi demonstrada a existéncia de clusters gendmicos de genes eli em P. cryptogea
(Panabieres et al., 1995), P. cinnamomi (Duclos et al., 1998a), P. infestans (Jiang et al., 2005,
2006), P. sojae, P. ramorum (Jiang et al., 2006) e evidéncias experimentais apontam no
mesmo sentido relativamente a P. cambivora (Prévot, 2002; Pinto 2001). O agrupamento de

genes ell também foi observado em P. sojae e P. ramorum (Jiang et al., 2006).

Os genes das elicitinas caracterizados até agora ndo apresentam intrdes (Panabieres et
al., 1997; Panabieres et al., 1995; Duclos et al., 1998a; Kamoun et al., 1993). Tal como outras
proteinas excretadas, as elicitinas s@o sintetizadas como pré-proteinas que sofrem uma
modificagdo apds a traducido, com a remocao de um peptideo sinal. Este peptideo possui 18-
20 aa e € altamente conservado, sugerindo que os percursores das elicitinas s@o
provavelmente processados e excretados segundo mecanismos similares (Panabieres et al.,
1995; Panabieres et al., 1997; Kamoun et al., 1993; Kamoun et al., 1997a). A regiao nado
traduzida a jusante destes genes (5’UTR, 5’UnTranslated Region) possui 40-60 pares de bases
(pb) e nela foi possivel identificar uma curta sequéncia consensual de 17 pb que constitui o
local de iniciacdo da transcricdo (TSS, Transcription Start Site) (Kamoun et al., 1993;
Panabiceres et al., 1995; Duclos et al., 1998a). A regido correspondente ao local de ligacao do
ribossoma apresenta um motivo CAAG conservado em alguns genes de elicitinas e,
globalmente, a zona 5’UTR parece apresentar semelhangas entre genes da mesma classe
(Ponchet et al., 1999). A regiao ndo traduzida a montante destes genes (3’UTR) contém 103-
197 pb e é altamente varidvel; contudo foi possivel identificar o local do sinal de

poliadenilacdo, ATGAA (Ponchet et al., 1999).

-10 -
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I.1.1.3. Estrutura tridimensional das elicitinas

As estruturas tercidrias de duas elicitinas candnicas bdsicas ja foram determinadas e
apresentam grandes semelhancgas entre si: B-criptogeina (Boissy et al., 1996; Fefeu et al.,
1997) e B-cinamomina (Rodrigues et al., 2002). Siao proteinas globulares cuja organizacdo
tridimensional € Unica entre as estruturas tercidrias actualmente conhecidas e caracteriza-se
essencialmente pela existéncia de seis hélices o, uma pequena folha [ antiparalela e dois
ganchos sobressaidos (o gancho da folha B e outro do tipo ) como enrolamentos
secundarios. Conforme mostra a Figura 1.2, o gancho Q, a folha e o seu respectivo gancho
formam um motivo singular, semelhante a um bico. Trés pontes dissulfureto forcam um
enrolamento em que as extremidades N- e C- sdo mantidas presas e ligam as hélices a2 e o4,
estando presente também uma grande cavidade hidrofébica no interior, ligada a superficie por

um tanel. (Rodrigues et al., 2002).

Figura 1.2: Representagdo da estrutura secunddria de um
mondémero de B-cinamomina. As hélices a estdo representadas a
azul, as folhas 3 a vermelho e os residuos de cisteina que formam as
ligagdes dissulfureto a verde; o motivo semelhante a bico estd

representado a laranja (Figura adaptada de Rodrigues et al., 2002).

A presenca das ligacdes dissulfureto tem um papel importante na grande estabilidade
das elicitinas face a degradagdo térmica e digestdo por parte de exopeptidases nas plantas

(Zanetti et al., 1992).

Em solucdo aquosa, e a partir de determinadas concentragdes, a criptogeina tem a

capacidade de dimerizar (Gooley et al., 1998).

I.1.1.4. Actividade molecular das elicitinas

Os dados que permitiram a primeira atribui¢do de uma actividade molecular efectuada
por elicitinas resultaram de estudos bioquimicos que revelaram que as elicitinas candnicas
eram capazes de se ligar a esterdis (entre eles fitoesterdis produzidos pelas plantas) e de os

transferir entre membranas fosfolipidicas artificiais (Mikes et al., 1997; Mikes et al., 1998).

-11 -
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Estes dados foram confirmados com a determinacdo da estrutura de um complexo
elicitina/ergosterol (Boissy et al., 1999), que mostraram uma molécula de ergosterol
complexada na cavidade hidrofébica da proteina. As elicitinas também possuem aptidao para
capturar ester6is das membranas celulares de células vegetais (Vauthrin et al., 1999). Foi
demonstrado que as elicitinas sdo capazes de complexar dcidos gordos (principalmente nao
saturados), embora com menos afinidade (Osman et al., 2001a), e que a cavidade hidrofébica

das elicitinas ndo € apta para receber triterpenos (Rodrigues et al., 2006).

Outro dado relativo a uma possivel actividade molecular de um membro da grande
familia das elicitinas tem origem em pesquisas em P. capsici, onde foram identificadas ELIs
com actividade de fosfolipase (Nespoulos et al., 1999). Contudo, essa propriedade ndo foi
detectada na y-megaspermina, ELI produzida por P. megasperma e que possui homologia

com as ELIs fosfolipases de P. capsici (Baillieul et al., 2003).

I.1.1.5. Efeitos bioquimicos e fisiologicos induzidos em plantas por elicitinas

As elicitinas foram assim denominadas pela sua capacidade de estimular mecanismos
de defesas em (algumas) plantas. A resposta hipersensivel (HR, Hypersensitive Response) € a
caracteristica mais vulgarmente associada com a resisténcia activa das plantas e segue-se ao
ataque primdrio de um patogénio. A HR traduz-se numa série de eventos bioquimicos e
fisiolégicos que levam a morte rdpida das células no local de infec¢do, resultando na restri¢ao
do patogénio em pequenas dreas que circundam as células inicialmente infectadas (lesdes
necréticas) (Ponchet ef al.,, 1999). Nalgumas situagdes, o desenvolvimento de HR € seguido
pela indugdo de resisténcia localizada adquirida (LAR, Localized Acquired Resistance) e/ou
resisténcia sistémica adquirida (SAR, Systemic Acquired Resistance), desencadeadas por
sinais produzidos pela planta que se difundem a partir das células que exibem HR. Durante a
LAR ocorre uma forte expressdo de defesas de largo espectro, que criam localmente um
ambiente altamente indspito para o patogénio invasor. A SAR fornece um nivel de resisténcia
baixo, embora significativo, contra uma infec¢do subsequente. A SAR desenvolve-se para
além dos tecidos que exibem a LAR, ocorrendo ndo s6 nas células da planta inicialmente

infectadas mas também em todos os outros tecidos do hospedeiro (Baillieul et al., 2003).

O conhecimento sobre os mecanismos de patogenicidade em oomicetas permanece
fragmentdrio e o papel das elicitinas na viruléncia ndo estd devidamente esclarecido. Estas

proteinas sdo consideradas efectores, moléculas do patogénio que manipulam a estrutura e

-12 -
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funcoes celulares das células do hospedeiro e por esse meio facilitam a infeccao e/ou induzem

respostas de defesa (Kamoun, 2003). Os efectores podem ser toxinas e/ou eliciadores e no

caso das elicitinas existem evidéncias que suportam esta dualidade.

A actividade bioquimica das elicitinas candnicas tem sido amplamente estudada em

plantas e em culturas celulares, especialmente em Nicotiana tabacum (tabaco). Apds o

tratamento de células de tabaco com elicitinas foi possivel observar uma série de eventos:

Aumento da concentragdo intracelular de Ca2+, por influxo (Tavernier et al., 1995a);

Producdo extracelular de espécies oxigenadas muito reactivas (H,O, e outros) (ROS,

Reactive Oxygen Species) (Rustérucci et al., 1996; Simon-Plas et al., 1997);

Activagdo de proteinas MAPKSs (Mitogen-Activated Protein Kinases) (Lebrun-Garcia
et al., 1998; Zhang et al., 1998, 2001);

Fosforilacdo de proteinas (Viard et al., 1994; Tavernier et al., 1995a; Lecourieux-

Ouked et al., 2000);

Alcaliniza¢do do meio extracelular (Blein et al., 1991);

Acidificacdo do meio intracelular (Pugin et al., 1997);

Peroxidacdo de lipidos (Stallaert ef al., 1995);

Alteracao no contetido lipidico celular (Tavernier ef al., 1995b);

Modificacdes na parede celular (Kieffer ez al., 2000);

Producdo de NO (Foissner et al., 2000)

Efluxo rdpido de NO3 (Wendehenne et al., 2002);

Fragmentacdo do DNA (Sasabe et al., 2000);

Despolariza¢do da membrana celular (Pugin et al., 1997; Wendehenne et al., 2002);
Bloqueio do influxo de glucose (Bourque et al., 2002);

Quebra severa na rede microtubular que assegura o citoesqueleto (Binet et al., 2001);
Producdo de etileno (Milat et al., 1991b);

Producdo de fitoalexinas como o capsidiol (Milat et al., 1991b) e a escopoletina

(Baillieul et al., 2003);
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e Producdo de proteinas relacionadas com a patogenicidade (proteinas PR,

Pathogenesis-Related) (Suty et al., 1995; Keller et al., 1996 a, b);

* Aumento da expressdo de subunidades especificas do proteossoma 26S (Dahan et al.,

2001).

Outras moléculas relacionadas com a resposta induzida por elicitinas foram também
identificadas, tais como proteinas relacionadas com choque térmico, (HSP, Heat-Shock
Proteins) (Kanzaki et al., 2003), e SGT1, uma ligase associada a ubiquitina (Peart et al.,
2002; Huitema et al., 2005).

A sequéncia exacta dos eventos atrds mencionados, bem como as suas relacdes
intrinsecas de dependéncia nas cascatas de sinalizacdo que levam a morte celular e/ou a
resisténcia, ainda ndo estdo completamente esclarecidas. Contudo, é consensualmente aceite
que o desencadear de todos eles passa pelo reconhecimento das elicitinas efectuado por
receptores localizados na membrana citoplasmética das células vegetais. Locais de ligacdo de
alta afinidade das elicitinas identificados em membranas celulares de tabaco (Wendehenne et
al., 1995; Bourque et al., 1998) foram caracterizados bioquimicamente e revelaram um

complexo glicoproteico composto com duas unidades de 162 e 50 kDa (Bourque et al., 1999)

que constitui o presumivel receptor das elicitinas.

A nivel citolégico também é possivel observar fendmenos induzidos pela elicitinas.
Foi demonstrada a destruicdo de cloroplastos (Milat et al., 1991; Heiser et al., 1999) e
modificagOes estruturais severas foram observadas em células de tabaco tratadas com filtrados
de cultura de P. quercina ou com criptogeina (OBwald et al., 1999): perda de turgescéncia,
desorganizacdo das células do parénquima, alteragdes nas paredes celulares, degradacdo da

membrana dos tilacéides e do envelope dos cloroplastos.

A capacidade de indugdo de necroses tipicas da HR por tratamento com elicitinas
canbnicas foi amplamente investigada em indmeras familias de plantas. Globalmente, as
plantas s@o consideradas insensiveis as elicitinas e as excepgOes a esta regra encontram-se no
género Nicotiana e nalguns cultivares das espécies Brassica campestris, Raphanus sativus
(Kamoun et al., 1993a) e B. napus (Bonnet et al., 1996). Nestes estudos, os sintomas
observados nas plantas reactivas apresentavam grandes diferencas quantitativas entre
cultivares distintos, que se apresentavam assim mais ou menos sensiveis aos tratamentos.

Recentemente, a gama de plantas sensiveis ao tratamento com elicitinas foi alargada:
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Vleeshouwers et al. (2006) identificaram alguns clones das espécies Solanum

huancabambense e S. microdontum que respondem as elicitinas de P. infestans.

Duas cultivares de B. rapa foram tratadas com elicitinas de P. cinnamomi e foi
observado que uma das cultivares apresentava necroses severas € a outra ndao (Takemoto et
al., 2005). Macroscopicamente, estas cultivares constituiriam um exemplo de sensibilidade e
insensibilidade as elicitinas. Contudo, exames microscopicos revelaram morte celular
localizada na cultivar supostamente “insensivel” e a expressdao de vdrios genes de defesa
apresentou niveis idénticos em ambas cultivares. Também foram testadas varias espécies de
Nicotiana, outras cultivares de B. rapa e R. sativus e verificou-se sempre a existéncia de
morte celular microscépica apds o tratamento com elicitinas, indicando isto que a percepc¢ao
das elicitinas ndo € especifica da cultivar/espécie. Testes efectuados com elicitinas produzidas
por outras espécies de Phytophthora, nomeadamente P. megasperma, P. sojae, P. cryptogea,
P. nicotianae e P. capsici, nas duas cultivares de B. rapa e em N. tabacum revelaram
actividades indutoras de necroses comparaveis, pelo que a percep¢ao das elicitinas parece ser
um fendmeno especifico da interac¢do género do patogénio (Phytophthora)/género da planta.
Também foram testados 53 cultivares de Arabidopsis e uma cultivar de Lycopersicon
esculentum (tomateiro) que ndo mostraram qualquer tipo de morte celular em resposta ao
tratamento com elicitinas, confirmando que este género ndo responde a estas proteinas e
apontando diferencas fundamentais entre as espécies de plantas verdadeiramente insensiveis e
as espécies/cultivares também chamadas “insensiveis” do género Nicotiana, Brassica e

Raphanus (Takemoto et al., 2005).

Os resultados das experi€éncias sobre o poder necrdtico das elicitinas descritas
anteriormente sdo os mais aceites; contudo surgiram publica¢des relatando trabalhos que
configuram as elicitinas como toxinas ndo especificas, indutoras de necroses em todas as
plantas (Pernollet et al., 1993; Huet et al., 1994) ou que alargam o leque das plantas sensiveis
a outros membros da familia das Solandceas (tomateiro, batateira, pimento) (Grant et al.,
1996). A palmivorina, a-elicitina produzida por P. palmivora, induziu necroses em folhas de
tabaco e perda de peso fresco numa forma dependente do tempo e da dose de elicitina usada
no tratamento (Churngchow e Rattarasarn, 2000). Folhas da &4rvore-da-borracha (Hevea
brasiliensis) representantes de dois cultivares distintos, um resistente € o outro susceptivel,
submetidas ao mesmo procedimento também apresentaram necroses e diminuicdo de peso,
embora tenha sido verificado que a sensibilidade as elicitinas era maior no caso do cultivar

susceptivel: a dose necessdria para a deteccdo das necroses em tabaco e no cultivar H.
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brasiliensis resistente foi cinco vezes mais elevada do que a dose necessaria para identificar
necroses no cultivar susceptivel. As necroses bem limitadas nos tecidos resistentes apontam
para uma resposta hipersensivel dum hospedeiro resistente numa interaccdo incompativel;
contudo a necrose severa e extensa observada nas folhas susceptiveis indica reac¢dao
compativel (Churngchow e Rattarasarn, 2000). Existem ainda outros casos em que as
elicitinas parecem ter um papel de toxinas associadas a sintomas em plantas fora dos géneros
que exibem a HR tipica. A aplicagdo de B-cinamomina (elicitina produzida por P. cinnamomi)
em folhas de sobreiro, provocou uma resposta constituida fenotipicamente por mudanca de
cor nas folhas, que se apresentaram totalmente amarelas ao fim de 4 dias de contacto com a
elicitina (Aurélio, 1999) enquanto que filtrados de meios de cultura de P. gonapodyides e de
Pythium grupo P provocaram o emurchecimento em plantulas de Quercus robur (Jung et al.,
1996). Nestas circunstancias o papel da elicitina ainda permanece ambiguo, entre factor de

aviruléncia ou patogenicidade.

Outro aspecto da accdo das elicitinas que pode ser interpretado como papel de
aviruléncia e viruléncia, simultaneamente, € a inibi¢do imediata da absor¢do de glucose em
células de tabaco tratadas com elicitinas e que ndo ¢ atribuida a despolarizagdo da membrana
celular (Bourque et al., 2002). A inibi¢do dos transportadores de glucose apareceu associada a
um forte decréscimo na taxa de oxigenacdo e a uma grande despolarizacdo da membrana
mitocondrial. Estes fendmenos poderao intervir na morte celular resultante da HR. Todavia,
durante uma infecc¢ao, tanto a planta como o fitopatogénio competem para os solutos contidos
no espago apoplastico que os separa. Esta competicao € particularmente importante no caso
dos acucares, que fornecem energia e sdo também elementos estruturais. Portanto, a
capacidade relativa das plantas e dos microrganismos invasores controlarem a assimilagao de
acucares e outros nutrientes do apoplasto pode ser determinante para o resultado final da
interaccdo. Além da disponibilidade de carbono, esta competicdo pode ainda afectar a
expressao genética dos elementos envolvidos na interac¢do, através da leitura das
concentracdes de agucares no apoplasto e no protoplasma. Nas folhas infectadas que sofrem
HR, a morte celular localizada induzida por um eliciador € crucial na activacdo das reac¢des
de defesa dos tecidos circundantes, de modo a restringir o crescimento ulterior do patogénio.
A répida accdo da criptogeina em células de tabaco indica que um dos primeiros passos neste
processo € a paralisacdo da importacdo de hexoses a partir do apoplasto. Apesar desta fonte de
carbono ficar completamente disponivel para o invasor, a inibi¢do da assimili¢do de glucose

beneficiaria a planta pela aceleracdo das respostas mediadas pela morte celular. A accdo dos
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transportadores de glucose nas plantas parece uma encruzilhada nas estratégias do patogénio e
da planta, que tentam ambos assegurar a sua sobrevivéncia e propagacdo (Bourque et al.,

2002).

Ainda ndo estd esclarecida a razdo pela qual algumas plantas reagem as elicitinas e
outras nao. Os supostos receptores de elicitinas estdo presentes nas membranas plasmaticas de
vdrias outras plantas, inclusive de espécies ndo reactivas as elicitinas (Bourque et al., 1999).
Especula-se que nas plantas ndo reactivas o receptor ndo seja funcional ou que um dos
componentes da cascata de transducdo do sinal iniciado pela ligacdo das elicitinas esteja
ausente ou inactivo (Bourque et al., 1999). Outro motivo poderd residir na adsor¢ao destas
proteinas as paredes celulares vegetais, impedindo-as de atingir os receptores na membrana.
Esta interac¢do € muito forte no tomateiro, planta ndo reactiva, a0 passo que essa mesma
absorcdo € fraca no tabaco (Ponchet ef al., 1999). As plantas possuem pequenas proteinas
transportadoras de lipidos (LPT, Lipid Transfer Proteins) para as quais foi demonstrada
ligacdo ao mesmo receptor das elicitinas (Buhot et al., 2001). A falta de reactividade da
maioria das plantas face a exposicdo a elicitinas poderd dever-se a competi¢cao das LPTs
enddgenas e das elicitinas exdgenas para os mesmos receptores (Blein er al., 2002). Esta
hipétese € reforcada pelo facto do conteudo em LPTs de plantas ndo reactivas (tomateiro, por
exemplo) ser aproximadamente dez vezes superior a concentracdo de LPTs presente nas
plantas reactivas (tabaco, por exemplo). Em alternativa, a ligacdo das elicitinas pode reflectir
um fenémeno que ndo estd relacionado, ou que o estd indirectamente, com a activacdo das

defesas (Takemoto et al., 2005).

Kadota et al. (2005) relataram que os eventos desencadeados pelas elicitinas em
células vegetais estdo relacionados com o ciclo celular, j4 que a transducdo de sinais
intracelulares depende da fase do ciclo celular em que essas células se encontram. Em células
de tabaco com ciclos celulares sincronizados, a exposi¢cdo a criptogeina de células nas fases
G5 e M ndo provocou um aumento significativo da concentracdo citosélica de Ca** observado
em células tratadas nas fases G; ou S. O tratamento das células com criptogeina durante as
fases G, e M induziu uma fase transiente de activacdo rapida das MAPKs e produgdo ripida
de ROS, ao passo que o tratamento durante as fases G; ou S desencadeou respostas difasicas
(transientes/rdpidas e prolongadas/lentas) na activagdo das MAPKs e producdo de ROS.
Também, s6 apds o tratamento durante as fases G; ou S € que foram induzidas a paragem do
ciclo celular e a expressdo de genes relacionados com a defesa e a morte celular (Kadota e?

al., 2004). O receptor membranar da criptogeina é um forte candidato para ser alvo de
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regulacdo diferencial durante as diferentes fases do ciclo celular e para mediar os diferentes
comportamentos acima mencionados (Kadota et al., 2005). Estes resultados sugerem que
zonas em divisdo celular activa, como meristemas, folhas jovens e plantulas, poderdo nao
induzir fortes reac¢des de defesa porque incluem células em fase G2 ou M (Kadota et al.,
2004), pelo que os resultados obtidos em tecidos vegetais juvenis tratados com elicitinas

deverdo ser cuidadosamente reavaliados.

A competéncia de inducdo de SAR por tratamento com elicitinas foi observada contra
uma grande variedade de agentes fitopatogénicos: fungos (Bonnet et al., 1996; Blancard et al.,
1998; Picard et al., 2000), bactérias (Kamoun et al., 1993a; Ponchet et al., 1999), virus
(Cordelier et al., 2003, Figura 1.3), fitoplasmas (Lherminier et al., 2003) e oomicetas (Bonnet
et al., 1996; Lherminier et al., 2003). Estudos citolégicos demonstraram que esta resisténcia
contra a infec¢do se manifesta com modificacdes conducentes ao reforco de barreiras fisicas
que evitem a entrada dos patogénios e restrinjam a coloniza¢do do tecido do hospedeiro, bem
como a criagdo de ambientes téxicos que prejudiquem o invasor (Lherminier et al, 2003;
Picard et al., 2000). Assim, pesquisas citoldgicas revelaram, por exemplo, a deposi¢do de
calose na parede celular das plantas, impregnacdo com polimeros semelhantes a lenhina e
compostos fendlicos e acréscimo em glicoproteinas ricas em hidroxiprolina. A nivel
bioquimico a SAR traduz-se essencialmente pela acumulagdo de fitoalexinas e proteinas PR

(Baillieul et al., 2003).

Figura I.3: SAR contra a infec¢do do virus do mosaico do tabaco
(Tmv, Tobacco mosaic virus) em plantas de tabaco tratadas com
y-megaspermina.

(A) Sintomas induzidos pela infiltragdo de 4dgua (folha da
esquerda) ou elicitina (folha da direita).

(B) Folhas inoculadas com Tmv de uma planta tratada com dgua
(esquerda) e de uma planta tratada com elicitina (direita).

(Figura adaptada de Cordelier et al., 2003).

Segundo Huitema et al. (2005), a variacdo da resisténcia de Nicotiana spp a P.

infestans é acompanhada por variacdo da resposta das plantas as proteinas INF. A capacidade
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de N. tabacum, mas ndo de N. benthamiana, reagir a INF2B (Huitema et al., 2005) poderia
explicar as diferencas na resisténcia a P. infestans por parte destas duas espécies (Kamoun,
2001; Kamoun et al., 1998b). Isolamentos de P. infestans que ndo expressam INF1
conseguiram colonizar N. benthamiana mas ndo outras Nicotiana spp, incluindo tabaco
(Kamoun et al., 1998b). Isto levou a hipdtese de que a resisténcia a P. infestans em N.
benthamiana é principalmente induzida por INF1, ao passo que a resisténcia observada em
tabaco poderd envolver outros factores ou eliciadores (Kamoun, 2001; Kamoun et al., 1998b),
sendo INF2B um desses outros potenciais factores de aviruléncia (Huitema et al., 2005). No
entanto, Becktell et al. (2006) identificaram varios isolamentos de P. infestans com producao
INF1 que mantém a capacidade de infestar N. benthamiana, o que contradiz a possibilidade
desta elicitina funcionar com factor de aviruléncia na interac¢io P. infestans/N. benthamiana
(a menos que no futuro se venha a demonstrar a auséncia de sintese de INF1 durante o

processo de colonizacdo dos tecidos).

Kamoun et al. (1997b) testaram nove espécies dentro do género Solanum (num total
de dezanove representantes de varios cultivares com diferentes niveis de resisténcia a P.
infestans) para a reactividade a INF1 (proteina da classe IA) e nenhuma delas apresentou HR.
Assim, dentro do género Solanum, a resisténcia a P. infestans ndo parece ser mediada por uma
resposta de defesa induzida por INFI1. Dados que corroboram esta hipdtese foram
recentemente publicados por Vleeshouwers et al. (2006), que identificaram alguns clones

susceptiveis das espécies S. huancabambense e S. microdontum que respondem as elicitinas

INFI, INF2A e INF2B.

A elucidacdo de alguns dos mecanismos moleculares da defesa das plantas tornou
possivel a modificacdo genética das plantas com um nivel de resisténcia a patogénios
melhorado através da activagdo das suas respostas de defesa enddgenas. A introduc¢do nas
plantas de genes que permitam a expressao de eliciadores, como as elicitinas, constitui uma
hipétese para a obtencdo de plantas com resisténcia duradoura. Foram obtidas plantas de
tabaco transgénicas onde a expressdo do gene da criptogeina induziu resisténcia de largo
espectro, ndo s6 contra P. nicotianae (Tepfer et al., 1998; Keller et al., 1999; Jiang et al.,
2004), mas também contra fungos (Jiang et al., 2004; Keller et al., 1999) e bactérias (Jiang et
al., 2004). Estas plantas também exibiram tolerancia ao stress salino, devido ao facto da
criptogeina também activar a expressao de genes envolvidos nos processos de stress abioticos,

como seca e salinidade (Jiang et al., 2004).
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O desenvolvimento de necroses e o estabelecimento de SAR s@o duas respostas
distintas as elicitinas, que se desenvolvem com parametros cinéticos e quantitativos proprios,
mas ambas dependentes do reconhecimento inicial das elicitinas. Em plantas que
demonstraram um potencial de producdo de necrose em resposta as elicitinas, nao foi possivel
estabelecer uma relacdo quantitativa entre a extensao das necroses e a intensidade da SAR,
quando diferentes gendtipos e diferentes elicitinas foram usados. Por exemplo, elicitinas
acidicas induziram resisténcia em tabaco e ndo provocaram necroses, a0 passo que ndo foi
possivel induzir SAR em cultivares de B. napus que apresentavam necroses (Bonnet et al.,
1996). Oligandrina, elicitina produzida por Pythium oligandrum, ndo provoca HR em folhas
de tomateiro mas confere resisténcia desta planta a invasdo por Phytophthora parasitica
(Picard et al., 2000) e Fusarium oxysporum (Benhamou et al., 2001). A sojeina, elicitina
acida produzida por P. sojae, induz HR em tabaco mas ndo em plantas de soja, apesar de

activar a expressao de genes de defesa nesta planta (Becker et al., 2000).

Os estudos de inducdo de HR e SAR foram efectuados com aplicacdo local das
elicitinas por infiltracdo nos tecidos de folhas ou por administragcdo das mesmas em dpices
(caules ou raizes) decapitados e peciolos de folhas destacadas. As necroses nos locais de
infiltragdo sdo resultado do contacto directo das elicitinas com as células que sofrem HR e a
necrose distal (provocada em locais distantes da zona de aplicagdo da proteina) deve-se ao
facto destas proteinas serem transportadas no sistema vascular das plantas (Devergne et al.,
1992; Zanetti et al., 1992). Contudo, a SAR ndo é consequéncia deste movimento sistémico.
Quando infiltradas, as elicitinas permanecem estritamente localizadas (Baillieul et al., 1996;
Keller et al., 1996) e o desenvolvimento de SAR nessas circunstancias s6 pode dever-se a
difusdo sistémica de sinais produzidos pela propria planta em resposta ao contacto com as

elicitinas (Dorey et al., 1997; Cordelier et al., 2003; Baillieul et al., 2003).

Dada a capacidade de translocacdo das elicitinas através do sistema vascular das
plantas, pareceu plausivel que elas fossem responsaveis pelo aparecimento de sintomatologia
em partes da planta ndo infectadas pelo patogénio. Contudo, o tratamento de folhas de Fagus
sylvatica (faia) com citricolina ndo fomentou a reducdo precoce da taxa de fotossintese ou
alteragdes nas relagdes hidricas, fendmenos observados neste mesmo tipo de folhas apds a
infeccdo de raizes de plantulas de faia por P. citricola e em folhas de tabaco tratadas com esta
elicitina (Fleichmann et al., 2005). Num ensaio com folhas de castanheiro, a criptogeina e a
parasiticeina também ndo alteraram a condutancia estomatica (Maurel er al,, 2004). Estas

observacgdes excluem as elicitinas como sinais sistémicos das plantas infectadas insensiveis.
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A actividade necrética das elicitinas varia consoante a classe em que estio incluidas e
a dose em que sdo aplicadas. As elicitinas bdasicas demonstraram ser mais activas que as
elicitinas dcidas. As B-elicitinas induzem mais HR distal que as a-elicitinas (Kamoun et al.,
1993a; Bourque et al., 1998; Baillieul er al., 2003) e em ensaios por infiltracdo com doses
decrescentes de elicitinas, foi observado que a concentracdo minima para as [-elicitinas
induzirem necroses ¢ menor que a das a-elicitinas (Baillieul et al., 2003). Esta diferenca de
actividade também foi observada a nivel da inducdo de respostas bioquimicas em culturas
celulares (Dorey et al, 1999; Koehl et al, 2003; Fleichmann et al, 2005). Um motivo
apontado para estas diferencas entre elicitinas basicas e dcidas foi a diferenca nas respectivas
cargas eléctricas. Um ponto isoeléctrico acidico poderia restringir a difusdo da elicitina no pH
fisioldgico acidico registado ao nivel da parede celular carregada negativamente, resultando
em menores quantidades de elicitina 4cida a interagir com a membrana celular (Kamoun et

al., 1993a; Baillieul et al., 2003).

Segundo Tyler (2002) existem evidéncias que as elicitinas podem entrar dentro das
células de tabaco na auséncia do patogénio e podem ligar-se a factores de transcricdo
envolvidos na expressdo dos genes de defesa, uma propriedade que aponta para um papel
positivo das elicitinas na patogenicidade. Além disso, este autor propds um modelo para a
entrada das elicitinas nas células via endocitose mediada por um receptor (Figura 1.4).

Elicitina
L1353, ——L41
T Figura 1.4: Modelo de entrada das elicitinas

_____ iy S em células de tabaco por endocitose mediada
Receptor de -————— —_— . -
por um receptor e interac¢do com receptor

entrada Respostas C} .
de defesa é intracelular.

O receptor intracelular pode estar no reticulo
endoplasmdtico (RE) ou entdo a elicitina pode
entrar para o citoplasma, via translocacdo
retrograda, e interagir com o receptor
citoplasmdtico. L15 e L41 indicam regides
distintas na superficie da molécula de elicitina
(vide texto abaixo).

(Figura adaptada de Tyler, 2002)

Receptor de
Resposta —|

Foram efectuados estudos de mutagénese dirigida para averiguar quais aa responsaveis
pelas diversas caracteristicas das elicitinas, nomeadamente o seu poder necrético (O’Donohue
et al., 1995; Perez et al., 1997, 1999), capacidade de induzir resisténcia, captura de esterdis

(Osman et al., 2001b). Nestas pesquisas, foi observado, por exemplo, que o residuo na
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posicao 13 € o principal, embora nao o unico, responsavel pela diferenca no poder necrético
verificada entre B- e a-elicitinas (O’Donohue et al., 1995). Doyle (2000) identificou dois
locais na superficie da molécula de elicitina centrados nos residuos de leucina (L) nas
posi¢des 15 e 21, que s@o importantes para a actividade eliciadora mas ndo afectam a ligacdo
aos esterdis. A falha na resposta de defesa provocada por mutacdes na zona L15 poderia ser
eliminada se a proteina fosse expressa no interior das células mas a falha provocada por
mutacdes na regidao L41 ndo (Doyle, McClean e Tyler, resultados nao publicados citados em
Tyler, 2002). Esta observacao levantou a hipdtese da regido L15 ser necessdria para a entrada
na célula, ao passo que a zona L41 estaria envolvida na ligacdo ao receptor interno, conforme
o modelo proposto na Figura 1.4. As diferencas nas actividades biologicas das elicitinas
basicas e acidas poderdo dever-se a sua diferente afinidade para a ligacdo de esterdis (mais
eficiente para as B-elicitinas), pois foi sugerido que a complexagdo de esterdis é necessdria
para a interac¢do das elicitinas com locais de ligacdo de alta afinidade (Osman et al., 2001b).
Todavia, foi observado que nao existe diferenca significativa do efeito necrético em folhas de
tabaco entre a P-cinamomina na forma livre e a sua forma complexada com ergosterol
(Rodrigues et al., 2006) o que remete o papel dos complexos para os acontecimentos que
precedem o arranque das respostas de defesa das plantas. Hirasawa et al. (2004) produziram
mutacdes em criptogeina que impediram ou diminuiram a capacidade de ligacdo a esterdis e
relataram que a forma livre das elicitinas € capaz de induzir alcalinizacdo do meio
extracelular, mas que s6 a forma complexada com lipidos consegue provocar producdo de
ROS e morte celular em células de tabaco. Lochamn er al. (2005) construiram formas
mutantes da criptogeina cujas modificacdes se localizam essencialmente ao nivel dos residuos
da cavidade hidrofébica, visando uma alteragdo na capacidade para a complexacao de lipidos.
A inducdo da sintese de ROS e modificacdes de pH (eventos precoces) em células de tabaco
por parte destas proteinas mutadas foi proporcional a sua capacidade de ligacao a esterdis mas
nao a acidos gordos. Apesar de o complexo elicitina-esterol ter sido indicado como a forma
capaz de iniciar a reac¢do de defesa em tabaco, algumas proteinas incapazes de complexar
esterdis induziram os eventos precoces. Experi€éncias de modelacio mostraram que as
alteracdes de conformacdo verificadas apds a introducdo de alguns residuos volumosos sdao
semelhantes as alteragdes de conformacdo resultantes da ligacdo ao esterol. Estas mudancgas
de configuracdo poderdo ser necessdrias a iniciagdo da sintese de ROS e a inducdo de
variagdes de pH pelas elicitinas. Contudo, foi verificado que as capacidades de estimular

necroses e expressdo de proteinas de defesa nao estavam relacionadas, nem com a capacidade
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de ligacdo a lipidos, nem com a capacidade de iniciar eventos precoces (Lochamn et al.,
2005). Isto pode ser explicado pelo facto da interaccdo da criptogeina com células de tabaco
activar MAPKSs do tipo Tir que nao estdo ligadas a producdo de ROS (Lecouriuex-Ouaked et
al., 2000), ao passo que a via sinalizadora do receptor a producio eventos precoces nao inclui
cinases proteicas do tipo Tir (Kasparovsky et al., 2004). Além disso, a capacidade de indugao
de SAR pode ndo estar ligada aos sintomas necroticos (Picard et al., 2000; Benhamou et al.,
2001) e a extensdo das necroses também aparenta ndo estar relacionada com o nivel de
resisténcia (Bonnet et al., 1996), devendo a actividade protectora depender do nimero de
residuos béasicos que contribuem para a carga da elicitina (O’Donohue et al., 1995). Assim, as
elicitinas poderdo estimular duas vias de sinalizacdo distintas. A primeira induz necroses e
expressdo de proteinas PR, incluindo cinases proteicas do tipo Tir e MAP-cinases, e depende
da estrutura global e carga da proteina; a segunda via ¢ mediada pelas fosfolipase C e cinase
proteica C, induzindo a sintese de ROS e modificacdes de pH, sendo dependente da

capacidade das elicitinas complexarem esterdis (Lochamn et al., 2005).

Além dos estudos de mutagénese dirigida, a andlise sistematica das elicitinas naturais
também nos fornece pistas importantes na dissecacdo das fungdes das diferentes regides das
moléculas das elicitinas. Os sintomas necrdticos caracteristicos da resposta hipersensivel e a
inducdo de genes de defesa revelaram diferencgas significativas de intensidade, especificidade
e consisténcia nas andlises comparativas da capacidade eliciadora de INF1 (elicitina
pertencente a classe [A), INF2A e INF2B (classe III) (Huitema et al., 2005). Em tabaco, estas
trés elicitinas provocaram rapidamente lesdes necroticas localizadas, ao passo que INF2B ndo
induziu sintomas visiveis em N. benthamiana. Além destas diferencas qualitativas, foi
constatado que as lesdes provocadas por INF2A eram mais pequenas e menos frequentes, o
que sugere que esta elicitina poderd ser um eliciador mais fraco que INF1 e INF2B. Esta
hipdtese foi refor¢ada pelo facto de, também em tabaco, a expressdo dos genes das proteinas
de defesa, PR1a e Bgl2 ser detectada apds indugdo apenas com INF1 e INF2B (Huitema et al.,
2005). A ligacao do ergosterol a criptogeina ocorre na cavidade hidrofébica e envolve quinze
aa, conservados em vdrias elicitinas da classe I (Boissy et al, 1999). Contudo, seis desses
quinze aa sdo diferentes em INF2A e INF2B (elicitinas da classe III), incluindo o residuo de
tirosina na posicao 87 (substituido por leucina), o qual foi demonstrado experimentalmente
ser importante na ligacdo ao esterol e indug¢do de resposta hipersensivel por criptogeina
(Osman et al., 2001b). Esta variacdo acentuada na composicao em aa da cavidade hidrofébica

sugere que as proteinas INF2 poderdo ligar-se a substratos diferentes das elicitinas da classe I
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(talvez outras moléculas lipidicas que ndo esterdis). A variacdo na ligacdo ao substrato
também poderd explicar a diferenca na actividade eliciadora entre as elicitinas INF2 e as de
classe I, dado que a complexagcdo com o esterol é importante para a ligacdo especifica ao
receptor na membrana plasmadtica e inducdo de resposta hipersensivel em tabaco (Osman et
al., 2001b). Foram observadas diferencas de actividade entre INF2A e INF2B, apesar dos seus
dominios apenas diferirem em trés aa. Em INF2B, o residuo de serina na posi¢do 65 foi
substituido por glicina e a glutamina na posi¢dao 93 trocada por lisina. Ambos os residuos
estdo localizados nas hélices a, e ndo estdo envolvidos na ligacdo ao esterol. Contudo, prevé-
se que estejam expostos a superficie das proteinas e sdo varidveis nas elicitinas de classe I,
existindo evidéncias que estes residuos sdao importantes para a actividade especifica de
inducdo de resposta hipersensivel em N. benthamiana e a ac¢do eliciadora global em tabaco

(Huitema et al., 2005).

Diversos trabalhos comprovam a capacidade de inducdo de HR por parte das ELIs em
plantas do género Nicotiana (Kamoun et al., 1998; Qutob et al., 2003; Huitema et al., 2005;
Kamoun et al., 2003). Contudo, apenas algumas ELLs foram testadas para essa actividade
(Kamoun et al., 2003; Qutob et al., 2003; Marshall, Hardham e Govers, dados ndo publicados
citados em Jiang et al., 2006) e nenhuma delas a apresentou. Em P. infestans existem duas
regides da estrutura priméria das ELLs que foram total ou parcialmente eliminadas em relagdo
as ELIs, provocando também diferencas a nivel do padrao de espacamento das seis cisteinas.
Na estrutura tercidria da criptogeina, uma ELI de P. cryptogea, residuos dessas duas regides
varidveis estdo localizados a superficie. Isto sugere que os residuos expostos ao exterior nas
ELLs podem ser varidveis ou eliminados devido a pressao de seleccdo, possivelmente imposta
pelas plantas. Também a maioria dos aa, que na criptogeina se sabem ser intervenientes na
ligacdo ao esterol sdo divergentes nas ELLs, levantando a questdo da capacidade de ligacdo a

esterdis por parte das ELLs (Jiang et al., 2006).

I.1.1.6. Expressao dos genes das elicitinas

Estudos filogenéticos sugerem que a diversidade genética observada na familia das
elicitinas € anterior ao fendmeno de especiacdo e que nas diferentes espécies de Phytophthora
esta variedade é mantida por selec¢do purificante (Jiang et al., 2006). Daqui pode deduzir-se
que os diferentes grupos de elicitinas possuem fungdes distintas, sendo esta hipdtese

corroborada pela sua expressdo diferencial e especifica.

-4 -



Transformagao genética de Phytophthora cinnamomi
e silenciamento dos genes das elicitinas Introducio

Em P. infestans, os genes eli que se encontram em cluster mostram padrdes de
expressao similares, com um elevado nivel de expressdo em micélio: foi proposto que o

agrupamento destes genes € importante para a sua expressao simultanea (Jiang et al., 2006).

Os membros da familia das elicitinas apresentam uma expressao diferencial no espago
e no tempo, tal como foi demonstrado em diversos estudos focalizados em padrdes de
expressao especifica. Os genes eli e ell sao diferencialmente expressos ao longo do ciclo de
vida de Phytophthora (exposto na introducdo do Capitulo II), tal como foi demonstrado
através da contagem de transcritos em bibliotecas de ESTs provenientes de zodsporos,
esporangios e micélio de P. infestans e P. sojae e hibridacdes de mRNA isolado de micélio,
esporangios, zodsporos, quistos e quistos germinados de P. infestans e P. parasitica (Jiang et
al., 2006). Também, os niveis de expressdo dos genes eli e ell diferem significativamente.
Globalmente, a expressdo dos genes eli parece ser mais elevada do que os genes ell, com a
excep¢do de sol3a, que € um dos genes mais expressos nos zoosporos de P. sojae. (Jiang et
al., 2006). A diferenca nos niveis de expressdo entre os genes eli e ell também podera estar
relacionada com diferencas no conteido GC3 (coddes com G ou C na terceira posi¢do) das
regides codificantes. Numa extensa pesquisa realizada em P. sojae foi verificado que os genes
mais expressos possuem geralmente um conteido GC3 mais elevado que os genes menos
expressos (Jiang e Govers, dados nao publicados citados em Jiang et al, 2006). Em P.
brassicae, P. infestans, P. ramorum e P. sojae, o GC3 médio dos genes eli é de 86%, mais
alto que os 75% dos genes ell, em concordancia com os niveis mais altos de expressdo dos

genes eli quando comparados aos dos genes ell (Jiang et al., 2000).

Quotob et al. (2003) também analisaram a expressao genética das elicitinas em ESTs
derivadas de micélio cultivado in vitro, de locais de infec¢cao e de zosporos e observaram que
em P. sojae, elicitinas das classes 1A, IB, II e III foram detectadas apenas em micélio e locais
de infeccdo e as elicitinas com sequéncias primdrias mais divergentes apenas se expressavam

em zoOsporos.

Panabieres et al. (1998) expressaram o gene da [B-criptogeina em P. infestans e
verificaram que os promotores das elicitinas sdao funcionais e podem ser regulados por
factores idénticos em vdrias espécies, pois a quantidade de B-criptogeina produzida na estirpe
de P. infestans transformada foi semelhante a produzida no isolamento de P. cryptogea que
forneceu o transgene. Também observaram que a produgdo global de elicitinas candnicas €

constante dentro de um dado isolamento e que as elicitinas das classes IA e IB podem ser
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substituidas entre si, mesmo que sejam elicitinas de outra espécie, sem aparente modificacdo
fenotipica do patogénio (2 excepcdo do comportamento em tabaco, que passou de nao
necrosante a necrosante). O papel das elicitinas canénicas parece assim ser comum nas varias

espécies de Phytophthora e idéntico para as classes 1A e IB.

A expressao dos genes inf foi analisada por Northern blotting em vérias situacoes. Inf]
foi abundantemente expresso in vitro, em micélio cultivado em varios meios de cultura e a sua
expressdo nao foi detectada em esporingios, zodsporos, quistos ou quistos em germinagao
(Kamoun et al., 1997b). In planta, durante a primeira fase de infeccdo da batateira
(correspondente a uma relacdo de biotrofia), a expressao do gene infl nao foi detectada. O
transcrito infl s6 foi detectado 3 dias apds a infecc@o e os seus niveis mais altos ocorreram
aos dias 5 e 6, quando o patogénio se encontrava em esporulacdo e era constatada necrose dos
tecidos. Nos dias seguintes, o nivel de infl decresceu (Kamoun et al., 1997b). Noutro estudo,
a presenga dos genes infl e inf2 (codificantes para elicitinas da classe III) foi revelada, por
RT-PCR semi-quantitativa, durante a infec¢io de tomateiro: inf e inf2B foram detectados logo
ap6s um dia da inoculacdo, ao passo que inf2A foi detectado trés dias apds a inoculacio
(Huitema et al., 2005). Os picos de expressdo também foram atingidos em tempos distintos,
sendo que infl atingiu um maximo numa fase mais tardia da infec¢do, ao quarto dia, enquanto
que inf2A obteve o auge ao terceiro dia e inf2B ao terceiro e quarto dias, indicando que estas
proteinas s@o funcionalmente relevantes para a patogenicidade de P. infestans (Huitema et al.,
2005). Foi demonstrado que os dois isolamentos de P. infestans para os quais foi evidenciada
auséncia natural de producdo de INF1 (Kamoun et al., 1998a) expressam genes inf2 (Huitema

et al., 2005).

Foi demonstrado que isolamentos de P. parasitica produtores de elicitinas in vitro e
virulentos em tabaco sofrem uma diminui¢do de expressao destes genes in planta, durante
interaccdes compativeis com tabaco ou outras plantas (Colas et al., 2001). Esta sub-regulacao
parece estar ligada exclusivamente aos isolamentos patogénicos para o tabaco ja que os
isolamentos avirulentos para tabaco e patogénicos para outros vegetais continuam a expressar
o gene durante a infeccdo (Colas et al., 2001). Assim, a redu¢do de producgdo de elicitinas
durante a invasdo de tabaco por P. parasitica pode constituir um meio de evasdo do
reconhecimento do sistema especifico de defesa do tabaco, sendo as possiveis funcdes das
elicitinas asseguradas por uma quantidade infima de proteinas (Colas et al., 2001), cuja
presenca ndo seria detectavel pelo hospedeiro. Esta estratégia de evasdo terd sido levada ao

limite por isolamentos de P. parasitica de tabaco que, apesar de reterem os genes das
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elicitinas, ndo as expressam in vitro (Kamoun et al., 1993b). Curiosamente, também foi
encontrado um isolamento de tomateiro onde nao foram detectados genes de elicitinas, que se
tornou totalmente avirulento em tomate e tabaco (Kamoun et al., 1993b) e que ndo apresenta
esporulacdo sexuada ou assexuada (M: Coffey, comunicagdo pessoal citada em Kamoun et
al., 1994). Por outro lado, os isolamentos de P. infestans para os quais foi evidenciada
auséncia de producdo de INF1 (Kamoun et al, 1998a) mas que expressam os genes inf2
(Huitema et al., 2005) apresentam variacdes fenotipicas relativamente a capacidade de

esporulacdo, com culturas com e sem esporulagdao (Kamoun et al., 1998a).

Métodos imunoldgicos também foram utilizados para analisar a presencga de elicitinas
durante interac¢des compativeis. Foram detectadas elicitinas um ou dois dias depois da
inoculagdo das plantas nos casos das interac¢des P. capsici/tomateiro, P. capsici/pimento e P.
parasitica/tomateiro, num padrdo que comprova que o patogénio sintetiza as elicitinas a
medida que coloniza a planta (Devergne et al.,, 1994). Brummer et al. (2002) provaram por
meios imunocitoquimicos que o padrdo de producdo de quercinina durante o processo de
infeccdo de raizes de Quercus robur acompanha o padrdo de crescimento do patogénio
durante os primeiros 5 dias apds a infec¢do. Esta elicitina foi localizada a volta das hifas, no
espaco apoplastico e dentro das c€lulas invadidas do hospedeiro. Estes resultados indicam que
as elicitinas também poderdo actuar como toxinas, de modo a enfraquecer o tecido do

hospedeiro.

A expressdo do gene da citricolina, elicitina de P. citricola, durante a interaccao do
patogénio com plantulas de faia foi quantificada por RT-PCR em tempo real (Fleischmann et
al., 2005). Durante o crescimento do patogénio nas raizes finas do hospedeiro, o gene foi
induzido trés dias apds a inoculacdo, numa altura em que é esperada a esporulagdo. O pico de
expressdo foi atingido ao quinto dia e apds 7 dias a presenca do gene ja era muito baixa,
embora o crescimento do oomiceta tivesse progredido ainda durante mais algum tempo. Isto é
semelhante ao padrdo de expressdo encontrado para o gene infl de P. infestans, que foi
elevada apds a infec¢do das folhas e durante a esporulagdo, mas reduzida pouco antes da
destruicao dos tecidos (Kamoun et al., 1997b). Contudo, o colapso das raizes ndo foi

observado em faia.

-27 -



Transformagdo genética de Phytophthora cinnamomi
e silenciamento dos genes das elicitinas Introducdo

I.1.1.7. Funcao bioldgica das elicitinas

Dado que a resposta hipersensivel nas plantas bloqueia o crescimento dos patogénios
biotréficos, a actividade indutora de HR ndo € certamente a fun¢@o primdria das ELIs em
Phytophthora. Dados bioquimicos comprovam a ideia, hoje em dia geralmente aceite, que a
funcdo bioldgica intrinseca das ELIs estd relacionada com a ligagdo e/ou processamento de
lipidos. A criptogeina, por exemplo, liga-se a esterdis e funciona como uma proteina
transportadora de esterdis (Mikes et al., 1997; Vauthrin et al., 1999), ao passo que em P.
capsici foram identificadas ELIs com actividade de fosfolipase (Nespoulos et al.,, 1999). A
funcdo bioldgica intrinseca das ELLs € desconhecida, ignorando-se a capacidade de se
ligarem a ester6is. Contudo, foi colocada a hipétese de uma ELL funcionar em relagdo com as
hormonas semelhantes a esterdis envolvidas na reproducao sexuada: trata-se do factor M-25,
codificado por um gene especificamente expresso e altamente induzido em culturas sob

desenvolvimento sexual (Fabritius et al., 2002).

O facto das elicitinas canénicas complexarem esterdis constitui uma importante faceta
destas proteinas, j4 que os membros dos géneros Phytophthora e Pythium nao sintetizam estes
lipidos (Hendrix, 1970). O problema é que a necessidade de esterdis na fisiologia destes
oomicetas continua em debate. Como componentes de membranas celulares, os esterdis
podem ser substituidos por substancias enddgenas bioquimica e estruturalmente semelhantes
(Nes et al. 1981; Nes, 1988). Como estimuladores da reprodugdo sexuada, os esterdis ja nao
sdo considerados essenciais: foi demonstrado que outros compostos exdgenos podem
conduzir a reproducdo sexuada e até, que algumas espécies sdo capazes de sintetizar as
substancias necessdrias, desde que submetidas a certos factores de stress, como
envelhecimento ou privacdo de nutrientes (Ko, 1998; Jee et al., 2002). Os estimulantes
exdgenos apenas encurtariam o tempo de formacdo dos odsporos. Ponchet er al. (1999)
propuseram outra explicacdo para uma fungdo bioldgica das elicitinas, relacionando-a com o
facto das elicitinas capturarem esterois e outras moléculas lipidicas (consideradas ndo
essenciais a sua sobrevivéncia e reproducao): as elicitinas poderdo funcionar como sensores.
Estas proteinas poderdo estar distribuidas no ambiente do patogénio para capturar substancias
lipidicas que, por regresso dos complexos ao micélio informard o oomiceta da presenca de
potenciais hospedeiros. Entretanto, foi recentemente isolado ergosterol de micélio de P.
drechsleri (Trigos et al., 2005). Em qualquer dos casos, do ponto de vista da captura de
esterdis, as elicitinas devem constituir-se como factores de patogenicidade na relagcdo

Phytophthora/hospedeiro; a interaccao Phytophthora/Nicotiana assume contornos especiais,

-28 -



Transformagao genética de Phytophthora cinnamomi
e silenciamento dos genes das elicitinas Introducio

fruto de uma co-evolucdo em que as elicitinas passaram a ter também um papel com factor de

aviruléncia.

Outros papéis bioldgicos sugeridos para as elicitinas sdo como antibidticos (Grant et
al., 1996) ou componentes estruturais (Templeton et al., 1994; Yu., 1995), mesmo que
restritos a fases especificas do ciclo de vida de Phytophthora spp. (Kamoun et al., 1997,
Qutob et al., 2003). De facto, prevé-se que a maior parte das ELLs e algumas ELIs ndo
possuam capacidade de se ligar a esterdis, apresentando caracteristicas que se supde ligd-las a

parede e membrana celulares (Qutob et al., 2003; Jiang et al., 2006).

Em resumo, pode dizer-se que os membros da grande e variada familia das elicitinas
fazem parte do puzzle biol6gico dos oomicetas dos géneros Phytophthora e Pythium: estas
pecas sdo diferentes umas das outras e nao encaixam todas no mesmo local, mas decerto sdao
essenciais para completar a imagem que nos permitird compreender em pleno estes agentes

patogénicos.

I.1.2. Transformacao genética no género Phytophthora

Técnicas fidveis e reprodutiveis para realizar manipulacio molecular genética sao
essenciais para a determinacdo das fungdes de genes e proteinas identificados nos mais
diversos organismos. A transformacdo genética € uma ferramenta chave para alcancar este
objectivo. No caso dos microrganismos patogénicos como 0s oomicetas, a transformacao
fornece ainda um método de seguir o crescimento dos mesmos nos hospedeiros, através da
aplicacdo de genes marcadores, como a proteina fluorescente (GFP, Green Fluorescent

Protein), permitindo ampliar os conhecimentos sobre a biologia destes patogénios.

I.1.2.1. Estratégias de transformacao genética

Os vectores normalmente usados na transformacido genética de fungos ndo se
mostraram adequados para oomicetas, provavelmente devido a diferengas nas sequéncias
necessdrias para activar a transcri¢do dos genes (Judelson et al., 1992). Assim, novos vectores

e protocolos para transformacdo tiveram de ser desenvolvidos. Os promotores dos genes
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ham34* e hsp70° do oomiceta Bremia lactucae mostraram forte actividade em ensaios de
transformacdo transiente de P. infestans (Judelson e Michelmore, 1991) e foram
subsequentemente incorporados em vectores de transformac¢do usados na obtencdo de
transformantes estdveis (Judelson et al., 1991). Estes promotores continuam a ser
habitualmente usados na expressdo de transgenes em Phytophthora spp porque mostraram
niveis mais altos de actividade do que certas sequéncias reguladoras préprias de
Phytophthora, como sejam os promotores de genes de expressdo constitutiva, como a actina

(Judelson et al., 1993a).

O protocolo de transformagdo padrao € baseado na transformacao de protoplastos por
métodos quimicos, mediada por lipossomas e/ou tratamento com CaCly/polietilenoglicol
(PEG), seguida de regeneracdo e seleccdo com antibidticos em meio solido (Judelson et al.,
1991; Judelson et al., 1993b). Também foi relatada a transformacdo de zodsporos por

métodos quimicos semelhantes (Ersek et al., 1994).

Foram observadas altas taxas de co-transformacao (até 50%), especialmente se os dois
plasmideos forem linearizados com enzimas de restricio com extremidades compativeis
(Judelson, 1993). Assim, € relativamente rdpido clonar um gene de interesse numa cassete de

expressao adequada e cotransformar com o plasmideo de selec¢@o.

Apesar da maioria dos ensaios de transformacdo se terem centrado em P. infestans
(Panabieres et al., 1998; Kamoun et al., 1998b; Randall e Judelson, 1999), outros oomicetas
foram transformados com o protocolo de transformagdo induzida quimicamente: P. sojae
(Judelson et al., 1993b), P. capsici (Ersek et al., 1994), P. palmivora (Van West et al., 1998,
1999), P. parasitica (Bottin et al., 1999; Gaulin et al., 2002), P. brassicae (Si-Ammour et al.,
2003) e Saprolegnia monoica (Mort-Bontemps e Fevre, 1997). Recentemente, também foi

descrita a transformacdo de P. cinnamomi por métodos quimicos (McCarren, 2006).

Outras técnicas de transformacgdo foram usadas em Phytophthora spp, fazendo uso do
bombardeamento com microparticulas aceleradas sobre micélio, esporangios ou zoOsporos
(Bailey et al, 1993; Cvitanich e Judelson, 2003a,b), co-cultivo de zodsporos com
Agrobacterium tumefaciens (Vijn e Govers, 2003) e electroporacdo de zodsporos
(Latijnhouwers e Govers, 2003; Latijnhouwers et al., 2003; Blanco et al., 2005) e protoplastos

(Judelson e Michelmore, 1991). Também foi obtida a transformacdo de protoplastos de

? Ham34 codifica uma potencial proteina estrutural; HSP70 pertence a familia das denominadas heat shock
proteins, proteinas expressas em resposta a uma elevagao da temperatura ou outras situagdes de stress.
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Pythium aphanidermatum por electroporacao (Weiland, 2003) e de Pythium ultimum com co-

cultivo de zodsporos e Agrobacterium tumefaciens (Vijn e Govers, 2003).

Diversos genes reporter foram usados na transformacdo de Phytophthora spp, entre
eles o gene codificante para a B-glucuronidase e a GFP. Os transformantes foram, depois,
usados no seguimento da progressao da doenca in planta, na avaliacdo de resisténcia a
doenca, estudo de promotores e visualizacdo de estruturas durante o desenvolvimento
(Judelson et al., 1993a; Judelson, 1997; Kamoun et al., 1998c; West et al., 1998, 1999; Bottin
et al., 1999; Fong e Judelson, 2003; Si-Ammour et al., 2003; Cvitanich e Judelson, 2003a;
McLeod et al., 2004; McCarren, 2006).

Até a data ndo foram relatados quaisquer eventos de recombinacdo homoéloga e o
DNA introduzido € integrado no genoma através de recombinagdo heteréloga (Judelson et al.,
1993a; Kamoun, 2003). Por isso, o silenciamento genético baseado na interrupcdo de genes
ndo € adequado em Phytophthora, até porque, dada a natureza dipléide destes organismos,
seriam necessdrias duas disrup¢des consecutivas para silenciar um dado gene (Judelson et al.,
1993a). A abolicdao da expressao genética foi inicialmente testada na inibi¢dao de transgenes,
com base numa estratégia de silenciamento genético de expressdo de sequéncias anti-sentido
dos genes que se pretendiam silenciar (Judelson et al., 1993a); a observada redu¢do dos niveis
de mRNA sentido foi, inicialmente, atribuida a degradacdo de complexos RNA de cadeia
dupla, compostos pela hibrida¢do das sequéncia sentido e anti-sentido. Contudo, foi também
demonstrada a accao de silenciamento de sequéncias transgénicas sentido, homoélogas do gene
a silenciar e, até, de sequéncias desprovidas de sequéncias promotoras (Kamoun et al.,
1998b), o que coloca de lado a hipétese da degradagdo de complexos de RNA de cadeia
dupla. Foi, entdo, proposto um novo mecanismo para explicar este tipo de inibicdo da
expressao genética (West er al., 1999a). Entretanto, o silenciamento com aplicacdo de
sequéncias transgénicas anti-sentido ou sentido ja permitiu obter estirpes deficientes em
determinados produtos de genes nativos (Gaulin et al., 2002; Latijnhouwers e Govers, 2003;

Latijnhouwers et al., 2004; Blanco et al., 2005).

Recentemente foi relatada a primeira aplicagcdo de RNA de cadeia dupla na mediagdo
de silenciamento em P. infestans (Whisson et al., 2005), mas as bases deste ensaio de
transformagdo transiente, ainda necessitam de ser clarificadas. Esta técnica, também
conhecida como RNAi (RNA de interferéncia) faz uso de pequenas moléculas de RNA de

cadeia dupla para induzir o silenciamento de genes com os quais apresenta homologia.
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1.1.2.2. Mecanismos de silenciamento genético

Ja foi aqui mencionado um trabalho onde a adopcdo de uma estratégia de
silenciamento genético levou a obten¢do de transformantes de P. infestans em que a producao
de INFI foi abolida (Kamoun et al., 1998b). Convém agora analisar os resultados de uma
outra pesquisa que, aprofundando o trabalho anterior, levou a clarificacao de alguns aspectos

dos mecanismos de silenciamento em P. infestans (West et al., 1999a).

A introdu¢@o de construgdes plasmidicas contendo sequéncias sentido e anti-sentido
do gene infl levou a inibicdo de produc¢do da proteina INF1 em 11% a 20% dos
transformantes. Foi demonstrado que as sequéncias promotoras presentes nos transgenes nao
sd0 necessdrias para a inducdo do silenciamento, visto que, também foram obtidos
transformantes silenciados através da introdu¢@o de constru¢des com a sequéncia sentido do

gene infl e sem a zona promotora.

A auséncia de producdo da proteina INF1 deveu-se a falta de producao do mRNA
correspondente. Aparentemente, a introdu¢do das constru¢des baseadas no gene infl
provocaram o silenciamento de ambos os genes (enddgeno e transgene). O silenciamento
observado foi especifico para a sequéncia do gene infl, pois o gene inf2b (que pertence a uma
classe diferente da familia de genes das elicitinas mas partilha 60% de homologia com o gene
infl na regido ORF) continuou a expressar-se em niveis idénticos nos transformantes e nao

transformantes.

Uma vez que, apenas uma parte dos transformantes se mostrou silenciada, a
introducdo dos transgenes nao parece ser ela propria a responsdvel pelo despoletar do
silenciamento observado. Este, também ndo se deve, nem a interrup¢cdo do gene infl, nem a
mutacdes pontuais, mas sim a uma inibi¢do da sua transcricdo e € independente do nimero de
integracdes do transgene num dado local do genoma. O fenémeno de hipermetilagdo do DNA

nao estd envolvido no mecanismo de inibi¢do da transcrigao.

O silenciamento permanece em heterocariotas (resultantes da fusdo de protoplastos
derivados de diferentes estirpes homocariotas) contendo niucleos transgénicos € ndo
transgénicos, o que demonstrou que o silenciamento é dominante e actua em trans para
silenciar o gene alvo nos nucleos transformados e ndo transformados. Além disso, o
silenciamento é mantido, de maneira estavel, em estirpes homocariotas obtidas a seguir a
separacdo dos nucleos dos heterocariotas silenciados, mesmo na auséncia dos transgenes

(Figura 1.5). Uma vez que ndo foi possivel demonstrar a cariogamia (fusdo dos nucleos), ndo é
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provavel que o estado silenciado do gene infl seja transmitido de um nicleo para outro por
interaccoes DNA-DNA especificas, ja que, mesmo durante as divisdes mitdticas o envelope

nuclear permanece intacto na maior parte dos oomicetas (Heath, 1980).

Face a estas observagdes, os autores propuseram um novo modelo para explicar o
fenémeno de silenciamento em P. infestans, o qual baptizaram de ‘“‘silenciamento genético

internuclear” e em que estd envolvido um factor de silenciamento difusivel.

Figura 1.5: Ilustracdo esquemadtica da transferéncia do silenciamento
genético internuclear em Phytophthora. A fusdo de protoplastos de uma
estirpe silenciada com sequéncias antisentido (nucleos e citoplasma brancos)
e um isolamento selvagem (nucleos e citoplasma cinzentos) resulta numa
estirpe heterocariota (com nucleos brancos e cinzentos) que exibe
silenciamento genético (citoplasma branco). A separacdo nuclear, através de
cultura de zodsporos derivados da estirpe heterocariota, resulta em estirpes
silenciadas (citoplasma branco) independentemente da presenca do
transgene. (Figura adaptada de Kamoun, 2003).

O novo modelo de silenciamento apresenta diferencas nos mecanismos relativamente
aos fendmenos de quelling (observado em Neurospora crassa) (Cogoni et al., 1996) e MIP
(Metilacdo Induzida Pré-meioticamente, observada em Ascobolus immersus) (Colot et al.,
1996) mas é muito similar ao fenémeno de paramutacdo (Meyer et al., 1993; Hollick et al.,
1997). Em resumo, a forte reducdo da transcri¢do nas estirpes de P. infestans homocariotas
ndo transgénicas deve ser consequéncia de fendmenos de paramutacdo que provocam uma
modificacdo da expressdo do gene infl, herdada geneticamente e resultantes possivelmente de
alteracdes conformacionais da estrutura da cromatina nuclear. Pode-se especular que o factor
de silenciamento que actua em trans e se move entre nicleos pode ser uma proteina (Pirrota,
1997, 1998; Sherman e Pillus, 1997), uma molécula de RNA aberrante (Wasseneger et al.,
1994; Matzke et al., 1996; Schuurs et al., 1997) ou um complexo formado por RNA e

proteina.

Em ensaios por Northern blotting, Latijnhouwers e Govers (2003) observaram que
nalguns dos transformantes de P. infestans obtidos por silenciamento do gene pigpbl 7 um
rasto de RNA (conhecido, vulgarmente, como smear) substituiu a banda bem definida que
representa 0 mRNA do gene no isolamento selvagem. Este resultado ndo se deveu a
degradacao generalizada do RNA dado que ndo foi observado em transformantes com o gene

pigpal silenciado. Assim, as autoras colocam a hipdtese de existir outro mecanismo de

3 Pigpa e Pigph sio genes codificantes para subunidades das proteinas denominadas G, envolvidas em varios
processos de regulagdo celular.
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silenciamento genético em Phytophthora, baseado na degradacdo especifica do mRNA que
sofreu silenciamento. O mecanismo proposto por West et al. (1999a) funciona a nivel pré-
transcricional, ao passo que esta nova via de silenciamento funcionaria a nivel pds-

transcricao.

I.1.3. As elicitinas de Phytophthora cinnamomi

O cluster genémico composto por genes de elicitinas, identificado em P. cinnamomi

(Duclos et al., 1998a) estd representado na Figura 1.6.

A presenga da B-cinamomina e da a-cinamomina foi ja comprovada em filtrados de
culturas in vitro (Pernollet et al., 1993) e a expressdo de todos os genes, inclusivamente os
codificantes para as elicitinas altamente acidicas, foi detectada por RT-PCR em micélio

cultivado in vitro (Duclos et al., 1998b).

Gene da
) . Gened
nge da . Alfa-cinamomina Gene da Beta-c?r?:m:mina
Beta-cinamomina altamente acidica Alfa-cinamomina altamente acidica
356 pb 374 pb 356 pb 368 pb
> <> <> <>
317 673 1660 2034 4092 4448 5117 5485 5703

Comprimento (pb)

Figura 1.6: Representagdo da organizacdo do cluster gendmico das elicitinas de P. cinammomi.
(N° de acesso a base de dados EMBL: AJO00071)
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1.2. MATERIAL E METODOS

I.2.1. Seleccao do material biologico

Os trabalhos foram iniciados com uma seleccdo dos isolamentos de Phytophthora

cinnamomi que estao identificados na Tabela I.1.

Tabela I.1: Identificacdo dos isolamentos de P. cinnamomi.

Designacao Local de isolamento Amostra Data
PA20 S. Brés de Alportel Solo, sobreiro Novembro 1995
PA37 Lagos Solo, sobreiro Maio 1995
PA45 S: Bras de Alportel Solo, sobreiro Maio 2000
PE62 Huelva Solo, azinheira Julho 1998
PE95 S. Bras Raiz, azinheira Junho 2000

Os isolamentos utilizados neste estudo foram obtidos de amostras de solo ou raizes
recolhidas em locais de declinio de sobreiro ou azinheira. Foram isolados pelo método da
“planta armadilha” (ma¢d Granny Smith numa suspensdo de solo e/ou raizes) e identificados
pelos métodos cléssicos (crescimento em meio selectivo e observacdo das caracteristicas
morfoldgicas) (Moreira-Marcelino, 2001) e pelo método molecular colorimétrico (Coelho et

al., 1997).

[.2.2. Cultura e manutencao dos isolamentos de Phytophthora cinnamomi

Os isolamentos foram cultivados em meio sélido de agar VgCa (sumo Vg clarificado
com agar), em meio liquido VgC (sumo Vj clarificado) ou em meio MSE (Meio de Secre¢ao
de Elicitinas). Foram retirados pequenos pedagos de agar (2 - 3 mm?) das col6nias de origem
com uma ansa esterilizada e foram inoculadas placas de Petri com meio s6lido ou com meio

liquido (15 ml/placa). As placas foram mantidas numa estufa a 25°C, no escuro.

O meio de crescimento VgC, preparado num Erlenmeyer pela dissolucao de 4,5 g de
CaCO3 em 330 ml de sumo Vg (Campbell Soup Company), foi agitado numa placa de
agitacdo magnética durante 30 min. O meio foi mudado para um frasco préprio para
centrifuga e centrifugado a 2500 g, durante 15 min, a 20°C. O sobrenadante foi decantado

cuidadosamente para um novo frasco e centrifugado de novo a 2500 g durante 15 min. O
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sobrenadante foi decantado para um novo frasco, diluido de 1:10 com &4gua destilada e

autoclavado durante 20 min a 121°C.

Para preparar meio sélido, foram adicionados ao meio liquido 15 g de agar por litro
antes da autoclavagem. Depois da autoclavagem o meio foi distribuido por placas,

solidificando por arrefecimento.

Os componentes do meio MSE [KH,PO4 0,05% (p/v); MgSO4 0,025% (p/v);
asparagina 0,1% (p/v); tiamina 1 mg/l; extracto de levedura 0,05% (p/v); glucose 2% (p/v)]
foram dissolvidos em dgua destilada e a solucdo esterilizada por filtracdo com membranas de

poro & 22 um.
Todos os meios foram mantidos a 4°C até serem utilizados.

Aos meios utilizados para o crescimento das estirpes transformadas do oomiceta foi
adicionado o antibidtico higromicina B (250 pg de antibidtico por ml no meio de seleccao
inicial; 300ul/ml nos meios de crescimento pds-selec¢do dos transformantes). A higromicina
B foi adicionada no momento de utilizagao dos meios. No caso do meio VgCa, o antibidtico
foi adicionado antes da sua distribuicdo por placas, numa fase em que o meio ainda se
mantinha liquido (permitindo uma boa mistura com antibidtico) mas ja ndo se encontrava a
uma temperatura muito elevada (a volta de 40 a 45°C), para que o antibidtico mantivesse toda

a sua actividade bioldgica.

Foram determinadas as taxas de crescimento das estirpes transformadas e dos
respectivos isolamentos selvagens. De cada isolamento com crescimento activo em meio
V;Ca, foi retirado, com um furador de rolhas, um disco de 8 mm de didmetro que foi depois
colocado no centro de uma nova placa de Petri de 9 cm de didmetro com meio VgCa. As
placas foram mantidas numa estufa a 25°C, no escuro e foi medido o maior € o menor
didmetro das colénias do primeiro ao quarto dia de crescimento. As medidas do didmetro da
colodnia obtidas, foram subtraidos os 8 mm do diametro do disco de agar e foi calculada a taxa
de crescimento para cada placa, dividindo o diametro médio da colénia pelo nimero de dias
transcorridos. Para cada isolamento foram preparadas quatro placas e a taxa de crescimento
do isolamento foi apresentada como a média das quatro placas. Este ensaio foi repetido trés
vezes, calculando-se depois a taxa média dos trés ensaios para cada isolamento. Os valores
das taxas de crescimento obtidas foram submetidos a uma andlise de variancia pelo teste de

comparacdo de médias LSD (Minima Diferenca Significativa) de Fisher, para p < 0,05 (Steel
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e Torrie, 1985) com o auxilio do programa informatico estatistico "SPSS 14,0" para

Windows.

Toda a manipulacdo dos isolamentos para operagdes relacionadas com a manutengdo

de culturas ou preparagdo da transformacgdo genética foi realizada em condi¢des de assépsia.

1.2.3. Estudo da sensibilidade a antibioticos

Ao meio VgCa foram adicionadas quantidades crescentes de higromicina B, conforme
indicado na Tabela 1.2. Foram retirados pequenos pedacos de agar das colénias de origem dos
isolamentos e foram inoculadas placas de Petri contendo meio com antibidtico. As placas
inoculadas foram incubadas numa estufa, a 25°C, no escuro, durante dez dias, € o crescimento

verificado diariamente.

Tabela I.2: Concentragdes de higromicina B aplicadas no teste de sensibilidade.

Concentracdo de higromicina B (ug/ml) 0 50 70 100 | 150 | 200 | 250 | 300

I.2.4. Producao de zoosporos

A produgao de zodsporos foi efectuada segundo uma adaptacao do protocolo de Byrt e
Grant (1979). Um tnico indculo foi colocado em meio VgCa e incubado a 25°C, no escuro,
durante trés dias. Cinco pequenos pedacos de agar foram retirados da margem da col6nia em
crescimento activo e colocados num disco de membrana Miracloth (Calbiochem) previamente
preparada e colocada numa nova placa de meio VgCa. A cultura foi incubada a 25°C, no
escuro, durante cinco dias. A membrana sobre a qual o micélio cresceu foi transferida
assepticamente para um Erlenmeyer de 250 ml contendo uma mistura de 50 ml de meio VgC e
50 ml de agua destilada esterilizada. Esta cultura foi incubada durante 16 h num agitador
orbital (90 rpm), a 25°C e sob luz fluorescente suspensa a 40 cm do Erlenmeyer. Apés a
incubacdo o meio foi decantado e a membrana lavada quatro vezes em intervalos de 15 min
com 100 ml de uma solugdo de sais minerais (SSM). A cultura foi incubada durante 20 h em
100 ml de SSM, a 25°C, sob luz fluorescente e agitacdo. A SSM usada foi decantada e a
membrana lavada com 50 ml de SSM fresca. O disco Miracloth foi entdo removido do
Erlenmeyer e colocado numa caixa de Petri, coberto com 20 ml de SSM e incubado a 18°C

durante 2 a 3 h, até a libertacdo dos zodsporos (observada num microscopio ptico).
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Preparacao dos discos Miracloth: a membrana foi cortada em circulos com 8 cm de

didmetro e os discos foram imersos em dgua da rede durante 20 min e depois fervidos durante
10 min. A &4gua da fervura foi decantada e a membrana lavada com 4gua destilada. O
procedimento de fervura/lavagem foi repetido por mais duas vezes. Os discos foram
colocados numa caixa de Petri de vidro, cobertos com dgua destilada e autoclavados a 121°C

durante 20 min.

Preparacdo da Solucdo de Sais Minerais (SSM): o nitrato de calcio, o nitrato de

potéssio e o sulfato de magnésio foram dissolvidos em 4gua destilada [Ca(NOs3),.4H,0 0,01 M;
KNO3 0,005 M; MgS0,4.7H,0 0,004 M] e esta solugdo inicial foi autoclavada a 121°C durante
20 min. Apds o arrefecimento, foi adicionado 1 ml de uma solu¢do de Fe-EDTA 0,1 M

(esterilizada por filtragdo em membranas de poro & 22 wm) por cada litro da solugao inicial.

Aliquotas da suspensdo obtida apds a libertagdo dos zodsporos foram colocadas numa
camara de contagem e aquecidas brevemente (10 s, com lume de isqueiro) para induzir o
enquistamento dos zodsporos na camara; as contagens foram efectuadas numa camara de

contagem do tipo Fuchs-Rosenthal.

Todos os isolamentos selvagens foram testados, pelo menos, uma vez e em duas
ocasides, foram feitas concentracdes dos zodsporos obtidos com o isolamento PA45 em

gradientes de Percoll.

As estirpes geneticamente transformadas foram submetidas a este ensaio na presenca

ou na auséncia de higromicina B (300 pug/ml) nas varias fases de cultura.

Concentracdo de zodsporos em gradientes de Percoll: apés a fase de libertacdo dos

zo0Osporos, a solucdo das placas foi recolhida e colocada em tubos Falcon de 50 ml (= 40 ml
por tubo). Depois foi adicionado (1/50) do volume em LiCl 5M; o tubo foi invertido
gentilmente 5-6 vezes e logo de seguida, com o auxilio do pipetador eléctrico, 5 ml de solugdo
de Percoll a 33% v/v foram colocados no fundo do tubo, por baixo da solu¢do de zodsporos.
Depois, 5 ml de Percoll 133%" v/v foram injectados por baixo da camada de Percoll 33%.
Cinco minutos ap6s a adi¢do do LiCl os tubos foram centrifugados a 800 g durante 5 min a

4°C. Foi procurada uma fina camada castanha clara na interface entre as duas camadas de

* Percoll a 33%: 3.3 ml de Percoll 100%; 200 ul de solugio de Petri modificada (50X concentrada); 25 ul CaCl,
100 mM, 6.6 ml de dgua

Percoll a 133%: 8.9 ml de Percoll 150%; 200 pul de solucdo de Petri modificada (50X concentrada); 25 pl CaCl,
100 mM, 1 ml de dgua.

Soluc¢do de Petri modificada: CaCl, 0.25 mM; MgSO, 1 mM; KH,PO4 1 mM, KCI 0.8 mM.
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Percoll (33% e 133%), onde ficariam concentrados os zodsporos. A camada de Percoll a
133%, localizada abaixo dos zodsporos, foi removida delicadamente por aspiracdo com o
pipetador eléctrico e de seguida foi colhida a camada dos zodsporos (= 2,5 ml). Uma aliquota
desta dltima camada foi colhida para contagem das células. Durante todas as operagdes os

tubos com os zodsporos foram mantidos em gelo.

I.2.5. Obtencao de protoplastos

O micélio referente a 4 placas (4 in6culos por placa) e cultivado durante trés dias em
meio VgC foi recolhido com o auxilio de pingas esterilizadas e transferido para uma caixa de
Petri onde foi lavado com 15 ml de Solu¢do de Equilibrio (ver composi¢do na Tabela 1.3).
Este liquido foi eliminado por pipetagem, a lavagem foi repetida e depois foram adicionados
15 ml de mistura de enzimas (ver composi¢dao na Tabela 1.4). A mistura de enzimas foi
preparada dissolvendo as enzimas no mesmo tipo de solugcdo de equilibrio utilizada nas

lavagens do micélio.

Tabela 1.3: Composicdo dos vdrios tipos de Tabela I.4: Composicdo das solu¢des de enzimas.
Solucdes de Equilibrio.
Combinacoes de enzimas
S lCOjnI:l os::;ao.;l: . A Driselase’ (Sigma) - 2,5 mg/ml
olucao de Bquilibrio Lysing enzymes - L1412° (Sigma) - 5 mg/ml
| IC(CC110,§4;11:/I/I B Driselase - 2,5 mg/ml
) a 2 Celulase (Sigma) - 5 mg/ml
Citrato de sédio 20 mM, pH 5,8
Manitol L M C Driselase - 10 mg/ml
anito Caylase C3’ (Cayla) - 1 mg/ml
2 MgSO,7 mM .
Citrato de s6dio 20 mM, pH 5,8 Driselase - 7 mg/ml
KCL0.64 M D Caylase C3 - 7 mg/ml
3 ’ Celulase Onozuka - 7 mg/ml
CaCl,0,2 M
Manitol LM E Driselase - 7 mg/ml
4 anito Celulase Onozuka - 7 mg/ml
MgSO,7 mM
B Driselase - 7 mg/ml
Cellulase (Sigma) - 7 mg/ml

5 . , . .. . . .
Driselase ¢ uma mistura enzimdatica composta por celulases, laminarinases e xilanases

® Lysing enzymes — L1412 é uma mistura enzimatica composta por celulases, proteases e quitinases

7 Caylase C3 é uma mistura de glucanases e quitinases
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Cada uma das solucdes da Tabela 1.3 (1 a 4) foi testada com todas as misturas da

Tabela 1.4 (A a F).

O micélio foi dilacerado com a ajuda de dois bisturis esterilizados. A digestao do
micélio ocorreu a 25°C, na obscuridade e sob agitacdo lenta (=20 rpm). Foram efectuados

ensaios com tempos de digestdo que variaram entre os 30 e os 300 min.

Os protoplastos foram recolhidos por filtragdo da suspensdo de digestdo através de um
filtro Scrynel (& poro = 48 wm) montado num funil de Buckner associado a um Kitasato. A
caixa de digestdo e o filtro foram lavados com 10 ml de solucdo de equilibrio e os
protoplastos recolhidos num tubo Falcon de 50 ml. A suspensdo foi centrifugada a 2000 g
durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet de protoplastos ressuspenso
suavemente e lavado com 5 ml de solucdo de equilibrio. A centrifugacdo e a lavagem foram
repetidas. A optimizagdo das condi¢cdes de obtencdo dos protoplastos foi avaliada
determinando o nimero de protoplastos em pontos de controlo efectuados de 30 em 30 min ao
longo de todo o tempo de digestdo e antes da centrifugacdo final, através de contagem de
aliquotas da suspensdo de digestdo numa camara de contagem Fuchs-Rosenthal. Depois da
contagem, a suspensao foi centrifugada a 2000 g durante 10 min, os protoplastos foram
ressuspensos em 10 ml de uma solucdo de manitol (1 M)/meio VgC (4/1) e incubados durante
16 horas, a 25°C, no escuro. A percentagem de viabilidade dos protoplastos foi determinada

através da contagem do niimero de protoplastos germinados apds o periodo de incubac@o.

Estes ensaios foram realizados pelo menos duas vezes para cada um dos isolamentos

seleccionados para os trabalhos.

Ap6s a optimizagdo do processo de obtengdo de protoplastos, foi ainda testado o efeito
da substituicio do micélio derivado de indculos tradicionais (pedacos de agar) cultivado
durante trés dias por micélio derivado da germinacdo de uma suspensdo de zodsporos em

meio VgC durante trés dias.

1.2.6. Plasmideos aplicados na transformacao

1.2.6.1. Descricao dos Plasmideos

Para permitir a expressdo de transgenes nos transformantes de P. cinnamomi, as
sequéncias regulatérias a serem usadas devem, preferencialmente, ser proprias ao

microrganismo em causa. As sequéncias mais referidas na literatura e constantemente
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utilizadas na transformacao de Phytophthora spp foram desenvolvidas na forma de vector
plasmidico por Howard Judelson, que amavelmente no-las disponibilizou clonadas em duas
construgdes distintas: o plasmideo pHAMT35H e o plasmideo pTH210 (Figuras 1.7 e 1.8

respectivamente).

Figura 1.7: Plasmideo pHAMT35H.

Esta constru¢do, baseada no plasmideo pUC109,
contém a cassete de expressdo do gene para a
resisténcia a higromicina B (higromicina
fosfotransferase—HPT) clonada na forma de um
fragmento Smal-Smal de 1253 pb, regulada
5358 bp pelo promotor do gene ham34 de Bremia

colEt lacatucae (EMBL gene bank, acession number
X16984), clonado na forma de um fragmento

pIFL 1556 Hind TI-Smal de 920 pb, e pelo terminador do

& o' gene ham34, clonado na forma de um
g&m . fragmento Smal-EcoRI de 550 pb.

—— Smal 2061

Bgii 4485/°

pHAMTISH

BamHI 3142
Hind 11l 2981
PfIFI 2932

Figura 1.8: Plasmideo pTH210.

Esta construgdo, baseada no plasmideo pUCI109,
contém a cassete de expressdo do gene para a
resisténcia a higromicina B clonada na forma de
um fragmento Smal-Smal de 1253 pb, regulada
pelo promotor do gene hsp70 (EMBL GenBank, AL B
acession number: M27825), clonado na forma de so%0 b
um fragmento HindlII-Smal de 590 pb, e pelo
terminador do gene ham34 (EMBL GenBank,
acession number: X16984), clonado na forma de
um fragmento Smal-EcoRI de 550 pb.

PfIFI 1556
Pstl 1753
EcoRI 1817
PfIFI 2000

BamHI 2814
Smal 2061

Hind 1ll 2653

Por uma questdo de organizagdo de trabalho foi decidido inibir apenas a expressao de
uma das elicitinas de P. cinnamomi, a B-cinamomina, com recurso a estratégia de RNA anti-
sentido. Esta estratégia consistiu em duas abordagens distintas: a primeira visa a sintese de um
transcrito anti-sentido completo do gene da [-cinamomina. Este RNA consiste num
fragmento com 400 pb, correspondente a regidao 273-673 do cluster das elicitinas, composta
pela cadeia de leitura aberta completa do gene da B-cinamomina mais a regido ndo traduzida

situada a jusante do promotor deste gene. O fragmento foi clonado em pHAMT35H,
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originando pHAMT35-fatss, para a sequéncia completa anti-sentido (representado na
Figural.9) e pHAMT35-fss para a sequéncia completa sentido; a clonagem do mesmo
fragmento em pTH210 deu origem a pFatssInc (representado na Figura 1.10) para a sequéncia

completa anti-sentido e pFssInc para sequéncia completa sentido (Sancho, 1999).

Ehel 235

gll 245

coRI 396

Bgll 3634

e ey Figura 1.9: Representagdo do mapa
4507 bp é&m. o genético do plasmideo pHAMT35-Fatss.

colE1

PHAM34

BamHli 2291 i Bgil 6027 T Smal 783
/au 898
amp

%,
%,

%,
fatss 7,
%,

_Smal 1184

Figura I.10: Representagdo do mapa !
genético do plasmideo pFatssInc. pratesine Phangs

6900 bp

\ /PiIFI 2056

Bgll 2115
e THAMA4
BamHI 4684 _T=_= Phsn70 //
i = Phsp

EcoRl 2266

Smal 2678
Smal 3931

PIFI 3870
EcoRl 3687
Pstl 3623

PHIFI 3426

A segunda abordagem visa a produ¢do de um curto oligonucleétido anti-sentido
compreendido no RNA da B-cinamomina. Este fragmento tem um comprimento de 61
nucledtidos (correspondentes a regido 274-334 do cluster gendémico). 43 nucledtidos sao
complementares da regido nao traduzida situada a jusante do promotor deste gene. Os
restantes 18 nucledtidos sdo complementares aos primeiros 6 coddes do mRNA da B-
cinamomina. O fragmento foi clonado em pHAMT35H, originando pHAMT35-shatss para a

sequéncia curta anti-sentido (representado na Figura I.11) e pHAMT35-shss para a sequéncia

curta sentido normal; a clonagem do mesmo fragmento em pTH210 deu origem a pShAtssInc
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para a sequéncia curta anti-sentido (representado na Figura 1.12) e pShSenselnc para

sequéncia curta sentido normal) (Sancho, 1999).
hel 235
gll 245

coRI 396

N\

Bgll 3440
e amp Tham34

shatss Smal 101€

Figura I.11: Representacio do mapa PHAMT35-shatss
genético do plasmideo pHAMT35-shatss. 4313 bp

colE1 PHAM34

BamHI 2097

Smai 1156
colE1
§
pShAtssinc
6568 bp

Bgll 1783

THAM34
EcoRl 1934
w2 prepro ~—_
Jind 1l 4191 = Smal 2346
— hpt p
Smal 3599\/‘# 2 s

PfIFI 3538 PfIFI 3094
EcoRI 3355

Figura 1.12: Representacdo do mapa genético
do plasmideo pShAtssInc.

Pstl 3291

1.2.6.2. Producio, extraccao e purificacao dos plasmideos

Os plasmideos foram produzidos em Escherichia coli (TOP 10 F’ Cells, Invitrogen).
As culturas foram mantidas em glicerol, a —80°C, até ao seu plaqueamento em meio Luria-
Bertani solido [LB broth 2% (p/v); agar 1,5% (p/v)] com ampicilina a uma concentragcdo de

50 pg/ml.

Uma tnica colénia referente a cada um dos plasmideos foi usada para iniciar a
respectiva mini-cultura em 3 ml de meio LB liquido com ampicilina (50ug/ml). A cultura foi
incubada durante 8 horas, a 37°C e sob vigorosa agitacao (300 rpm). A mini-cultura foi depois
diluida de 1/500 em meio LB selectivo, de modo a inocular 25 ml de meio (num Erlenmeyer

de 200 ml). Seguiu-se mais um periodo de crescimento durante 12 a 16 horas, a 37°C e sob
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agitacdo vigorosa, até a cultura atingir uma densidade de 3 a 4 x 10° células/ml. As células
bacterianas foram entdo recolhidas por centrifuga¢do a 6000 g durante 10 min, a 4° C. O pellet
foi ressuspenso em 4 ml de tampdo de ressuspensdo do Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen)
(Tris-Cl 50 mM; EDTA 10 mM, pH 8,0; RNAse A 100 pug/ml) e em seguida foram
adicionados a mistura 4 ml do tampdo de lise [NaOH 200 mM; SDS 1% (p/v)]; os
componentes foram misturados suavemente invertendo quatro a seis vezes; a mistura foi
mantida durante 5 min a 22°C. Foram adicionados 4 ml de tampao de neutralizacdo
previamente arrefecido a 4°C (acetato de potdssio 3,0 M, pH 5,5); a mistura foi
homogeneizada suavemente invertendo o tubo quatro a seis vezes e arrefecida em gelo
durante 15 min. Procedeu-se depois a uma centrifugacido a 20000 g durante 30 min, a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido imediatamente e novamente centrifugado a 20000 g durante 15 min,
a 4°C. O DNA plasmidico presente no sobrenadante foi purificado por cromatografia de troca
anidnica através da aplicacdo do sobrenadante numa coluna Qiagen-tip 100, previamente
equilibrada com 4 ml de tampao QBT [NaCl 750 mM; MOPS 50 mM, pH 7,0; isopropanol
15% (v/v); Triton X-100 0,15% (v/v)]. A coluna foi lavada por duas vezes com 10 ml de
tampao QC (NaCl 1,0 M; MOPS 50 mM, pH 7,0; isopropanol 15% (v/v)] e o DNA
plasmidico eluido da coluna com 5 ml de tampao QF [NaCl 1,25 M; Tris-Cl 50 mM, pH 8,5;
isopropanol 15% (v/v)]. Ao volume eluido foram adicionados 3,5 ml de isopropanol, a 22°C,
a mistura foi homogeneizada e centrifugada imediatamente a 15000 g durante 30 min, a 4°C.
O sobrenadante foi cuidadosamente decantado, o pellet lavado com 2 ml de etanol (70% v/v)
a 22°C e centrifugado a 15000 g durante 10 min. O sobrenadante foi decantado sem
perturbacdo do pellet o qual foi depois seco ao ar durante 5 a 10 min e ressuspenso em 105 pl

de dgua. O DNA foi quantificado por leitura de absorvéncia a 260 nm e conservado a 4°C.

1.2.6.3. Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada por leitura de absorvéncia a 260 nm de uma

aliquota do produto de extraccao num espectrofotometro MBA 2000 (Perkin Elmer). Também
foram calculados os ratio de (absorvéncia a 260 nm)/(absorvéncia a 280 nm) e registados os

espectros de absorvéncia entre 220 e 350 nm, para avaliacao da pureza das amostras.
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I.2.6.4. Linearizacao dos plasmideos

Uma das condigdes testada durante os ensaios de transformacdo foi o estado dos
plasmideos que foram utilizados sob a forma circular ou sob a forma linearizada. Para a
linearizagdo, os plasmideos foram digeridos com Hindlll. A digestdo foi realizada num
volume final de 30 pl, na presenga de 1 ul de enzima HindIII (10 U/ul, Roche) por cada 15 pug
de DNA, 3 ul de tampao da enzima 10X concentrado (NaCl 500 mM; Tris-HCl 100 mM;
MgCl, 100 mM; DTT 10 mM; pH 7,9) e dgua. A reaccdo decorreu a 37°C durante 2 horas. A

enzima foi desactivada por aquecimento a 65°C durante 15 min.

I.2.7. Transformacao genética

1.2.7.1. Transformacao com aplicacao de lipossomas e CaCl,/PEG

Os protoplastos foram lavados com 10 ml de solucio MTC (ver composicdo na
Tabela 1.5), contados e depois centrifugados a 2000 g durante 10 min. O pellet foi ressuspenso

em MTC de forma a atingir uma concentracio de 10’ células/600 pl.

Tabela I.5: Composicao das solugdes MTC.

Composicao das solucoes MTC
MTC-10 MTC - 20 MTC - 50
Manitol 1,0 M Manitol 1,0 M Manitol 1,0 M
Tris-HC1 10 mM, pH 7,5 Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 Tris-HC1 10 mM, pH 7,5
CaCl, 10 mM CaCl,20 mM CaCl, 50 mM

Num tubo Eppendorf, 30 nug de DNA (constituidos por um tnico tipo de plasmideo ou
constituidos por 15 pug de cada um dos plasmideos nos casos de co-transformagao, conforme
indicado na Tabela 1.6) foram incubados com um agente de transfeccao (ver Tabela 1.7), num
volume méaximo de 60 ul, durante 10 min. Esta mistura foi, em seguida, adicionada
delicadamente a 600 ul da suspensdo de protoplastos e novamente incubada durante 10 min.
Foram adicionados, de um modo suave e lento, 600 ul de uma solu¢cio PEG 6000/MTC-20
(ver composicdo na Tabela 1.8) e a mistura foi incubada durante 10 min. Foram adicionados
8,8 ml de uma solu¢do de manitol (1 M)/meio VgC (4/1) e a cultura foi incubada em posicao

horizontal durante = 16 horas, a 25°C, no escuro.
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A cultura foi centrifugada a 3400 g, durante 30 min. O sobrenadante foi eliminado e o
pellet ressuspenso em 500 pul de uma solucao de manitol (1 M) / meio VgC (4/1). A suspensao
foi plaqueada em meio VgCa com higromicina B (250 pg/ml). Esperou-se o aparecimento de

transformantes durante um periodo maximo de 10 dias apds o ensaio.

Estes ensaios foram efectuados pelo menos duas vezes com cada um dos isolamentos

seleccionados.

Tabela 1.6: Plasmideos utilizados nos ensaios de transformacao.

Tipo de Plasmideo Forma do Plasmideo

Linearizado

pHAMT35H

N3o linearizado

Linearizado

pTH210

Nio linearizado

Linearizado

pHAMT35-fatss + pHAMT35H

N3o linearizado

Linearizado

pFatssinc
Nio linearizado

Linearizado

pHAMT35-shatss + pHAMT35H
Nao linearizado

Linearizado

pShAtssInc

N3o linearizado

Tabela 1.7: Agentes de transfec¢do testados na transformacao.

Agente de transfeccao

100 g de Escort * (Sigma) / 30 pg de DNA plasmidico

40 ug de Fugene 6 * (Boehringer-Mannheim) / 30 pg de DNA plasmidico

40 ug de Lipofectin * (Life-Technologies) / 30 ng de DNA plasmidico

60 g de DNA de esperma de arenque (Life-Technologies) / 30 g de DNA plasmidico

(a) Lipossoma catiénico

Tabela 1.8: Composicao das solugdes PEG 6000.

Composicao das solucoes PEG 6000

PEG 6000/MTC-20 - A PEG 6000/MTC-20 - B
PEG 6000 40%(p/v) PEG 6000 50%(p/v)
Manitol 1,0 M Manitol 1,0 M
Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 Tris-HCI 10 mM, pH 7,5
CaCl,20 mM CaCl,, 20 mM
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1.2.7.2. Transformacio com aplicacao de electroporacao

Foram realizados varios ensaios de transformagdo com um aparelho electroporador
Gene Pulser (BIORAD). As células usadas para a transformacgdo foram protoplastos sujeitos a

um de dois tratamentos alternativos:

- O pellet de protoplastos foi ressuspenso em tampao de electroporacao a 20°C, lavado

e preparado para electroporagio;

- O pellet de protoplastos foi ressuspenso numa solu¢do de manitol 1,0 M / meio VgC
(4/1) e os protoplastos foram regenerados durante 16 h, a 25°C, no escuro. Apds a incubacao
foram recolhidos por centrifugacdo a 2800 g durante 15 min, lavados com tampao de

electroporacao a 20°C e preparados para electroporacao.
Um resumo das condig¢des testadas € apresentado na Tabela 1.9.

Os tampdes de electroporacdo utilizados foram uma solug¢do MTC-20 (manitol 1 M;
Tris-HC1 10 mM, pH 7,5; CaCl, 20 mM), uma solugdo de Petri modificada (CaCl, 0,25 mM;
MgSO4 1 mM; KH,PO4 1 mM; KCI 0,8 mM) ou uma solugdo de HEPES 1mM, manitol
50 mM.

Os protoplastos (regenerados ou nao) foram ressuspensos em 1200 ul de tampdo de
electroporacdo a 4°C. Uma aliquota de 300 ul foi colocada na cuvette (previamente
esterilizada por irradiagcdo UV e arrefecida a 4°C), bem como 10 pg de DNA plasmidico, sob
a forma circular ou linearizada por digestio com HindIll. Apds a aplicagdo do impulso
eléctrico, a suspensdo foi arrefecida durante 10 min em gelo. Foi adicionado 1 ml de uma
solucdo de manitol 1,0 M / meio VsC (4/1) e a mistura foi transferida para um tubo Eppendorf
de 2 ml e incubada a 25°C. A recuperacdo imposta as células electroporadas antes de ser
exercida pressdo de seleccdo também foi testada em dois periodos: 3 ou 16 h. Apds o periodo
de recuperacgdo, as células electroporadas foram plaqueadas em meio selectivo (VsCa com
250 ug/ml de higromicina B). Esperou-se o aparecimento de transformantes durante um

periodo até 10 dias apds o ensaio.
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Tabela 1.9: Resumo das condigdes aplicadas nos ensaios de electroporagdo (decaimento exponencial). O DNA
plasmidico usado nestes ensaios foi uma combinac¢do de pHAMT35H e pHAMT35-fatss. Cada um destes
ensaios foi repetido pelo menos duas vezes para os isolamentos PA45 e PA37.

Capacitancia em todos os ensaios: 50 uF.

. Forma do Tampao de Electroporacio
Intensidade Plasmid - — -
asmideo MTC-20 Petri modificada HEPES/manitol
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
0,5 kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
1,0 kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
1,5 kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
2.0kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
2,5 kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
2,75 kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
3,75 kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
5,0 kV/ecm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
6,0 kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
. . Protoplastos Protoplastos Protoplastos
Linearizado
Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
7,5 kV/cm
Nio Protoplastos Protoplastos Protoplastos
linearizado Protoplastos regenerados | Protoplastos regenerados Protoplastos regenerados
% 2 P. 8 % 2
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1.2.7.3. Transformacao com aplicacao de biolistica

O aparelho para o bombardeamento e os demais componentes que foram utilizados
nestes ensaios sdo da marca BIORAD e a prepara¢cdo dos mesmos foi realizada de acordo com

instrugdes do fabricante.

Para a preparacdo das microparticulas (quantidade suficiente para cerca de 100
bombardeamentos), foram pesadas 30 mg de microparticulas de ouro (& = 0,6 um) para um
tubo Eppendorf de 1,5 ml e adicionaram-se 500 pul de etanol (70%). A mistura foi
vigorosamente agitada no vortex durante 15 min e deixada em repouso durante 15 min. A
suspensdo foi brevemente centrifugada durante 5 s e o sobrenadante descartado. Ao pellet
foram adicionados 500 pl de 4gua destilada esterilizada; seguiu-se 1 min de agitacdo no
vortex, 1 min para assentamento das particulas, 3 s de centrifugacdo e remocdo do
sobrenadante. Estes passos de lavagem com dgua foram repetidos por mais duas vezes. Por
fim, foram adicionados 500 pl de glicerol (50%) (concentracdo de = 60 mg de particulas/ml).

As particulas assim preparadas foram guardadas a 20°C.

De seguida, foi efectuada a aderéncia do DNA plasmidico as microparticulas e
aderéncia dos microparticulas aos macrotransportadores. As microparticulas, previamente
preparadas, foram agitadas no voértex durante 5 min. Foram removidos 100 upl de
microparticulas para um tubo de 1,5 ml e, agitando continuamente, foram adicionados por
esta ordem: 10 pl de DNA (2 pg/ul de plasmideo pHAMT35H ou pTH210), 100 pl de CaCl,
2,5 M e 40 pl de espermidina 0,1 M. Seguiu-se um periodo de agitacdo de 3 min no vortex e
um minuto para assentamento das particulas. As particulas foram precipitadas por
centrifugacdo durante 2 s e o sobrenadante removido. Sem perturbar o pellet, foram
adicionados 280 ul de etanol 70% (v/v); o liquido foi removido cuidadosamente e novamente
foram adicionados 280 ul de etanol 70% (v/v); e o liquido descartado. Adicionaram-se 100 pl
de etanol 100% (v/v) e o pellet foi ressuspenso suavemente. Desta suspensdo foram
removidas aliquotas de 10 ul e transferidas para o centro de macrotransportadores. O liquido

foi seco ao ar.

O bombardeamento foi efectuado num aparelho PDS-1000/He aplicando condig¢des de

distancia/pressao referidas na Tabela I.10.

Protoplastos foram plaqueados em meio VgCa de modo a permitir um crescimento

homogéneo e simultineo em toda a placa. As placas foram incubadas durante 1 ou 3 dias,
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permitindo a obtencdo de placas com protoplastos regenerados ou placas de micélio em
crescimento activo, respectivamente. Foram efectuados 48 disparos (um por cada uma das

combinacdes distancia/pressao/plasmideo/placa/isolamento).

Tabela 1.10: Resumo das condi¢des de bombardeamento utilizadas nos ensaios de transformagao biolistica. Os
disparos foram efectuados sob condi¢des de pressdo reduzida (28 mmHg). Estes ensaios foram efectuados com
os isolamentos PA45 e PA37 e com os plasmideos pHAMT35H e pTH210.

Distancia do écran | Pressao de Placa
de paragem disparo
. Micélio
900 psi
Protoplastos regenerados
. Micélio
6 cm 1100 psi
Protoplastos regenerados
. Micélio
1350 psi
Protoplastos regenerados
. Micélio
1350 psi
Protoplastos regenerados
. Micélio
9cm 1550 psi
Protoplastos regenerados
. Micélio
1800 psi
Protoplastos regenerados

Apd6s o bombardeamento as placas foram incubadas durante 24 horas, a 25°C na
obscuridade. Em seguida, o conteido das placas foi dividido em pequenos pedacos que
serviram de in6culo para placas de meio selectivo VgCa com higromicina B (250 pg/ml).

Esperou-se o aparecimento de transformantes durante um periodo até 10 dias apds o ensaio.

1.2.8. Discriminacao dos transformantes

A amplificagdo de um fragmento do gene da higromicina fosfotransferase (hpr) a
partir de DNA extraido de estirpes obtidas sob pressdo de selecc@o do antibidtico confirma a

ocorréncia da transformacgdo genética.

A amplificacdo de um fragmento ham34 + fatss, proveniente da sequéncia usada para
induzir o silenciamento, a partir de DNA extraido de transformantes permite fazer a distingao
entre transformantes simples (em que apenas o plasmideo com o gene de resisténcia ao
antibidtico esta presente) e os co-transformantes (em que, além do plasmideo com o gene Apt,
também estd presente o plasmideo com o fragmento de sequéncia anti-sentido da beta -

cinamomina).
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[.2.8.1. Extraccao do DNA genémico

O micélio, cultivado em meio liquido durante 4 dias, foi recolhido e lavado
cuidadosamente com 4gua destilada esterilizada para retirar todos os vestigios de meio. O
excesso de humidade foi retirado através do contacto com papel absorvente. O micélio foi
colocado num almofariz e reduzido a p6 fino, pela pressdo exercida contra as paredes do
recipiente com um pildo, apés a adicdo de pequenas quantidades de azoto liquido. A massa
macerada e congelada foi pesada e dividida em amostras de 100 mg e transferida para tubos

Eppendorf de 1,5 ml com o auxilio de uma espétula gelada.

Foram, depois, adicionados 400 pl de tampao AP/ 8 do kit DNeasy™ Plant (Qiagen) e
20 wl de uma solucdo de RNase (20 mg/ml). Esta mistura foi agitada vigorosamente no
vortex, de modo a desfazer os aglomerados, aquecida durante 15 min a 65°C num banho
termostatico; durante a reaccdo a mistura foi energicamente agitada trés a quatro vezes. Apos
este passo de lise, 130 pl de tampao AP2% foram adicionados e misturados com o lisado, que

foi em seguida arrefecido 5 min em gelo, de modo a precipitar proteinas e polissacaridos.

O lisado, bastante viscoso e contendo DNA, foi aplicado na coluna QIAshredder. A
recolha do eluente foi feita num tubo Eppendorf de 2 ml, através de uma centrifugacio a

16000 g, durante 2 min.

O sobrenadante recolhido foi, em seguida, transferido para um novo tubo, onde lhe foi
adicionado metade do seu volume em tampdo AP3® e igual volume de etanol a 100%. 650 ul
da mistura anterior (incluindo precipitados) foram aplicados numa coluna DNeasy. Esta foi
sujeita uma centrifugacdo durante 1 min a 6000 g e o eluente eliminado. O passo anterior foi
repetido para o restante volume da amostra. Por fim, a coluna DNeasy foi colocada num novo
tubo, foi lavada com 500 pl de tampao AW e centrifugada a 6000 g, durante 1 min. O eluente
foi eliminado, 500 pl de tampao AW foram adicionados e a coluna centrifugada a 16000 g,

durante 2 min, para secar a membrana da coluna.

A coluna foi transferida para um novo tubo Eppendorf. 50 pl de tampdo AE’
previamente aquecido a 65°C, foram directamente pipetados para a membrana da coluna, que

foi, em seguida, mantida durante 5 min a = 20°C e centrifugada a 16000 g durante 1 min. A

¥ Os tampdes indicados fazem parte do kit DNeasy™ Plant (QIAGEN) e a sua composi¢io nio é descrita pelo
fabricante.
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lavagem da coluna foi repetida para recolher o DNA restante. O DNA foi quantificado por

leitura de absorvéncia a 260 nm e conservado a 4°C.

1.2.8.2. Reaccoes de amplificacao

As amplificacdes foram efectuadas em tubos Eppendorf de 500 pl, num volume final

de 50 pl duma solucdo contendo:

- 0,4 uM de cada primer especifico

- 10 mM de uma mistura de desoxinucleétidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
- tampao de reaccao (Tris-HCl 10 mM; KC1 50 mM; MgCl, 1,5 mM)

- Tag DNA Polimerase (2,5 U) (Boehringer Mannheim)

- 100 ng de DNA genémico ou 1 ng de DNA plasmidico.

As temperaturas gerais € o ndmero de ciclos das reac¢des de PCR estdo indicados na

Tabela I.11.

Tabela I.11 : Esquema de ciclos e temperaturas de PCR.

N.° de ciclos Funcao Temperatura (°C) Tempo
1 Desnaturac@o inicial da amostra 94 3 min
Desnaturagdo do DNA 94 45 s
30 Hibridagao dos primers X 45s
Polimerizagdo das cadeias de DNA 72 45s
1 Polimerizag¢ao final 72 7 min
1 Conservagao 4 00

Os primers especificos foram sintetizados pela firma GENSET SA. Todos os outros

reagentes utilizados foram encomendados a Boehringer Mannheim.
A temperatura de hibridagdo dos primers (X) foi definida para cada caso.
O controlo negativo das reaccdes foi constituido por 10 pl de dgua ultrapura (Milli-Q).

Os tubos Eppendorf com a mistura de reaccdo foram mantidos a 0°C até serem

colocados no termociclador (modelo UNOII da Biometra).
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1.2.8.3. Amplificaciao de um fragmento do gene hpt

O fragmento a ser amplificado foi definido numa zona da sequéncia codificante (CDS,
Coding Sequence). Sao conhecidas vérias sequéncias para o gene hpt. Como nio se sabia qual
delas foi usada na constru¢do dos plasmideos usados na transformacdo, os primers foram
escolhidos numa zona de homologia das CDSs entre quatro desses genes publicados no
GenBank (Numeros de Acesso: U09715, U40398, AF294982 e AF354045) (Ver Anexo 1,
Figura 2).

- Sequéncia do primer directo: (5’2 3’) (18 nt): CGCCGATGGTTTCTACAA
- Sequéncia do primer reverso: (3’2 5°) (18 nt): TATCACCTTTGGCTGCGG
- Temperatura de hibrida¢do na PCR: 65°C. Tamanho do fragmento esperado: 839 pb.

[.2.8.4. Amplificacao de um fragmento ham34 + fatss

O fragmento cuja presenca se pretende confirmar foi definido de modo a amplificar

uma parte do promotor do gene ham34 e toda a sequéncia anti-sentido fatss.

- Sequéncia do primer directo: (5’2 3’) (23 nt): CTTTTGCGTCCTACCATCCGTTA
Localizacao: 398 pb — 420 pb no promotor do gene ham34

- Sequéncia do primer reverso: (3’2 5’) (25 nt): CTACCGCACGCACACTGCCTCGGGG
Localizacdo: 382 pb — 406 pb no fragmento fatss

- Temperatura de hibridacao na PCR: 65°C. Tamanho do fragmento esperado: 754 pb.

1.2.8.5. Electroforese em gel de agarose

Os produtos da amplificacdo por PCR foram analisados por separagdo electroforética
em gel de agarose (1% p/v). Foi adicionado 1 g de agarose em p6 a 100 ml de tampao TBE,
num Erlenmeyer, e a mistura foi aquecida num forno de microondas até a dissolucdo da
agarose. A solucdo foi arrefecida até, aproximadamente, 70°C e foram adicionados 5 ul de
uma solucdo stock de brometo de etidio (10 mg/ml em agua). O gel foi vertido no molde,
previamente selado e onde foi montado, em seguida um pente (molde dos pogos). O gel tinha
uma espessura de aproximadamente 5 mm. Apds a solidificagdo do gel, o pente foi retirado e
o gel colocado num tanque de electroforese modelo Sub Cell GT (BIORAD). Foi adicionado

tampao TBE em volume suficiente para cobrir o gel.
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As amostras de DNA foram misturadas com tampao de amostras (solucdo de azul de
bromofenol com glicerol, 10 pl de amostra + 2 pul de tampao) e colocadas cuidadosamente
dentro dos pocos, de modo a evitar misturas entre amostras. Para avaliar o comprimento de
cada fragmento separado no gel, foi utilizado um marcador de massa molecular de 123 pb ou

1000 pb, em concentracgdes de 0,1 pug/ul (Invitrogen, 1 pug/ul).
As condi¢des de corrida do gel foram 150 mA (ou 300 V) durante 20 min.

As bandas correspondentes aos fragmentos de DNA foram visualizadas por accdo de
radiacdo ultravioleta num transiluminador modelo Gel DOC 2000 (BIORAD). Sempre que a
situacdo o justificava, o gel foi fotografado e analisado com auxilio do programa Quantity

One (BIORAD).

L.2.9. Analise da producao de p-cinamomina

A andlise da producdo da elicitina foi efectuada em filtrados de meios de cultura dos
isolamentos selvagens (PA45 e PA37) e transformados geneticamente (FATSS e 13C),

cultivados em meio VgC ou MSE, durante 5 ou 15 dias.

1.2.9.1. Precipitaciao de proteinas de filtrados de meios de cultura

Num tubo Eppendorf de 1,5 ml foram colocados 1 ml de meio de cultura e 250 ul
duma solucdo de acido tricloroacético (100% p/v), misturando por pipetagem. Seguiu-se um
periodo de arrefecimento de 30 min em gelo. A mistura foi depois centrifugada a 16000 g
durante 10 min. O sobrenadante foi eliminado e o pellet lavado com 1 ml de acetona (100%)
e, em seguida, com 1 ml de éter dietilico (100%). Por fim, o pellet foi ressuspenso em 16 pl

de uma solucao 1,0 M Tris pH 9,5.

1.2.9.2. Electroforese de proteinas em gel SDS-PAGE

A electroforese foi realizada no sistema Mini Protean Il (BIORAD). A “sandwich”
constituida pelas placas de vidro e espagadores foi montada e colocada no suporte. A solugao
do Gel de Separagdo [Acrilamida 17,5% (p/v)] foi, cuidadosamente, introduzida na sandwich,
de modo a evitar a formacdo de bolhas de ar. Apds ter sido adicionada a quantidade
apropriada de gel de separagdo (até o topo do gel atingir o nivel de 1 cm abaixo do topo do

vidro mais pequeno), foi colocada uma camada de etanol (100%) no topo do gel, de modo a
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assegurar que a superficie do gel ficasse lisa e sem declives. A polimerizacdo do gel ocorreu a
temperatura ambiente durante 45 min. Em seguida, o etanol foi retirado e no seu lugar foi
introduzida a solucao do Gel de Concentragdo [Acrilamida 4% (p/v)]. O pente foi montado na
sandwich e o seguiu-se mais um periodo de polimerizagdo durante 30 min. De seguida, a
sandwich foi colocada no eléctrodo e este foi inserido no tanque de electroforese; foi
adicionado tampao de corrida no interior e no exterior do eléctrodo, assegurando que, tanto a
base como o topo do gel, se encontravam imersos em tampao. O pente foi retirado e a

integridade dos pocos foi verificada.

Preparacdo da solu¢do do gel de separacdo: foram misturados 5,830 ml de solucdo
Acrilamida/Bis-acrilamida [Acrilamida 30% (p/v); Bis-acrilamida 0,8% (p/v)], 3,750 ml de
Tris-HCI1 1,0M pH 8,8 , 50 ul de solucao SDS 20% (p/v), 337 ul de dgua destilada estéril e

25 ul de solugdo persulfato de amoénia 20% (p/v) (solu¢do preparada no momento da
preparacao do gel). Imediatamente antes de verter a mistura na sandwich, foram adicionados

10 ul de TEMED.

Preparacdo da solu¢do do gel de separacdo: foram misturados 5,830 ml de solucdo
Acrilamida/Bis-acrilamida [Acrilamida 30% (p/v); Bis-acrilamida 0,8% (p/v)]; 3,750 ml de
Tris-HC1 1,0 M, pH 8,8; 50 ul de solugdo SDS 20% (p/v); 337 ul de 4gua destilada
esterilizada e 25 ul de uma solucdo de persulfato de amoénia 20% (p/v) (solucdo preparada no
momento da preparacdo do gel). Imediatamente antes de verter a mistura na sandwich foram

adicionados 10 ul de TEMED.

Preparacdo da solucdo do gel de concentracdo: foram misturados 1,665 ml de solucdo
Acrilamida/Bis-acrilamida [Acrilamida 30% (p/v); Bis-acrilamida 0,8% (p/v)]; 1,25 ml de
Tris-HCI1 1,0 M, pH 8,8; 50 ul de solugdo SDS 20% (p/v), 7 ml de dgua destilada esterilizada

e 25 ul de uma solugdo de persulfato de amoénia 20% (p/v) (solug@o preparada no momento da
preparacao do gel). Imediatamente antes de verter a mistura na sandwich, foram adicionados

25 ul de TEMED.

Preparacdo do tampao de corrida: a 800 ml de dgua destilada foram adicionados 14,4 g

de glicina, 6 g de Tris e 5 ml de solucao SDS 20% (p/v). Foi acrescentada dgua destilada até

perfazer um litro de tampao.
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Preparacdo do tampdo redutor: foram misturados 10 ml de uma solug¢dao Tri-HCI

1,0 M, 12,5 ml de glicerol, 2,5 g de SDS, 1,93 g de DTT e 250 mg de azul de bromofenol.

Foram preparadas aliquotas para preservacao do tampao a —20°C.

16 ul de cada amostra foram misturados com 4 pl de tampao redutor. As amostras

foram aquecidas a 100°C durante 5 min e aplicadas no gel.

A corrida foi realizada a 120 V até a frente de migracdo atingir o gel de separacao; a

restante corrida foi realizada a 175 V.

1.2.9.3. Deteccao por coloracao com azul de Coomassie

Ap6s o final da corrida electroforética, o gel foi retirado da sandwich, imerso em
solu¢do de coloragdo de Coomassie e agitado nessa mesma solu¢do durante 30 min. Em
seguida, o gel foi lavado com dgua destilada e agitado em solucdo de descoloragdo (que foi
mudada vdrias vezes). O tempo de descoloragdo foi varidvel (de 1 h a periodos de uma noite),
dependendo do momento em que se considerava que a coloragdo nao especifica ja nao

interferia na leitura dos resultados. Apds a descoloragdo, o gel foi fotografado.

Preparacdo de solucdo de coloracio de Coomassie: foram misturados 500 ml de

etanol, 100 ml de 4cido acético e 3 g de azul de Coomassie R-250. Foi acrescentada dgua

destilada até perfazer um litro de solugdo.

Preparacao de solucio de descoloracao: foram misturados 100 ml de metanol, 100 ml

de 4cido acético e 800 ml de dgua destilada.

1.2.9.4. Detecciao por Western blotting

O procedimento de transferéncia capilar das proteinas do gel para a membrana foi
realizado com o auxilio do sistema Trans-Blot SD semi-dry transfer cell (BIORAD), de

acordo com instru¢des do fabricante.

Dois pedagos de papel Extra Thick Blot (BIORAD) e uma membrana Trans-Blot
Transfer Medium (nitrocelulose, 0,2 um) (BIORAD) foram cortados com tamanho
semelhante ao gel. O gel e a membrana foram equilibrados com o tampdo de transferéncia
Bjerrum e Schaffer-Nielsen (BSN) (48 mM Tris, 39 mM glicina, 20 % metanol, pH 9,2)

durante 15 min. A sandwich de transferéncia foi montada sobrepondo, sucessivamente, em
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cima do anodo de platina do aparelho, um pedaco de papel Extra Thick Blot, a membrana, o
gel SDS-PAGE e finalmente o outro pedaco de papel extra thick blot. As bolhas de ar foram
excluidas a cada colocagdao de um novo elemento na sandwich através do movimento de
rotagdo de uma pipeta limpa em cima da cada nova camada. Foram colocados 10 ml de
tampao BSN no topo da sandwich e o excesso removido da placa do anodo. A placa do catodo
foi montada sem perturbar o empilhamento. A tampa de segurancga foi fechada e o aparelho
foi ligado com os parametros de poténcia de acordo com o tamanho e natureza do gel: 15 V

durante 20 min.

Para avaliar o sucesso da transferéncia, a membrana foi corada com uma solugdo
Ponceau S [Ponceau S 0.5 % (p/v), acido acético 1% (v/v)] durante 8 min, com agitacdo
suave. As bandas do marcador molecular foram assinaladas com cortes de chisato. A
coloragdo foi, depois, removida com uma lavagem com 4gua destilada, durante 8 min com

agitacao suave.

Para a deteccdo das proteinas, a superficie da membrana que ndo continha proteinas
foi bloqueada, de modo a evitar ligacdes nao especificas: a membrana foi tratada com um
solucdo de PBS-T [1 litro de Phosphate Buffered Saline (Sigma) + 500 ul Tween 20], durante

30 min, sob agitacao suave.

A membrana foi depois tratada durante 16 h, a 4°C, com o anticorpo primdrio contra a
B-cinamomina(cedido por Carlos Novo) diluido 1000x em solu¢do PBS-T. Apés este periodo,

a membrana foi lavada trés vezes com solu¢do PBS-T, durante 10 min sob agitacdo suave.

A membrana foi, em seguida, tratada durante 2 h, sob agitacdo suave, com o anticorpo
secundério conjugado com fosfatase alcalina anti Ig G de coelho, diluido 6700x em solucao
de PBS-T. Apés este periodo, a membrana foi lavada trés vezes com solucdo PBS-T, durante

10 min sob agitacao suave.

Finalmente, a membrana foi imersa em solu¢do de revelagao, BCIP/NBT (5-Bromo-4-
Chloro-3-Indolyl Phosphate / Nitro Blue Tetrazolium) (Sigma), e mantida no escuro durante,

aproximadamente, 10 min. Posteriormente, foi lavada com 4dgua destilada, seca e fotografada.
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Nota 1
Seguranca Bioldgica: todos os materiais infectados (meios de cultura, material de laboratdrio, etc.) foram autoclavados durante 1 h a 121°C,
antes de serem colocados no lixo, para inactivagdo dos propdgulos bacterianos e de P. cinnamomi usados neste trabalho.

Nota 2

Quando nido especificada outra referéncia, os procedimentos basicos de biologia molecular atrds descritos seguiram as recomendagdes de
Sambrook et al., (1989).
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

I.3.1. Seleccao do material biologico

Os trabalhos foram iniciados com a selec¢do de isolamentos de P. cinnamomi, que
estdo indicados na Tabela L.I. A necessidade de trabalhar com isolamentos diferentes justifica-
se pelo facto destes poderem apresentar caracteristicas distintas a nivel do seu potencial
patogénico, perdendo viruléncia ao longo de sucessivas repicagens em meios de cultura,
quando mantidos em condi¢des laboratoriais durante muito tempo (P. Caetano, comunicagao
pessoal). E a razdo pela qual foram seleccionados isolamentos com diferentes periodos de
permanéncia em meio laboratorial (com isolamentos realizados nos anos de 1995, 1998 e
2000). Por outro lado, a receptividade aos diferentes procedimentos necessarios aos trabalhos
de transformacdo genética poderia também diferir entre isolamentos recolhidos em tempos

diferentes.

A utiliza¢do de isolamentos provenientes de diferentes hospedeiros (PA, sobreiro e
PE, azinheira) também foi tida em consideracdo como potencial factor de diferenciacdo de
receptividade a manipulagdo genética, j& que foram caracterizadas algumas diferengas
morfolégicas e fisioldgicas entre isolamentos de hospedeiros diferentes (P. Caetano,

comunicacdo pessoal).

1.3.2. Estudo da sensibilidade a antibioticos

A aplicacio de uma metodologia de transformagdo implica necessariamente a
existéncia de um processo de seleccdo dos transformantes. A higromicina B ja foi usada,
anteriormente, como agente de seleccio em ensaios de transformagdo genética de
Phytophthora spp (Judelson et al., 1991b; Bottin et al., 1999) e foi este o antibidtico
escolhido, pois estava disponivel um vector de transformacdo com a respectiva cassete de
resisténcia, ja clonada com as sequéncias reguladoras apropriadas. Foi entao efectuado um
estudo para determinar a resisténcia natural a higromicina dos isolamentos de P. cinnamomi
seleccionados para realizacdo dos trabalhos. Os resultados obtidos estdo resumidos na

Tabela 1.12.
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Tabela I.12: Resultados do ensaio de sensibilidade dos isolamentos de P. cinnamomi ao antibiético higromicina
B efectuados em meio VgCa.

Concentracao de Crescimento do Isolamento
higromicina B
(ug/ml de meio) PA20 PA37 PA45 PE62 PE95
0 Sim Sim Sim Sim Sim
50 Sim Sim Sim Sim Sim
70 Sim Sim Sim Sim Sim
100 Sim Sim Sim Sim Sim
150 Sim Sim Sim Nao Sim
200 Nio Sim Sim Nio Sim
250 Nio Nao Nao Nio Nio
300 Nio Nao Nio Nio Nio

Face aos resultados obtidos, foi decidido usar uma concentragdo de higromicina B de
250 pg/ml para realizar a selecc@o inicial dos transformantes. A resisténcia natural destes
isolamentos de P. cinnamomi revelou-se relativamente elevada, j4 que concentragdes de 70
pg/ml de higromicina foram usadas na seleccdo de transformantes de P. infestans (Judelson et

al., 1991b) e P. parasitica (Bottin et al., 1999).

1.3.3. Producao de zo6sporos

A necessidade de obter zo6sporos, livres de contaminacdes € em grande nimero, de P.
cinnamomi baseou-se em trabalhos anteriores que referem a transformacgao de outras espécies
de Phytophthora nesta forma (Ersek et al., 1994; Latijnhouwers et al., 2003) ou que aplicam
zo6sporos como parte do método para melhorar a taxa de regeneracdo do material biologico

tratado (Judelson et al., 1993).

A metodologia para a producdo de zodsporos em culturas puras de P. cinnamomi foi
descrita por Byrt e Grant (1979) e baseia-se, essencialmente, num periodo de caréncia
nutricional, agitagdo/arejamento, exposi¢do a luminosidade e diminuicdo da temperatura de
crescimento em meio aquoso. Em meio natural, provavelmente, sdo estes mesmos factores, ou
a combinacao deles, que desencadeiam a esporulacio; o esgotamento de nutrientes essenciais
num tecido necrosado de um hospedeiro induz intensa esporulacdo que leva a infecg¢do a
outros tecidos ou hospedeiros saudaveis, novas fontes de alimento para o patogénio. A
exposicao a luminosidade de um microrganismo que infecta raizes, no solo, pode induzir um

estimulo da esporulagdo, enquanto sistema de “fuga” a condicdes adversas e “busca” do seu
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ambiente natural - as raizes, num ambiente privado de luz; a disponibilidade de dgua, que
constitui um meio de propagacdo para os zoésporos que nela nadam até aos seus hospedeiros,

€ mais abundante no Inverno, uma estagdo fria.

A aplicagdo do protocolo de Byrt e Grant aos isolamentos selvagens em estudo
resultou na producdo abundante de esporingios e consequente libertacdo de zodsporos,
conforme foi possivel observar ao microscépio 6ptico. Contudo, ndo foi possivel quantificar a
abundancia verificada em numeros concretos e fidveis. As diversas tentativas de contagem
efectuadas em suspensdes de zodsporos apresentaram grandes variagdes em aliquotas
retiradas de uma mesma placa de Petri onde fora induzida a libertacdo de zodsporos (entre
700 a 80000 zodsporos/ml). A contagem de células dotadas de mobilidade prépria, como os
zo6sporos, apresenta dificuldades, nomeadamente, na retirada de aliquotas representativas da
suspensdo; 0s zodsporos tendem a congregar-se a superficie do liquido e uma dispersao
forcada pode levar ao seu enquistamento e agregacdo, entre si ou a superficie do recipiente
que contém a suspensdo. Byrt e Grant obtiveram rendimentos em producdo de zodsporos na
ordem dos 10° a 10" zosporos/ml e estimaram que os erros de amostragem nestas contagens
se situariam entre os 10 e os 20%. Tendo em conta este problema, a aplicacdo de zodsporos
ficou limitada a ensaios em que a sua quantificacdo absoluta ndo fosse determinante para a

compreensdo dos resultados.

1.3.4. Obtencao de protoplastos

A esmagadora maioria dos protocolos de transformacao descritos para organismos do
género Phytophthora baseia-se na introdu¢do de transgenes em protoplastos (células
desprovidas de parede celular) (Judelson et al., 1991; Judelson et al., 1993; Panabieres et al.,
1998; Kamoun et al., 1998b; West et al., 1998, 1999; Bottin et al., 1999; Gaulin et al., 2002;
Si-Ammour et al., 2003). Assim, e como condicdo prévia a qualquer tentativa de
transformacdo, tornou-se obrigatdria a obten¢do de protoplastos com condicdes de viabilidade

e em ndmero suficiente.

Para assegurar a digestdo da parede celular do micélio de P. cinnamomi, foram

testadas algumas variacdes dos parametros de digestao:

- testaram-se diversas combinacgdes de enzimas (tipicamente usadas para a obtencdo de

protoplastos de outras espécies de Phytophthora), em varias concentracoes;
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- foram testados tempos de digestao distintos;

-usaram-se diferentes tampdes de digestdo (para assegurar a integridade dos

protoplastos face a pressd@o osmotica do meio).

Os melhores resultados foram atingidos digerindo micélio com trés dias de idade
durante 150-180 min, com uma combinac¢do das enzimas Driselase (7 mg/ml) e Celulase
Onozuka (7 mg/ml) numa solucdo de KCIl 0,64 M e CaCl, 0,2 M. Os resultados foram
avaliados condicionados a um compromisso entre um nimero elevado de células obtidas e a
viabilidade das mesmas. Atingiram-se valores na ordem dos 12 milhdes de células, a partir de
micélio proveniente do crescimento em quatro placas de Petri (@ = 9cm), com uma

viabilidade de 40%.

As paredes celulares dos oomicetas sdo compostas basicamente por glucanos com
ligacdes B(1—3) e f(1—6); a presenca adicional de celulose [glucanos com ligagdes B(1—4)]
e a auséncia de quitina sdo as caracteristicas que marcam a diferenca com as paredes celulares
dos fungos verdadeiros (Bartnicki-Garcia, 1987). As enzimas escolhidas para a digestdo do
micélio e obtencdo de protoplastos tiveram em conta esta composicao, bem como as variacdes
de eficiéncia que se observam para uma mesma enzima comercializada por diferentes marcas
ou formulagdes. A natureza da parede celular de P. cinnamomi deve diferir significativamente
das outras espécies de Phytophthora ja testadas para a obtencdo de protoplastos, ja que as
condi¢des necessdrias para a digestdo de micélio tiveram de ser mais agressivas do que as

anteriormente descritas.

A composicao das solugdes de enzimas A, B e C foi escolhida com base em trabalhos
anteriormente descritos (West et al., 1998; Bottin et al., 1999). Contudo, a sua aplicagdao ndo
produziu protoplastos em nimero significativo. Aumentou-se, entdo, a sua concentra¢cao nas
solucdes D, E e F e s6 nestas condi¢Oes se comecaram a observar protoplastos em elevado
nimero, sendo a maior eficiéncia observada para a solucao E [Driselase (7 mg/ml) e Celulase

Onozuka (7 mg/ml)].

As hifas de P. infestans e outras espécies libertam protoplastos abundantes apds
periodos de digestdo que variam entre os 15 e os 60 min (West et al., 1998; Whisson et al.,
2005). O tempo necessdrio para a digestdo de micélio de P. cinnamomi revelou-se mais longo
do que para outras espécies; antes de 1 h de digestdo nao foi observada uma concentragao de
protoplastos relevante. Apds esse periodo, o nimero de protoplastos aumentou até aos

240 min, diminuindo depois disso. Contudo, a maior percentagem de viabilidade dos
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protoplastos, traduzida em termos de germinagao, foi alcangada por volta dos 150-180 min de

digestao; tempos superiores fizeram diminuir a percentagem de protoplastos vidveis.

Também, as solugdes de equilibrio (usadas para evitar a lise dos protoplastos), testadas
a partir de protocolos jd estabelecidos (Judelson et al., 1991b; Judelson et al., 1992; Judelson
et al., 1993b) se revelaram um factor a ter conta na obtencdo de protoplastos vidveis, pois
apenas a solucdo 3 (KCI 0,64 M e CaCl, 0,2 M) mostrou ser adequada. As solucdes 1 (KCI
0,64 M e CaCl, 0,2 M citrato de sédio 20 mM, pH 5,8) e 2 (manitol 1M, MgSO4 7mM, citrato
de sédio 20 mM, pH 5,8) exerceram efeitos negativos sobre a eficiéncia de digestdo do
micélio e a solu¢@o 4 (manitol 1M, MgSO, 7mM, citrato de sédio 20 mM, pH 5,8) revelou-se

prejudicial a viabilidade dos protoplastos.

Um dos problemas colocados durante a obten¢do de protoplastos € a formacdo de
residuos celulares abundantes, fragmentos de micélio ndo digeridos cuja presenca dificulta a
transformacgdo genética. De facto, os investigadores que trabalham nesta drea procuram os
isolamentos que produzam menos residuos durante a digestdo de micélio para evitar futuros
problemas (Whisson et al., 2005). No presente trabalho, as condi¢des acima descritas como
Optimas foram, também, aquelas que produziram menos residuos. Além disso, a maioria dos
fragmentos de micélio ndo digerido que escapou a fase de filtracdo foi removida
“manualmente” durante as fases de lavagem e centrifugacdo. Apds a primeira centrifugagado, o
pellet formado apresentava-se com duas zonas distintas, uma, inferior, mais clara, composta
essencialmente por protoplastos e outra, superior, mais escura, composta por residuos da
digestdo; usando uma ansa esterilizada foi possivel remover delicadamente a maior parte da
fase superior do pellet, sem perturbar a fase inferior dos protoplastos. Esta operagdo, repetida
apés a centrifugacdo seguinte, permitiu a obtencdo de uma suspensdo de protoplastos,

praticamente, limpa de fragmentos celulares indesejaveis.

O micélio vegetativo dos oomicetas € constituido por hifas ndo septadas com nicleos
aleatoriamente dispersos no citoplasma (Zentmeyer, 1980). Os protoplastos formam-se por
fuga de por¢des de protoplasma através dos orificios formados pela digestdo enzimdtica da
parede celular. Os protoplastos podem ndo conter qualquer nicleo ou podem possuir mais do
que um (Layton e Kuhn, 1988). Por consequéncia, a viabilidade dos protoplastos gerados
depende, também, do facto do protoplasto ser nucleado ou ndo. Em micélio jovem, em
crescimento muito activo, a abundancia de nicleos € mais elevada e, por isso, a probabilidade

de gerar protoplastos sem nucleo € menor. Judelson et al. (1993) relatam que a taxa de
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viabilidade dos protoplastos € superior quando estes sdo obtidos a partir de micélio juvenil
gerado por zodsporos germinados. Contudo, ensaios de digestdao efectuados com zodsporos de
P. cinnamomi germinados culminaram na acumulacdo de inumeros residuos celulares e

poucos protoplastos.

Mesmo nas condi¢des optimizadas, a quantidade de protoplastos de P. cinnamomi
obtida a partir da mesma quantidade de micélio utilizada em outras espécies de Phytophthora,
nomeadamente P. parasitica var. nicotianae, € muito menor (aproximadamente quatro vezes).
Contudo, os protoplastos de P. cinnamomi apresentam uma maior taxa de regeneragdo que os
protoplastos de P. parasitica var. nicotianae (A. Bottin, comunica¢do pessoal) e os de P.
sojae (Judelson et al., 1993b), ambos com 20% de protoplastos vidveis. Assim, foi
considerado que o protocolo optimizado era adequado para a obtencdo de protoplastos a usar
nos ensaios de transformacdo, j4 que um menor nimero seria compensado por uma maior

viabilidade.

I.3.5. Transformacao genética

Dos intimeros ensaios de transformacao que foram levados a cabo resultaram apenas

dois transformantes com caracteristicas de estabilidade.
1.3.5.1. Transformacao com aplicacao de lipossomas e CaClL/PEG

Finchman (1989) reviu os principais aspectos da transformac¢do de fungos. No
processo de transformacao genética por métodos quimicos, os catides calcio t€ém a funcdo de
eliminar as repulsdes electrostdticas dos elementos envolvidos; nomeadamente, neutralizam
as cargas negativas das membranas citoplasmaticas e das moléculas de DNA transgénicas, de
modo a permitir a sua entrada nas células. O PEG tem o papel de criar condi¢des mais
favoraveis a entrada do DNA na célula, reduzindo o volume do meio, favorecendo a
agregacdo das células e aumentando a permeabilidade das membranas celulares. O
encapsulamento do DNA em lipossomas (vesiculas artificialmente construidas, de natureza

lipidica) também pode facilitar a captura de DNA por parte das células.

Os protocolos de transformagdo descritos para diferentes espécies de Phytophthora ou
para a mesma espécie, mas descritos por diferentes autores, apresentam variagdes em alguns
pontos-chave: na composi¢do do tampdo de lavagem e ressuspensdo dos protoplastos, na

natureza e concentracdo do agente de transfeccdo aplicado, na quantidade de vector de
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transformagao usada em cada ensaio e na composicao da solucao PEG usada para estabilizar
os transformantes recém-formados. As vdrias técnicas testadas durante as tentativas de
transformacgdo de P. cinnamomi foram baseadas nessas diferencas de procedimento, as quais
foram aplicadas em vdarias combinagdes, em diferentes ensaios de transformacgdo

discriminados pelo tipo de vector aplicado em cada ensaio.

Inicialmente, foram obtidos alguns resultados com a aplicagdo da combinacido de
solucio MTC-20 (Manitol 1,0 M; Tris-HCI 10 mM, pH 7.5; CaCl, 20 mM) na lavagem e
ressuspensdo dos protoplastos, incubagdo de 40 g de Fugene 6 (Boehringer-Mannheim) com
30 ug de DNA plasmidico por ensaio de transformacdo e incubacdo dos potenciais
transformantes com uma solu¢do de PEG 6000/MTC-20 (PEG 6000 40% p/v; Manitol 1,0 M;
Tris-HC1 10 mM pH 7,5; CaCl, 20 mM). Nomeadamente, quatro dias apds o plaqueamento
dos potenciais transformantes em meio selectivo foi obtido um transformante do isolamento
PA45 capaz de crescer em meio VgCa com higromicina B (250 pug/ml), transformado com o
plasmideo pHAMT35H nao linearizado. No entanto, este transformante ndo resistiu a segunda

repicagem em meio selectivo.

As tentativas de transformacdo prosseguiram, sempre com resultados negativos. Até
que, numa série de ensaios em que foram aplicadas concentracdes de vectores de
transformacgao diferentes das inicialmente previstas (nomeadamente, metade ¢ o dobro de
DNA plasmidico, acompanhado pela proporcional variacdo em agente de transfeccdo),
voltaram a obter-se resultados positivos. A aplicacdo da combinacio de solu¢do MTC-20 na
lavagem e ressuspensdo dos protoplastos derivados do isolamento PA45, incubacao de 80 ug
de Lipofectin (Life Technologies) com 60 pg de DNA plasmidico por ensaio de
transformac¢do e incubagdo dos potenciais transformantes com uma solu¢do de PEG 6000
(40%v/v)/IMTC-20, resultou na obtencdo de um transformante derivado do uso da combinacao
de vectores pHAMT35-fatss e pHAMT35H ndo linearizados. Este transformante foi
seleccionado seis dias apds crescimento em meio VgCa com higromicina B (250 pg/ml) e foi,
depois, repicado sucessivamente, em meio VgCa com higromicina B (300 pg/ml) (tendo
mesmo sido cultivado em meio com 400 pg/ml de antibidtico). Este transformante foi

denominado FATSS.

Apés a obtencdo deste transformante estivel, as tentativas de obter novos
transformantes continuaram, usando apenas as condi¢des que permitiram a obtencao do

FATSS. Ap6s vérios ensaios infrutiferos com o isolamento PA45, a mesma metodologia foi
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também aplicada aos outros isolamentos seleccionados e logo foram obtidos transformantes
com o isolamento PA37 (14 transformantes) e com o isolamento PE62 (16 transformantes).
As coldnias apareceram em meio selectivo quatro a cinco dias apds o plaqueamento mas, apos
repicagem, apenas um transformante derivado do isolamento PA37, que foi denominado 13C,

manteve o seu crescimento.

Posteriormente, as tentativas de transformacgao efectuadas resultaram na obtengdo de
mais transformantes (3 para o isolamento PA45, 1 para o isolamento PA37, 17 para o

isolamento PE62) que se revelaram instaveis e foram perdidos apds repicagem.

Dado que nao foi possivel estabelecer um protocolo de transformacdo quimica de P.
cinnamomi reprodutivel e que produzisse transformantes estdveis em numeros razodveis e,
uma vez que as andlises efectuadas (descritas abaixo) revelaram que FATSS era um co-
transformante resistente a higromicina B e com producio de f-cinamomina suprimida e que
13C era um transformante simples, resistente a higromicina, foi decidido ndo prolongar por
mais tempo as tentativas de transformacdo e encetar os ensaios possiveis com o0s

transformantes disponiveis.

A transformacdo genética de Phytophthora é um meio importante para alargar as
oportunidades de andlise genética destes microrganismos. Em todo o mundo, varios grupos se
tém dedicado a optimizar as técnicas de transformacg@o mas, contrariamente ao que seria de
esperar, ainda nio surgiu um protocolo unificador da metodologia, antes pelo contrario. A
diversificacao das técnicas de transformacgdo para este tipo de microrganismo tem sido a pedra
angular da investigacdo neste dominio e este facto € revelador das dificuldades encontradas
neste campo. Uma técnica que deveria ser essencialmente usada como um instrumento de

investigacao ¢ ela prépria o alvo de pesquisa intensa.

A eficiéncia de transformacdo de Phytophthora spp é mais baixa do que a observada
para os fungos filamentosos verdadeiros (Judelson et al., 1991) e mesmo em P. infestans, a
espécie que foi mais vezes sujeita a transformacdo genética. Parte dessa falta de eficicia
podera ser explicada pelas, ja mencionadas, baixas taxas de regeneracdo de protoplastos, mas
a andlise dos outros componentes a ter em linha de conta nos ensaios de transformacdo,

revela-se confusa e contraditoria.

Inimeras variagdes na composicao das solugdes de transformagdo, nomeadamente no

que diz respeito a concentracdo de CaCl, e concentracdo de PEG, foram apresentadas na

literatura como as mais adequadas para aumentar a taxa de transformacio e foram relatados
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efeitos opostos na aplicacdo de lipossomas, ora influenciando positivamente a taxa de
transformac¢ao (Judelson et al., 1993b; Si-Ammour et al., 2003), ora actuando negativamente
na obtencdo de transformantes (Judelson ef al., 1993b; Latijnhouwers e Govers, 2003).
Apesar da sua utilidade no processo de transformagdo, o PEG € um composto altamente
téxico para Phytophthora (Prell et al., 1991) e, possivelmente, também contribuiu para a

reducgdo da capacidade de regeneracao dos protoplastos apds a transformagao.

Também, a linearizacdo dos plasmideos foi apontada como sendo um factor que pode
auxiliar ou dificultar eventos de transformacdo, embora Judelson (1993) tenham observado
que, em P. infestans, a linearizacdo nao influenciou, quer positiva quer negativamente, a
transformac¢ao. No entanto, este autor refere que os fenémenos de ligacao intermolecular, que
ocorrem entre diferentes plasmideos linearizados com enzimas de restricio que criem
extremidades compativeis aumentam a taxa de co-transformacdo. No presente trabalho, os

transformantes obtidos derivaram de ensaios com plasmideos ndo linearizados.

Para além da entrada do DNA nos protoplastos, a expressao do transgene também tem
muita importancia na transformagdo. As sequéncias reguladoras da expressdao usadas neste
trabalho eram provenientes do oomiceta Bremia lactucae. Os promotores aplicados foram os
dos genes hsp70 e ham34, ambos com resultados positivos descritos relativamente a
expressdo constitutiva de transgenes em vdarias espécies de Phytophthora (Judelson e
Michelmore, 1991; Judelson et al., 1991b; Judelson et al., 1992; West et al., 1999). Como
sequéncia de terminagdo foi sempre usada a do gene ham34, pois, transformacgdes com
vectores que incluiam terminadores do gene Asp70 revelaram-se menos eficientes, sendo essa
menor efici€ncia atribuida a um menor tempo de semi-vida dos mRNA dos genes com esse
tipo de terminador (Judelson e Michelmore, 1991). No presente trabalho, nao foram obtidos
quaisquer transformantes com vectores construidos para controlar a expressdo do transgene
pelo promotor do gene hsp70 (plasmideo pTH210 e derivados); apenas vectores com
promotores do gene ham34 conduziram ao aparecimento de transformantes (plasmideo
pHAM35TH e pHAM35TH-fatss). Apesar da reduzida taxa de transformacdo obtida para o
promotor ham34, pode afirmar-se que este promotor é funcional em P. cinnamomi (pois
existem dois transformantes estiveis que o comprovam) mas ndo € possivel afirmar que o
promotor hsp70 nao funciona em P. cinnamomi, podendo a falta de transformantes com
vectores hsp70 ser atribuida a outros factores. Por outro lado, ja foi demonstrado que o

promotor do gene hsp70 nao funciona convenientemente em P. sojae (Judelson et al., 1993b).
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O principal problema associado a incapacidade de transformacao dos oomicetas nao é
atribuido a falha na entrada do DNA nas células (Judelson e Michelmore, 1991); esta reduzida
taxa de transformacao foi imputada a accao de nucleases ndo especificas, que actuam apds a
entrada de DNA exdgeno nas células; contudo, a administracdo dos vectores sob a ac¢do
protectora de DNA de transporte (DNA de esperma de arenque) nao facilitou a transformagao
neste trabalho. Aparentemente, a causa principal da reduzida taxa de transformagdo em P.
cinnamomi € a instabilidade dos transformantes, manifestada apds a primeira repicagem de
meio selectivo ou, ainda, mais prematuramente, nem sequer permitindo o crescimento inicial
no meio de seleccdo. Esta instabilidade precoce poderd dever-se a perda do vector de
transformacdo, a semelhanca do que foi observado com P. sojae (Judelson et al., 1993b). A
transformacdo de P. cinnamomi com um gene da GFP, também revelou estas caracteristicas
de instabilidade na maioria dos transformantes (McCarren, 2006). Existem evidéncias de que
a integracdo de transgenes no genoma de Phytophthora s6 acontece horas depois da entrada
do DNA exégeno na célula (Cvitanich e Judelson, 2003) o que permitird uma acg¢ao
prolongada das nucleases sobre os vectores de transformacao. Possivelmente, existird em P.
cinnamomi um mecanismo mais eficiente na inactivacdo dos transgenes, que actua sobre os
vectores de transformac@o antes destes poderem expressar os seus genes e serem estavelmente
integrados no genoma. O facto da maioria dos transformantes (quer estdveis quer instaveis)
ter sido conseguido com a aplica¢do de uma quantidade inusitada de vector (60 pg), corrobora
esta hipotese, j4 que, deste modo, algumas unidades dos vectores teriam ‘“escapado” ao
mecanismo de inactivacdo e conseguido integrar o genoma, resultando em transformantes
estaveis; no caso dos transformantes instaveis, alguns vectores teriam conseguido expressar os
seus genes duma forma transiente, permitindo o crescimento no meio selectivo inicial, antes

de serem desactivados, com a consequente falha nas repicagens no segundo meio de seleccao.

1.3.5.2. Transformaciao com aplicacao de electroporacao

Paralelamente aos ensaios de transforma¢do quimica de protoplastos, foi decidido
tentar a transformacao por electroporagdo. Esta técnica envolve a aplicaciao de fortes campos
eléctricos a células desprovidas de parede celular de modo a promover rearranjos temporarios
na membrana celular, com formacdo de poros que permitem a entrada de DNA exdgeno
(Watson et al., 1996). Foi descrita a obtencdo de transformantes de P. infestans através da

electroporacdo de zodsporos (Latijnhouwers et al., 2004). Contudo, a producdo de uma
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solucdo concentrada de zodsporos, adequada ao processo de transformacgdo, € mais simples
em P. infestans do que em P. cinnamomi. Em P. infestans, é possivel recolher os esporangios
antes da libertacdo dos zodsporos, concentrando-os num pequeno volume e obtendo elevadas
concentracoes de zodsporos logo numa fase inicial (entre 400000 a 1250 000/ml).
Aplicando, de seguida, uma nova concentracdo dos zodsporos através de gradientes de
Percoll, foi possivel atingir 20 000 000/ml. Ora, em P. cinnamomi, 0s esporangios nao sao
caducos e nao € possivel recolhé-los a partir do micélio, pelo que a concentracdo inicial é bem
mais baixa (nos presentes ensaios, os melhores resultados configuraram concentragdes de
zo6sporos na ordem dos 80 000/ml). Com estas concentracdes iniciais de zodsporos, nem a
concentracdo através de gradientes de Percoll permitiu a obten¢ao de nlimeros razodveis para
a transformacdo: apds a centrifugacdo diferencial nao foi visivel a banda tipica composta por
zoosporos na interface entre as duas camadas de Percoll com concentragdes distintas. Face a
esta dificuldade, foi abandonada a tentativa de transformar zodsporos de P. cinnamomi por

electroporacao.

As tentativas de transformacgao de protoplastos por electroporacdo também nao foram
bem sucedidas, muito embora tenham sido testadas diversas voltagens (de 0,5 kV a 3,75 kV)
descritas como adequadas para a transformagdo dos zodsporos (Latijnhouwers et al., 2004),
de protoplastos de Phytophthora (Judelson e Michelmore, 1991a) e Pythium (Weiland, 2003)
e de protoplastos de fungos verdadeiros (segundo o manual de instru¢des do equipamento

usado na electroporaciao, Gene Pulser, BIORAD).

Também, a modificacdo dos tampdes de electroporacdo (usados para manter o
equilibrio osmético dos protoplastos) e o estado do plasmideo (linearizado ou ndo linearizado)

ndo facilitaram a obtencdo de transformantes.

Observacdes ao microscopio Optico de aliquotas de suspensdes celulares
electroporadas mostraram uma elevada ruptura dos protoplastos ndo regenerados, com
electroporacdes aplicando 1,5 kV ou mais; os protoplastos regenerados mostraram mais
resisténcia e capacidade de regeneragao pds-electroporagao, apresentando destruicdo relevante

apenas a partir dos 2,75 kV.
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1.3.5.3. Transformacao com aplicacao de biolistica

A transformacdo por bombardeamento com microparticulas de ouro aceleradas e
cobertas com DNA também foi descrita para Phytophthora spp (Bailey et al., 1993; Cvitanich
e Judelson, 2003) Contudo, as experiéncias relatadas por Bailey et al. (1993) com P.
cinnamomi, P. capsici, P. citricola e P. citrophthora foram realizadas com vectores
plasmidicos contendo sequéncias reguladoras geralmente usadas na transformacao de plantas
(nomeadamente o promotor do virus vegetal CaMV 35S) e sequéncias reguladoras do fungo
Ustigalo maydis (promotor do gene hsp70), sequéncias estas que ndo tiveram sucesso na
expressdo de transgenes em P. infestans (Judelson et al., 1992) nem voltaram a ser
mencionadas em novos trabalhos publicados. Além disso, Bailey er al. (1993) ndo
encontraram quaisquer diferencas na eficiéncia de transformacdo nas varias condigdes
testadas (pressoes de disparo de 800 e 1200 psi; distancias do ecra de paragem de 8 e 12 cm),
pelo que foi decidido testar os mesmos parametros aplicados por Judelson et al. (2003)

(descritos na secgdo 1.2.7.3).

Contudo, destas experi€ncias ndo resultaram quaisquer transformantes.

1.3.6. Discriminacao dos transformantes

A semelhanca do que foi descrito por Kamoun er al., (1998b), a presenca dos
transgenes nos transformantes foi confirmada através da amplificacao por PCR de sequéncias
especificas dos plasmideos usados na transformagdo, em DNA gendmico extraido dos
transformantes. Nao foram efectuadas andlises por Southern blotting, dado que as diferengas
de expressdo de vdrios transgenes observadas entre transformantes de Phytophthora obtidos
com o mesmo vector de expressdo ndo puderam ser atribuidas ao nimero de cOpias dos
transgenes inseridos no genoma receptor (Judelson et al., 1993a,b; West ef al., 1999a). Assim,
foi considerado que a informacdo fornecida por este tipo de metodologia ndo acrescentaria
nada de relevante para o presente trabalho, pois a indicacdo de integracdo dos transgenes no

genoma receptor pode ser inferida a partir da conjugacdo das seguintes observacoes:

e os vectores de transformacgdo aplicados neste trabalho sdo desprovidos de sequéncias de
replicacdo auténoma em Phytophthora, pelo que a transmissdo dos transgenes a
descendéncia, através de mitoses, s6 pode ser garantida se eles estiverem integrados no

genoma hospedeiro (Fincham, 1989);

-70 -



Transformagao genética de Phytophthora cinnamomi
e silenciamento dos genes das elicitinas Resultados e Discussdo

e crescimento continuado de transformantes com mais de cinco subculturas sucessivas em

meio selectivo;

e amplificacdo por PCR de sequéncias especificas dos transgenes em DNA genémico

extraido dos transformantes.
1.3.6.1. Amplificacao de um fragmento do gene hpt

As Figuras .13 e .14 mostram o resultado da amplificacdo de um fragmento com
cerca de 839 pb, do gene da higromicina fosfotransferase (hpt), a partir de DNA extraido dos
transformantes FATSS e 13C, confirmando a hipétese da ocorréncia de transformacgdo que foi

colocada aquando do crescimento destas estirpes em meio de selec¢do com antibidtico.

Figura 1.13: Separacdo electroforética em gel de agarose (1%) do
produto de amplificacio de um fragmento do gene da higromicina
fosfotransferase a partir de DNA gendémico da estirpe FATSS.

(1) = DNA genémico proveniente do transformante FATSS;
(2) = DNA genémico proveniente do isolamento PA45;

(3) = DNA plasmidico (pHAMT35H);

(M) = Marcador molecular (1kb DNA Ladder, Invitrogen)

1018 pb

517/506 pb

Figura I1.14: Separacdo electroforética em gel de agarose
(1%), do produto de amplificacdo de um fragmento do gene
da higromicina fosfotransferase a partir de DNA genémico
da estirpe 13C.

(1) = DNA genémico proveniente do isolamento PA37;

(2) = DNA genémico proveniente do transformante 13C;

(3) = DNA plasmidico (p(HAMT35H);

(M) = Marcador molecular (/23pb DNA Ladder, Invitrogen)
(M,) = Marcador molecular (/ kb DNA Ladder, Invitrogen)
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1.3.6.2. Amplificacao de um fragmento ham34 + fatss

A amplificacdo deste fragmento ham34 + fatss especifico, com cerca de 754 pb, a
partir de DNA gendmico extraido de transformantes, permitiu fazer a distincdo entre
transformantes simples (em que apenas o plasmideo com o gene de resisténcia ao antibidtico
estava presente) e os co-transformantes (em que, além do plasmideo com o gene hpt, também

estava presente o plasmideo com a sequéncia anti-sentido do gene da 3-cinamomina).

A Figura 1.15 mostra o resultado da amplificacdo do fragmento ham34+fatss a partir
de DNA extraido do transformante FATSS. Ficou, assim, demonstrado que o plasmideo com
a sequéncia anti-sentido da B-cinamomina foi inserido na estirpe FATSS e que néo se trata de

um transformante simples, mas sim de um co-transformante.

Figura L.15: Separacdo electroforética, em gel de agarose
(1%), dos produtos de amplificagdo do fragmento
ham34+fatss.

(1) = DNA genémico proveniente do isolamento PA45;

(2) = DNA genémico proveniente do transformante FATSS;
(3) = DNA plasmidico (pHAMT35-fatss);

(M) = Marcador molecular. (/123bp DNA Ladder, Invitrogen)

As amplificagdes dos fragmentos hpt e ham34+fatss repetidas a partir de DNA
gendémico extraido das estirpes transformadas apds sucessivas repicagens em meio selectivo e
apds passagem por meio ndo selectivo, apresentaram resultados idénticos aos atrds

mencionados, mostrando que 0s transgenes se mantiveram presentes € estiveis.

1.3.7. Analise da producao de p-cinamomina

A primeira verificagdo da ac¢do da sequéncia transgénica anti-sentido do gene da B-
cinamomina no silenciamento do gene endégeno da [-cinamomina, da estirpe co-

transformada, foi realizada a nivel da sintese de elicitinas em meio liquido MSE, um meio
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definido, simples, descrito como o mais adequado em vdrios trabalhos relacionados com a

producdo e isolamento destas proteinas (Kamoun et al., 1994).

Do estabelecimento das culturas em meio MSE surgiu a primeira observagdo
interessante de comportamento distinto do co-transformante FATSS; esta estirpe revelou-se
incapaz de crescer em meio MSE na presenca de higromicina B. Contudo, apresentou
crescimento no mesmo meio sem antibidtico. J4 o transformante simples 13C ndo apresentou

diferengas de crescimento em MSE, com ou sem higromicina.

Nas Figuras 1.16. e 1.17 estdo exemplificados os resultados das andlises de proteinas

excretadas para meios de cultura pelos isolamentos PA45 e FATSS.
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Figura 1.16: Anilise (1) da presenca de elicitinas em filtrados de meios de cultura dos isolamentos PA45 e
FATSS por electroforese de proteinas em gel SDS-PAGE (17,5%) corado com azul de coomassie.
A seta assinala a posicdo das elicitinas.

1 = PA45 cultivado em MSE durante 5 dias 2 = PAA45 cultivado em MSE durante 15 dias
3 = PA45 cultivado em VgC durante 5 dias 4 = PAA4S5 cultivado em VC durante 15 dias
5 = FATSS cultivado em MSE sem higromicina durante 5 dias

6 = FATSS cultivado em MSE sem higromicina durante 15 dias

7 = FATSS cultivado em VgC com higromicina durante 5 dias

8 = FATSS cultivado em VgC com higromicina durante 15 dias

M = Marcador de proteinas (Precision Plus Protein Standards All Blue, BIORAD)

M 1 2 3 4 Figura I.17: Andlise (2) da presenca de elicitinas em
=\ \ filtrados de meios de cultura dos isolamentos PA45 e
. | | FATSS por electroforese de proteinas em gel SDS-

PAGE (17,5%) corado com azul de coomassie. A seta
assinala a posi¢do das elicitinas.

1 = PA45 cultivado em MSE durante 15 dias
2 = FATSS cultivado em MSE sem higromicina durante

15 dias
10 kDa—» . 3 =PAA45 cultivado em MSE durante 5 dias
' 4 = FATSS cultivado em MSE sem higromicina durante
; 5 dias

M = Marcador de proteinas (Precision Plus Protein
Standards All Blue, BIORAD)
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No isolamento selvagem PA45, a produgao de proteinas com o peso molecular tipico
das elicitinas foi detectada no meio MSE logo apdés 5 dias de cultura; apés 15 dias a
quantidade destas proteinas presente foi ainda mais abundante. A estirpe transformada FATSS
mostra uma reducio significativa da producdo de elicitinas. Estes resultados apontam para
uma supressdo, pelo menos parcial, da sintese da P-cinamomina e/ou, inclusivamente, da
sintese de outras elicitinas, nesta estirpe transformada de P. cinnamomi. Os filtrados de
culturas em meio VgC mostraram apenas uma ténue presenca de proteinas. Esta auséncia pode
ser real ou, simplesmente, revelar que o método de precipitacdo de proteinas usado nao é
adequado a este meio complexo. Por outro lado, Tercé-Laforge et al. (1992) demonstraram a
existéncia de acumulagdo de criptogeina no micélio de P. cryptogea. Possivelmente, as
elicitinas produzidas em meio VgC, além de serem produzidas em menor quantidade, poderao,

também, ter ficar retidas no micélio, ndo sendo excretadas para o meio.

Por outro lado, os isolamentos PA37 e 13C nao revelaram diferengas significativas na
quantidade total de elicitinas produzidas por ambos, em periodos de cultura idénticos

(Figura I.18).

MU"““‘“ uuu <«— 10kDa

Figura 1.18: Andlise da presenca de elicitinas em filtrados de meios de cultura dos isolamentos PA37 e 13C por
electroforese de proteinas em gel SDS-PAGE (17,5%) corado com azul de coomassie.
A seta assinala a posicdo das elicitinas.

1 =PA37 cultivado em MSE durante 5 dias

2 =PA37 cultivado em MSE durante 15 dias

3 = 13C cultivado em MSE sem higromicina durante 5 dias

4 =13C cultivado em MSE sem higromicina durante 15 dias

5 = 13C cultivado em MSE com higromicina durante 5 dias

6 = 13C cultivado em MSE com higromicina durante 15 dias

M = Marcador de proteinas (Precision Plus Protein Standards All Blue, BIORAD)
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A natureza das proteinas detectadas nos meios de cultura por electroforese de
proteinas em gel SDS-PAGE (17,5%), corado com azul de coomassie, foi confirmada com
ensaios de deteccdo por western blotting, aplicando anticorpos anti-f-cinamomina

(Figuras 1.19 e 1.20).

4 =10 kDa

Figura 1.19: Andlise por western blotting da producdo de f-cinamomina em filtrados de meios de
cultura dos isolamentos PA45 e FATSS. A seta negra assinala a posi¢do das elicitinas.

1 = FATSS cultivado em MSE sem higromicina durante 5 dias
2 = FATSS cultivado em MSE sem higromicina durante 15 dias
3 = FATSS cultivado em VgC com higromicina durante 5 dias
4 = FATSS cultivado em VgC com higromicina durante 15 dias
5 = PA45 cultivado em MSE durante 15 dias

6 = PA4S5 cultivado em MSE durante 5 dias

7 = PA45 cultivado em VC durante 15 dias

8 = PA45 cultivado em V3C durante 5 dias

A andlise dos filtrados de culturas em MSE, por SDS-PAGE, seguida de
imunodeteccio com anticorpos monoclonais anti-B-cinamomina, revelou uma presenca
abundante de proteina nos filtrados das culturas do isolamento selvagem PA45, ao passo que

no co-transformante FATSS a sintese de f-cinamomina ndo foi detectada.

Na andlise realizada por SDS-PAGE, seguida de coloracdo com azul de coomassie, foi
possivel observar uma relativamente reduzida quantidade de proteina, com uma massa
molecular de 10 kDa, produzida pela estirpe FATSS; a ndo deteccdo pelo anti-corpo anti-f3-
cinamomina dessa proteina aponta para a hipétese de ndo se tratar desta elicitina. A presenca
de B-cinamomina e o-cinamomina foi j& comprovada em filtrados de culturas in vitro
(Pernollet et al., 1993). As cinamominas 3 e o partilham uma homologia de 82,4% a nivel da
sua estrutura prima’lrial9 e a conservagdo na o-cinamomina das sequéncias envolvidas nos

motivos tipicos da conformagdo tridimensional da B-cinamomina indicia que a o-cinamomina

? Informacdo derivada do alinhamento de sequéncias apresentado na secgio I11.3.1
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apresentard uma estrutura tercidria semelhante. Portanto, os epitopos que sdo reconhecidos
por este anticorpo na B-cinamomina poderdao também estar presentes na o-cinamomina. De
facto, o anticorpo usado neste trabalho para detectar a 3-cinamomina também foi utilizado por
Sousa (2004) na deteccdo de a-cinamomina recombinante; o ndo reconhecimento das
proteinas produzidas pela estirpe FATSS pelo anticorpo colocou assim a hip6tese da banda
também ndo ser constituida por a-cinamomina, estando presente em reduzida quantidade
outra(s) proteina(s) nao reconhecida(s) pelo anticorpo. Por exemplo, Li et al., (2000) relatam
a existéncia de um gene em P. cinnamomi, codificante para uma potencial o-cinamomina,
cuja sequéncia difere significativamente de todas as sequéncias do cluster gendmico de
elicitinas de P. cinnamomi identificado por Duclos et al. (1998). Por outro lado, Baillieul et
al., (1996) obtiveram um anticorpo que apenas reconhece B-elicitinas e ndo a-elicitinas. O
reconhecimento da a-cinamomina recombinante por um anticorpo inicialmente levantado
contra a P-cinamomina poderd ter ficado a dever-se a alguma perda de especificidade
relacionada com condi¢cdes menos restrigentes durante o western blotting; também € possivel
que o anticorpo, embora possuindo maior afinidade para a B-cinamomina, também reconheca
a a-cinamomina de uma forma menos especifica ligada a concentracdo de proteina presente.
Nos filtrados de cultura usados na producdo da proteina recombinante a concentracdo de a-
cinamomina seria mais elevada do que no filtrado da estirpe FATSS, tendo dado origem a

deteccdo no primeiro mas nao no segundo.

Os filtrados de culturas em meio VgC mostraram a auséncia de B-cinamomina em

ambos isolamentos (pelo menos a niveis detectdveis pela hibridagdo com o anticorpo).

Nos isolamentos PA37 e 13C foi observada uma produg¢do abundante de [3-
cinamomina, em meio MSE, semelhante para ambos (Figura 1.20), provando que a auséncia
de elicitina na estirpe FATSS ndo se deve a transforma¢do com o plasmideo com a cassete de

resisténcia a higromicina.

Figura 1.20: Andlise por western blotting da produgdo de B-
cinamomina em filtrados de meios de cultura dos isolamentos
PA37 e 13C. A seta negra assinala a posi¢do das elicitinas.

1 =PA37 cultivado em MSE durante 15 dias.
2 = 13C cultivado em MSE sem higromicina durante 15 dias.
2 = 13C cultivado em MSE com higromicina durante 15 dias.
4 =PA37 cultivado em VgC durante 15 dias.

=10 kDa—»
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Kamoun er al. (1998b), também obtiveram transformantes onde foi abolida a sintese

de uma elicitina, a infestina, a-elicitina de P. infestans.

Os resultados da anélise por western blotting confirmaram a abolicdo da sintese da [3-
cinamomina na estirpe FATSS transformada com uma sequéncia anti-sentido do gene da -
cinamomina; esta sequéncia anti-sentido terd induzido um silenciamento da expressao do gene

da B-cinamomina por mecanismos que serdo abordados no Capitulo III.

Estas andlises sobre a producdo de elicitinas foram repetidas varias vezes ao longo das
sucessivas repicagens dos isolamentos e foram observados resultados idénticos, demonstrando

que a supressao da sintese de -cinamomina € permanente.

A incapacidade da estirpe FATSS crescer em meio MSE com o antibidtico
higromicina B (MSE-Hig") denota uma deficiéncia especifica desta estirpe, que o impede de
sobreviver na presenca do antibidtico neste meio simples e definido, pois a estirpe 13C nao
apresentou este problema. Fragmentos de micélio provenientes de FATSS cultivado em MSE
sem higromicina (MSE-Hig") cresceram em meio VgC com higromicina (VgC-Hig"), pelo que
um possivel silenciamento espontaneo do transgene Apt nao pode ser apontado como a causa
desta deficiéncia de crescimento. Nao foi possivel esclarecer se esta falha na resisténcia ao
antibidtico foi induzida por uma potencial alteracdo noutro gene importante para a resisténcia
eficaz neste meio especifico (provocada, por exemplo, pela interrupcdo desse gene por
insercao aleatdria de um dos plasmideos de transformac@o no genoma) ou se estd relacionada
com a deficiéncia na produ¢do de P-cinamomina. A natureza dipldide do genoma de
Phytophthora indica que a primeira hipdtese sO serd valida se tiver havido uma, pouco
provavel, dupla interrup¢do simultinea dos dois alelos do gene ou, em caso de uma tunica
interrupcao, que esta tenha ocorrido num alelo dominante de um locus heterozigético. A
segunda hipdtese poderd ser confirmada caso se obtenham mais transformantes com a
producdo de [-cinamomina inibida e esses transformantes também ndo apresentem

crescimento em MSE na presenca do antibi6tico.

1.3.8. Taxas de crescimento, morfologia do micélio e zoosporogénese dos

transformantes

As estirpes FATSS e 13C mostraram um crescimento de micélio in vitro mais lento do

que os respectivos isolamentos selvagens. Para quantificar estas diferencas foi calculada a
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taxa de crescimento didrio dos isolamentos, medindo a expansio das coldonias em meio VgCa.
No caso das estirpes transformadas, o crescimento foi avaliado em meio com e sem

higromicina B. A Figura [.21 resume os resultados obtidos.
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Figura 1.21: Grafico da taxa de crescimento dos isolamentos. O valor observado resulta da média obtida a partir
de trés ensaios independentes. Em cada ensaio foi medida a expans@o das colénias em quatro placas durante os
primeiros quatro dias apds a inoculacdo dos meios. As barras de erro assinalam os valores de desvio padrdo
associados a cada taxa; (+) e (-) assinalam, respectivamente, a presenca ou auséncia de higromicina B no meio
de crescimento dos transformantes.

Da observacdo directa das taxas de crescimento médias € possivel obter uma
percentagem de reducdo de crescimento dos transformantes em relacdo aos respectivos
isolamentos selvagens: para a estirpe FATSS € de 16,9% em meio sem antibiético e 31,7%
em meio com antibidtico; para a estirpe 13C € de 18,3% em meio sem antibidtico e 23,9% em
meio com antibidtico. Uma andlise de varidncia foi efectuada e os valores das taxas de
crescimento observadas nos ensaios independentes foram comparados entre os varios
isolamentos mediante o teste de comparacdo de médias LSD (Minima Diferenca
Significativa) de Fisher, para p<0,05 (Steel e Torrie, 1985) com o auxilio do programa
informadtico estatistico "SPSS 14,0" para Windows. Esta andlise, cujos resultados figuram no
Anexo 2, revelou que as diferencas observadas s6 sdo verdadeiramente significativas quando

comparamos 0s pares:
- PA45 e FATSS (+); -PA45 ¢ 13C (+);
- PA37 e FATSS (+); -PA37 e 13C (+);

O facto de existir uma diferenca significativa entre os isolamentos selvagens e as
estirpes transformadas cultivadas em meio com higromicina B nédo € inesperado e podera ser

explicado pela desvantagem provocada pela presenca do antibiético. Si-Ammour et al. (2003)
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também observaram uma reducdo de crescimento em algumas estirpes transformadas de P.
infestans e P. brassicae, quando comparados com 0s respectivos isolamentos selvagens. No
entanto, estes autores também encontraram transformantes com crescimento similar as linhas
selvagens que lhes deram origem. A obtencdo de mais transformantes de P. cinnamomi teria
permitido a pesquisa de estirpes sem redugdes de crescimento. Os dois transformantes de P.
cinnamomi analisados por McCarren (2006) também mostraram este tipo de reducdo na taxa
de crescimento. Contudo, é de salientar no presente trabalho as diferencas existentes entre o
crescimento das estirpes transformadas em meio livre de antibitico e os isolamentos

selvagens nao foram consideradas estatisticamente significativas.

Geralmente, foi possivel repicar sucessivamente as estirpes FATSS e 13C em meio
VgCa com higromicina (VgCa-Hig"). Contudo, algumas dessas tentativas de propagacio
falharam para a estirpe FATSS e o transformante ndo cresceu, mesmo quando os indculos
foram retirados de placas VgCa-Hig" em que a estirpe apresentava crescimento activo. Para
contornar este problema, novas repicagens a partir da mesma placa-mae original foram

efectuadas:

- com indculos colhidos em zonas imediatamente adjacentes as zonas usadas nas
repicagens falhadas; em meio com higromicina voltaram a ndo originar crescimento € em

meio sem higromicina originaram, por vezes, crescimento.

- com indculos colhidos em zonas diferentes das usadas nas repicagens falhadas em

meio com higromicina, € que originaram, na sua grande maioria, crescimento.

A observacao destas diferencas foi intrigante. McCarren (2006) relata que as coldnias
de transformantes de P. cinnamomi por si obtidos cessam sempre o seu crescimento antes do
micélio preencher por completo a placa de crescimento; uma repicagem dessas culturas para
meio selectivo fresco permite um novo crescimento que volta a parar quando o didmetro das
colonias atinge 45-65 mm. McCarren (2006) sugere que estas falhas de crescimento se devem
a acumulacgao de produtos metabdlicos nocivos. Contudo, esta explicacdo ndo € adequada para
as observagoes registadas no presente trabalho, pois as falhas aqui registadas sdo pontuais e 0s
indculos colocados em meio fresco nem sempre originaram novas coldnias. Se as falhas de
repicagem em meio selectivo se devessem a uma simples perda local de viabilidade do
micélio, indculos colhidos na mesma zona colocados em meio sem antibiético também nio
deveriam ter apresentado crescimento. Por consequéncia, existem falhas de crescimento que

estdo directamente relacionadas com a resisténcia a higromicina.
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A existéncia de mecanismos de silenciamento espontaneo de transgenes em
transformantes aparentemente estdveis j4 foi relatada em P. infestans (Judelson et al., 1993a;
Judelson e Whittaker, 1995; Vijn e Govers, 2003). Estes mecanismos constituem a primeira
hipétese de explicacdo para a falha na expressdo da cassete de resisténcia a higromicina na
estirpe FATSS, com a consequente perda de capacidade de crescimento em meio selectivo.
Esse silenciamento espontdneo nem sempre envolve mutagdo, metilagdo ou eliminacdo dos
transgenes (Judelson et al., 1993a). Foram relatadas grandes diferencas de expressdo de varios
transgenes entre transformantes obtidos com o mesmo vector de expressao (Judelson et al.,
1993a,b); essas diferencas ndo foram atribuidas ao nimero de cépias dos transgenes inseridos
no genoma receptor mas, sim, a efeitos derivados do posicionamento desses transgenes nos
cromossomas. Por analogia, o silenciamento espontineo também poderd residir em
fenémenos ligados a integracdo dos transgenes em localizagdes especificas do genoma
hospedeiro; essas integracdes diferem, possivelmente, em cada transformante, pois eventos de
recombinacdo homodloga ainda ndao foram observados em ensaios de transformagdo de
Phytophthora spp. Estes dados explicariam porque existem falhas de crescimento no
transformante FATSS e ndo no 13C. Contudo, ndo deixa de ser curioso que indculos colhidos
em zonas diferentes das usadas nas repicagens falhadas da estirpe FATSS originassem
crescimento em meio com higromicina. Portanto, o silenciamento espontaneo, a existir, serd
um mecanismo complexo, desencadeado por fenémenos ligados a integracdo especifica do
transgene numa dada localizacio do genoma hospedeiro e que ndo afecta igualmente a

totalidade dos transgenes presentes nos nicleos de uma dada colénia desse transformante.

Outra causa plausivel para a falha na expressao da cassete de resisténcia a higromicina
na estirpe FATSS poderd residir na influéncia que o tipo de hifas ndo septadas e
multinucleadas podera ter tido na transformacgdo genética. Durante a digestdo do micélio
podem surgir protoplastos ndo nucleados, uninucleados ou mesmo multinucleados. Se a
transformacao se der apenas nalguns dos nicleos de um protoplasto multinucleado, os nicleos
nao transformados continuam vidveis e a dividir-se, pois a sobrevivéncia do citoplasma
comum estard assegurada pelos nicleos transformados resistentes ao antibidtico. Também ¢é
possivel que tenham existido fendmenos de fusdo de protoplastos transformados e ndo
transformados. A existéncia de heterocariotas, com nudcleos transformados e ndo
transformados, também ja foi relatada por outros investigadores (Cvitanich e Judelson, 2003b)
e os nucleos ndo transformados ndo sdo eliminados por crescimento continuo em meio

selectivo. Nas repicagens da estirpe FATSS cujo crescimento falhou em meio com
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antibidtico, provavelmente foi recolhida para propagacdo uma zona em que sao mais
abundantes os ntucleos nao transformados que assim ndo foram capazes de se multiplicar num
novo meio com antibidtico, fora da ac¢do protectora dos nicleos transformados. Estas falhas
na repicagem s6 foram observadas quando a estirpe foi repicada para meio com higromicina,
ndo havendo falhas de propagacdo para meio sem antibiético. A estirpe 13C ndo apresentou

este tipo de problema, possivelmente porque se trata de um transformante homocariota.

Além das diferencas nas taxas de crescimento, verificaram-se outras dissemelhancas,

nomeadamente a nivel morfoldgico e na zoosporogénese da estirpe FATSS.

Para além da incapacidade, atrds mencionada, de crescer em meio MSE na presenca de
higromicina B, esta estirpe apresentava pouco micélio aéreo e as suas hifas em meio liquido
mostravam um menor numero das tipicas dilatacdes (hyphal sweelings) de P. cinnamomi,
quando comparado com o isolamento selvagem PA45. A estirpe 13C ndo mostrou alteragdes

destas caracteristicas.

Fracassaram viérias tentativas de producdo abundante de zodsporos'’ pelas estirpes
transformadas. A observacao ao microscopio 6ptico dos micélios destas estirpes, na fase final
do processo de inducdo da zoosporogénese, revelou a presenca de um reduzido nimero de
esporangios e zooOsporos. De facto, em andlises intensivas destas hifas nunca foram
encontrados mais que cinco esporangios visiveis por placa. Ersek ef al. (1994) e Gaulin et al.
(2002), na sequéncia de experiéncias efectuadas em P. capsici e P. parasitica var. nicotianae,
associaram este defeito de esporulacdo a presenga de higromicina no meio de cultura e da
cassete de resisténcia no genoma de transformantes: o gene de resisténcia Apt continua a
expressar-se mesmo na auséncia do antibidtico (Judelson et al., 1991). Contudo, esta
associac¢ao nao foi mencionada por outros investigadores que trabalharam com transformantes
de Phytophthora resistentes a antibidticos e apresentavam zodsporogénese normal (West et
al., 1998; Kamoun et al., 1998b; West et al., 1999b; Latijnhouwers e Govers, 2003; Blanco e
Judelson, 2005). Novas repeticdes do processo de produg¢do de zodsporos, omitindo o
antibidtico, voltaram a mostrar dificuldades de esporulacdo em todos os ensaios com a estirpe
13C e na maioria dos ensaios com FATSS. Por duas ocasides nestes novos testes, a
zoosporogénese da estirpe FATSS mostrou uma melhoria substancial; ao microscépio optico,
a abundancia de esporangios e zodsporos aparentou ser semelhante a do isolamento selvagem

PA45. Esta zoosporogénese “normal”, observada esporadicamente, na estirpe FATSS podera

19 Descrito na seccdo 1.2.4. Produgio de zoosporos. Na fase de crescimento em VgCa, o meio continha
higromicina B.
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ser compreendida a luz das mesmas hipdteses colocadas para as falhas esporddicas de
crescimento da estirpe em meio selectivo: silenciamento espontaneo do transgene hpt,
responsavel pela resisténcia a higromicina, ou estirpe FATSS de natureza heterocariota, em
que zonas de micélio com maior abundincia de nuicleos ndo transformados foram
seleccionadas para propagacdo e iniciagdo do processo de zoosporogénese. Em qualquer dos

casos, a niao expressao da resisténcia ao antibidtico conduziria a esporulagao normal.

Quando foram observadas as falhas esporddicas de crescimento da estirpe FATSS em
meio VgCa-Hig", com desenvolvimento de inéculos da mesma origem apenas em VgCa-Hig,
a co-transformacdo foi encarada como um fenémeno global, em que a perda de resisténcia ao
antibiotico seria um sinal de instabilidade do transformante, com silenciamento de ambos
transgenes, hpt e sequéncia anti-sentido da B-cinamomina. Com base neste raciocinio, as
culturas sem resisténcia ao antibidtico foram consideradas sem utilidade e descartadas de mais
andlises. Contudo, quando este fenémeno ocorrer futuramente, ou quando for observada uma
zoosporogénese normal em FATSS, a producdo de -cinamomina deverd ser analisada para
esclarecer se o silenciamento espontdneo afectou ambos os transgenes ou se se continua a
verificar a supressdo de produgdo da elicitina ou, ainda, comprovar que o transformante
FATSS tem uma natureza heterocariota resultante da transformacao. Caso se verifique esta
ultima hipdtese, as sequéncias transgénicas estardo ausentes e, ou € confirmada a manutengao
da supressao da sintese de B-cinamomina, e isso serd mais uma evidéncia da transferéncia do
silenciamento genético internuclear em Phytophthora, proposta por West et al. (1999), ou é
observada a sintese da elicitina, constituindo um exemplo que existem outros mecanismos de

silenciamento que dependem da presenca dos transgenes.

Foi, pois, conseguida a obtencdo de uma estirpe transformante relativamente estavel
com auséncia de produgdo de B-cinamomina, ou pelo menos com reducdo substancial da sua
producdo em relacdo ao isolamento selvagem que lhe deu origem. Apesar de se tratar de uma
Unica estirpe, esta foi considerada um importante instrumento para a prossecucao do objectivo
global deste trabalho, que visa contribuir para a elucida¢do do papel biolégico das elicitinas
no processo infeccioso, e consubstancia a concretiza¢do do primeiro objectivo: transformacgdo

genética de P. cinnamomi e silenciamento do gene da B-cinamomina.
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I1.1. INTRODUCAO

Apesar da grande quantidade de informacao j4 existente sobre as elicitinas a nivel de
sequéncias genéticas (Panabieres et al., 1995; Kamoun et al., 1997a; Duclos et al., 1998a;
Qutob et al., 2003), estrutura tridimensional (Boissy et al., 1996; Rodrigues et al., 2002) e
actividade molecular (Mikes et al., 1997, 1998), a(s) sua(s) funcdo(s) bioldgica(s)
intrinseca(s) continua(m) por clarificar. As suas propriedades eliciadoras, manifestadas num
restrito nimero de plantas (Bonnet et al., 1996; Kamoun et al., 1998), e a sua expressao in
planta (Brummer et al., 2002; Colas et al., 2001; Fleischmann et al., 2005; Kamoun et al.,
1997b) apontam para um papel na patogenicidade de Phytophthora spp. A inibicdo da
expressdo de um gene com este tipo de atributo num parasita ndo obrigatério cultivavel in
vitro ndo serd letal, mas espera-se que provoque uma mudanga fenotipica no seu

comportamento de viruléncia.

I1.1.1. Caracterizacao de Phytophthora cinnamomi

Os oomicetas sdo um grupo de organismos que, apesar de apresentarem um
crescimento com hifas e modos de vida semelhantes a fungos, representam uma linha
evolutiva unica, distante dos fungos verdadeiros. As principais diferengas incluem a estrutura
dos flagelos presentes nos zodsporos (Barr, 1983) e a presencga de celulose em vez de quitina
na parede celular (Bartnicki-Garcia, 1987), entre outras divergéncias bioquimicas e
estruturais. De facto, andlises filogenéticas moleculares colocam os oomicetas numa posi¢ao

mais proxima das algas heterocontes (Sogin e Silberman, 1998).

Phytophthora cinnamomi € um oomiceta do solo que infecta essencialmente as raizes
das plantas hospedeiras. Este fitopatogénio origindrio da regido da Papua Nova Guiné
(Zentmeyer, 1980) tem agora uma distribuicdo global. O seu ciclo de vida (revisto por
Hardham, 2005 e West et al., 2003) estd representado na Figura II.1 e consiste essencialmente
em duas fases de natureza sexuada e assexuada, normalmente estimuladas por condi¢des

ambientais distintas.

A fase assexual € caracterizada pela producdo de esporangios. Estes podem germinar
directamente em meio liquido ou sobre uma superficie, produzindo um tubo germinativo
(germinagdo directa), ou podem sofrer um processo de diferenciacdo para formar zodsporos

biflagelados (germinagao indirecta). Estes zodsporos s@o libertados e nadam em meio aquoso
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a procura de raizes de plantas hospedeiras, onde se fixam e enquistam. O quisto germina
desenvolvendo um tubo germinativo que pode penetrar directamente no hospedeiro ou através
de um apressorio (dilatagdo da hifa, Figura I1.2). Usando os nutrientes adquiridos no tecido do
hospedeiro susceptivel, as hifas desenvolvem-se inter e intracelularmente, formando uma rede
de micélio absortivo, a partir do qual ocorre esporulacdo, repetindo o ciclo assexual. Esta
etapa pode ser repetida muitas vezes, numa sucessao rapida que amplifica significativamente

o indculo na area infectada e acaba por provocar a necrose dos tecidos.

Quisto germinado Apressério

— i 2 a ’
Infeccio
- Quisto @ Ti\:!l

Zobsporo
f’ | Raiz
'rg;,ix
=7, Esporangio

Quisto germinado
com Zoésporos
Micélio intra

e intercelular

K@Quisto
Zoésporo l
Esporanglo ﬁ ‘E

Tubo
germinativo

Clamidosporo

Planta com sistema
/ radicular infectado

Figura II.1: Ciclo de vida de Phytophthora cinnamomi
(Figura adaptada de Van West et al., 2003, com alteracdes).

As hifas somadticas também produzem clamiddsporos, estruturas resistentes que
permitem a sobrevivéncia do parasita no solo ou em material vegetal morto, num estado de
dorméncia. Quando as condi¢des sdo favordveis, os clamidésporos germinam (directa ou

indirectamente) e reiniciam o processo infeccioso.

A etapa sexual gera odsporos, também dotados de alguma resisténcia a condi¢des

ambientais adversas. A oosporogénese envolve a produ¢do de um oogdénio feminino e um
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anteridio masculino, que dada a natureza heterotdlica de P. cinnamomi apenas sdo formados
na presencga dos dois tipos de hifas compativeis, Al e A2. Apds a fertilizacdo, os odsporos

podem entrar em dorméncia ou germinar imediatamente, desencadeando a fase assexuada.

Figura 1IL2: Quistos germinados de P.
cinnamomi. Em muitos casos, o tubo germinativo
ndo € visivel, tendo provavelmente penetrado na
superficie da raiz por baixo do quisto. As setas
indicam o apressorio.

(Figura adaptada de Hardam, 2001).

I1.1.2. A doenca do declinio do sobreiro e da azinheira

Na Peninsula Ibérica os montados de sobro e azinho apresentam uma importancia
econdmica e social muito relevante, constituindo sistemas explorados a nivel da agricultura,
silvicultura, pecudria, cinegética, turismo e apicultura, passiveis de fixar populacdes nas zonas
onde se encontram implantados. Nomeadamente, a cortica produzida em Portugal representa
51% da producdo mundial (Ferreira et al., 2000) e é um dos principais produtos de exportacdao
do nosso pais. Os montados sdo ainda um habitat ecolégico muito importante € com
caracteristicas unicas, cuja biodiversidade em fauna e flora € indispensavel preservar (Correia,

1993).

O declinio e morte do sobreiro (Quercus suber) foram observados em Portugal desde
os finais do século XIX (Almeida, 1898; Camara-Pestana, 1898). Dadas as semelhancas com
a doenga da tinta do castanheiro, Tavares (1927) prop0s ser Phytophthora cinnamomi Rands a
causa da morte dos sobreiros. Contudo, apenas em 1947 € que este patogénio foi isolado de
arvores doentes (Pimentel, 1947) e a sua associacdo ao declinio s6 foi verdadeiramente
colocada a partir de 1992, apés uma intensa pesquisa epidemioldgica que revelou a sua
presenca sistemadtica em locais afectados pela doenca (Brasier, 1992; Brasier et al., 1993).
Actualmente, P. cinnamomi € considerado um dos principais responsiveis pela quebra de
vitalidade e morte nas espécies Q. suber e Q. ilex (azinheira) em toda a zona da bacia

mediterranica (Cobos et al., 1993; Brasier, 1996; Gallego et al., 1996; Robin et al., 1998;

Sanchez et al., 2002), embora o impacto de P. cinnamomi na doenca do declinio seja
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modulado por diversos factores bidticos e abidticos, tais como parametros edaficos dos solos
infestados (Moreira e Martins, 2005), disponibilidade de dgua para o patogénio e hospedeiro
(Moreira-Marcelino, 2001), diferentes graus de resisténcia dentro das espécies hospedeiras

(Coelho, 2003), entre outros.

A doenca do declinio manifesta-se em montados de sobro ou azinho, em darvores
isoladas ou grupos de maior ou menor extensdo, afectando plantas de todas as idades
(Moreira-Marcelino, 2001). A sintomatologia geralmente visivel caracteriza-se por reducao
no tamanho e clorose das folhas, seguida da sua queda gradual, presenca de ramos parcial ou
totalmente desfolhados, rebentos epicérmicos, aparecimento de exsudagdes no tronco e
redugdo no crescimento da arvore. A nivel do sistema radicular, as raizes finas, responsaveis
pela nutricdo da planta, apresentam-se secas, com necroses € muitas vezes simplesmente
ausentes, embora as raizes principais aparentemente nao apresentem sintomas. Este declinio
ocorre lentamente, demorando anos a matar a drvore. Contudo, um processo rapido de morte
“subita” das drvores também pode ocorrer, geralmente a seguir ao Verao, denunciado pela

presenca de folhas castanhas em toda a copa das arvores (Moreira-Marcelino, 2001).

A situagdo actual dos montados apresenta-se delicada e as perspectivas ndo sdo nada
animadoras. Para além de afectar drvores ja estabelecidas, P. cinnamomi também demonstrou
ter um papel na fraca regeneracdo natural dos montados (Rodriguez-Molina et al., 2002) e
recentemente foi demonstrada a sua presenca em plantas de Q. ilex cultivadas em viveiros
(Sanchez et al., 2005). Este ultimo facto poderd representar, futuramente, o aparecimento de

novos focos da doenca, nomeadamente em zonas recentemente reflorestadas artificialmente.

Para além do declinio provocado em Q. suber e Q. ilex na regidao mediterranica, P.
cinnamomi também € responsdvel pela grande devastacdo observada na Jarrah, floresta
natural de eucaliptos tipica da Austrélia (Shearer e Tippet, 1989) e pela decadéncia de outras
espécies de Quercus no México (Tainter, 2000) e em Franca (Robin et al., 1994). Aliés, vérias
outras espécies do género Phytophthora também tém sido responsabilizadas pelas altas taxas
de mortalidade verificadas em Quercus e outras espécies florestais, no centro da Europa (Jung
et al., 1996, 2000), em Itdlia (Vettraino et al., 2002), Turquia (Balci e Halmschlager, 2003) e
nos Estados Unidos da América (Rizzo et al., 2001, 2005), bem como na quebra de produgdo
agricola da vadrias culturas importantes, como por exemplo a batata, tomate, soja ou cacau

(Kamoun, 2001).
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“Phytophthora” € uma palavra proveniente da lingua grega que significa “destruidor
de plantas”. E urgente, sendo eliminar, pelo menos travar a accdo nefasta destes
microrganismos, cuja ac¢ao ja se faz sentir a nivel mundial e da qual ndo nos podemos isentar
de culpas, pois somos o0s responsdveis pela disseminacdo rdpida destes patogénios. Se niao o
fizermos, arriscamo-nos a consequéncias terriveis, ndo s6 para o meio ambiente, pela
destruicao da flora natural, mas também a nivel do modo de vida humano, tal como aconteceu
no século XIX, no triste episddio da Grande Fome verificada na Irlanda, provocada pela

destruicao da cultura de batata por P. infestans (Fry e Goodwin, 1997).
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I1.2. MATERIAL E METODOS

As estirpes de P. cinnamomi aplicadas nos testes de patogenicidade foram as
transformadas geneticamente, obtidas no decorrer dos trabalhos referidos no capitulo I, bem

como os isolamentos selvagens que lhes deram origem:

- 13C, estirpe transformada com resisténcia a higromicina e o seu homoélogo selvagem,

PA37,;

- FATSS, estirpe transformada com resisténcia a higromicina e em que também foi

abolida a expressao da B-cinamomina e o seu homoélogo selvagem, PA45.

I1.2.1. Infeccao de material vegetal

I1.2.1.1. Cultura dos isolamentos de P. cinnamomi em maca “Granny Smith”

Foram seleccionadas macgas verdes da variedade Granny Smith que ndo apresentassem
qualquer tipo de manchas. As macas foram lavadas e a sua superficie exterior brevemente

desinfectada por uma lavagem com uma solu¢ao de etanol 96% (v/v).

Com o auxilio de um bisturi esterilizado, cada uma das magas foi perfurada em trés
locais distintos, efectuando-se buracos de forma triangular. Retiraram-se, cuidadosamente, os
pedacos de maga resultantes e em cada orificio foi colocado um pequeno pedago de agar (4 a
5 mm?) infectado com um dos isolamentos de P. cinnamomi. Os pedacos de macd foram
recolocados nos orificios e estes foram selados por envolvimento da mag¢d em parafilme. Os
frutos assim tratados foram colocados numa estufa, a 25°C, no escuro, por um periodo de oito

a quinze dias, até ao aparecimento de manchas exteriores em locais distantes dos orificios.

Para re-isolar o oomiceta, pequenas por¢des de tecido necrosado foram excisadas e
colocadas em placas com meio VgCa11 (com ou sem higromicina, consoante a maca tivesse
sido infectada com uma estirpe transformada ou selvagem). Trés dias apds a inoculagdo, as
placas foram observadas e a identificacdo de P. cinnamomi nas colénias presentes foi
efectuada por anélise ao microscépio optico. As coldnias positivas para P. cinnamomi foram
repicadas para novas placas, de modo a prosseguirem o seu crescimento livre de possiveis

contaminagoes.

"' Descrito no ponto 1.2.2., Cultura e manutencao dos isolamentos de Phytophthora cinnamomi.
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Este procedimento foi realizado vdrias vezes para cada um dos isolamentos, enquanto
procedimento de rotina para verificar a estabilidade dos transformantes ao longo do tempo e
recuperar caracteristicas de vitalidade de todos os isolamentos, que por vezes sdo perdidas

durante as repicagens em laboratério.

I1.2.1.2. Infeccao de sementes germinadas de Quercus suber

A espécie Q. suber (sobreiro) € hospedeira de P. cinnamomi (Moreira-Marcelino,
2001) e os ensaios realizados com esta planta destinaram-se a averiguar a existéncia de

alteracdes na viruléncia das estirpes transformadas face aos isolamentos selvagens.

Bolotas colhidas de um tnico sobreiro (sobreiro 295, S. Bras de Alportellz) foram
sujeitas a uma selec¢do prévia, eliminando todas aquelas que apresentavam orificios
provocados por insectos ou cuja coloragcdo pudesse indicar um grau de maturacdo insuficiente
para uma germinacdo rapida. As bolotas seleccionadas foram desinfestadas superficialmente
por imersdo durante 10 min numa solu¢do a 10% de lixivia comercial (concentraciao de cloro
activo = 50 g/dm3 ). Em seguida, foram lavadas abundantemente com dgua corrente e mantidas
dentro de 4dgua durante 20 min. As bolotas foram deixadas a secar a temperatura ambiente
(= 20°C) e foram semeadas em copos de plastico com 200 ml com vermiculite esterilizada
(Figura I1.3.A) ou em vasos com 25 cm de altura, numa mistura de turfa/vermiculite
autoclavada com um volume de ~ 4 dm’ (Figura I1.3.B). Os copos e os vasos foram regados e
colocados numa estufa com temperatura média de 25°C e iluminacdo natural. Foi,
regularmente, adicionada 4gua aos substratos de modo a que estes permanecessem

constantemente himidos, favorecendo a germinagao.

S o o

Figura IL.3: Germinagdo de bolotas de Q. suber em copos (A) ou em vasos (B).

12 Este sobreiro faz parte de um grupo de 195 enquadrados num projecto, que ainda decorre e em que a autora
participa, de pesquisa de plantas potencialmente resistentes a P. cinnamomi. Dados preliminares indicam que o
sobreiro 295 estd incluido no ranking dos 20 sobreiros mais tolerantes do grupo estudado.
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As bolotas germinadas em copos, esperaram-se que as raizes atingissem
aproximadamente 5 a 6 cm de comprimento antes da sua colheita. As bolotas germinadas em

vasos esperaram-se que as raizes atingissem aproximadamente 10 a 15 cm de comprimento.

Apo6s o crescimento pretendido, as raizes foram limpas de substrato e usadas, de

seguida, para ensaios de infec¢do.

11.2.1.2.1. Ensaio de infecg¢do directa

Foram colocadas tiras de VgCa colonizadas com P. cinnamomi sobre raizes com 5 a
6 cm de comprimento (Figura I1.4). Também foram constituidos controlos negativos de raizes
em contacto com agar niao colonizado. Por debaixo das raizes foi colocado um algodao
embebido com dgua esterilizada, para manter a hidratacdo das mesmas. Seguiu-se um periodo

de incubacdo durante um ou dois dias, no escuro, a 25°C.

Iy

Figura II.4: Infecgdo de raizes pelo método directo.

As raizes inoculadas foram limpas de agar e micélio exterior e examinadas para

detectar a presenca e a extensdo de necroses.

Pequenas porgdes de tecido necrosado foram excisadas e colocadas em placas com

meio VgCa, para re-isolamento do oomiceta, conforme descrito anteriormente.
Foram efectuados trés ensaios, com trés bolotas por isolamento.

Raizes ndo infectadas e infectadas por este método foram recolhidas, limpas e

congeladas a -80°C para posterior andlise molecular 12, 24 e 36 h ap6s a infec¢ao.

11.2.1.2.2. Ensaio de infecgdo indirecta 1

As raizes (5 a 6 cm de comprimento) foram introduzidas num copo vidro contendo
500 ml de 4gua destilada esterilizada. Uma placa de VgCa totalmente colonizada por P.
cinnamomi e envolvida em filtro Scrynel (& poro = 48 um) foi fixa no fundo do recipiente, de
modo a ndo haver contacto directo entre o micélio, no agar e as raizes (Figura IL5). O
recipiente foi tapado com papel de aluminio (que serviu de suporte para as bolotas) e deixado
na bancada, a temperatura ambiente (= 20°C), durante 36 h, exposto a luz solar indirecta por

periodos de 6 a 8 h. Os copos foram, depois, mantidos durante 1 h a 4°C, e em seguida a 25°C
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durante dois dias, no escuro. Foram constituidos controlos negativos com raizes tratadas com

placas ndo colonizadas.

- Agua

Bolotas

Figura IL.5: Infeccdo de raizes germinadas

pelo método indirecto 1.
Membrana
EEEEEENEE

Placa colonizada
com micélio

As raizes foram enxugadas, sendo o excesso de dgua retirado com papel absorvente, e

examinadas para detectar a presenca e extensao de necroses.

Pequenas porgdes de tecido necrosado foram excisadas e colocadas em placas com

meio VgCa para re-isolamento do oomiceta, conforme descrito anteriormente.

Foi efectuado um ensaio, com oito bolotas por isolamento.

11.2.1.2.3. Ensaio de infecgdo indirecta 2

As raizes (10 a 15 cm de comprimento) foram ' 1
introduzidas numa proveta de vidro de 25 ml contendo

20ml de solugio SSM com zoésporos e mantidas

durante um ou dois dias, a 25°C, no escuro (Figura I1.6).

Figura I1.6: Infecgdo de raizes pelo método indirecto 2.

As raizes foram enxugadas, sendo o excesso de dgua retirado com papel absorvente, e

examinadas para detectar a presenca e extensao de necroses.

Pequenas por¢des de tecido necrosado foram excisadas e colocadas em placas com

meio VgCa para re-isolamento do oomiceta, conforme descrito anteriormente.

Foram efectuados trés ensaios, com duas bolotas por isolamento.

" Ver ponto 1.2.4., Produgdo de zoGsporos.
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I1.2.1.3. Infeccao de folhas jovens de Q. suber

Folhas jovens de sobreiro foram colhidas de vérias plantas mantidas em estufa. Quinze
a vinte folhas foram colocadas num copo de vidro contendo 500 ml de 4gua destilada
esterilizada. As folhas mantiveram-se a superficie e uma placa de VgCa totalmente colonizada
por P. cinnamomi e envolvida em filtro Scrynel (& poro = 48 um) foi fixa no fundo do
recipiente, de modo a ndo haver contacto directo entre o micélio, no agar e as folhas. O
recipiente foi tapado com parafilme e deixado na bancada, a temperatura ambiente (= 20°C) e

exposto durante dois dias a luz solar indirecta, por periodos de 6 a 8 horas.

No fim deste periodo, as folhas que apresentavam
toda a sua superficie necrosada foram rejeitadas (Figura I11.7);
as folhas que apresentavam algumas secgdes necrosadas
foram recolhidas, o excesso de &4gua retirado com papel
absorvente e pequenas por¢des de tecido necrosado foram

excisadas e utilizadas para re-isolar o oomiceta.

Figura I1.7: Folhas infectadas.
I1.2.1.4. Infeccao de plantas de Q. suber

As plantas de sobreiro com 12-18 meses usadas neste ensaio foram cedidas pelos
viveiros da Direccdo Geral de Florestas, em Montegordo e apresentavam-se em vasos do tipo
alvéolo. Foram infectadas 12 plantas por cada um dos isolamentos e 12 plantas foram usadas

como controlo.
Abaixo sdo descritas as vdrias etapas que fizeram parte deste ensaio.

11.2.1.4.1. Preparacao do inéculo

O inéculo usado neste ensaio foi constituido por uma suspensdo aquosa de micélio
(Dhingra e Sinclair, 1995). Para a obter, os isolamentos foram cultivados em meio liquido
V8C14, em placas de Petri com 20 ml de meio, durante 25 dias, a 25°C, no escuro. Apds este

periodo o micélio ocupava toda a placa.

O micélio foi separado do meio nutritivo por filtracdo, sendo depois lavado

abundantemente com &4gua desionizada. Em seguida, o micélio foi suspenso em dgua

' Descrito no ponto 1.2.2., Cultura e manutencao dos isolamentos de Phytophthora cinnamomi.
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desionizada e homogeneizado com a ajuda de um batedor eléctrico. Ao contetido de trés

placas foi adicionada dgua até se atingir 100 ml suspensdo de micélio.

11.2.1.4.2. Infestagdo de plantas

A infestacdo das plantas realizou-se em simultdneo com a operacao de transplante para
vasos de 4 dm’, aplicando directamente 100 ml de inéculo sobre o torrdo constituido pela
terra e raizes de cada uma das plantas extraidas dos alvéolos, para que toda a superficie do
torrdo fosse regada com o indculo. O substrato de cultivo foi preparado com uma mistura de
turfa e areia (4/1) ndo esterilizada. Nas plantas testemunhas o indculo foi substituido por 4gua

desionizada. Todas as plantas foram regadas a seguir ao transplante.

11.2.1.4.3. Condigoes de cultura

Os vasos com as plantas inoculadas foram colocados em tabuleiros para que em cada
tabuleiro s6 houvesse plantas inoculadas com o mesmo isolamento, para evitar contaminagdes
cruzadas. As plantas foram colocadas em estufa, onde foram regadas e pulverizadas com dgua

durante a primeira semana do ensaio, para evitar o stress do transplante.

Os tabuleiros foram inundados de forma a que o nivel de dgua se situasse 2-3 cm
abaixo da superficie do solo nos vasos (Figura II.8). As plantas foram sujeitas a um regime de

encharcamento durante dois dias por semana.

Figura IL.8: Plantas de Q. suber durante os

testes de patogenicidade.

As condi¢Oes na estufa foram de luz natural e as temperaturas registadas variaram
entre os 12°C e os 31°C. Para tentar eliminar o efeito de algumas flutuagdes das condicdes
dentro da estufa, cada um dos conjuntos infestados por um dado isolamento foi dividido ao
meio em subgrupos que ficaram em zonas diferentes na estufa. O Anexo 3 mostra como

ficaram distribuidas as plantas na estufa.
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11.2.1.4.4. Avaliagdo das plantas

O ensaio foi concluido 3 meses apds a infestacdo das plantas. Nessa altura, as plantas
foram retiradas dos vasos e as raizes foram cuidadosamente lavadas com édgua da torneira,

sendo-lhes retirada toda a terra.

A avaliacdo das plantas foi realizada através da observacao do grau de desfoliagao da
parte aérea, bem como da observacdo de necroses e auséncia de raizes finas no sistema
radicular. Apds a observacdo dos sintomas, foi atribuido um valor a gravidade dos mesmos,

numa escala de 0 a 4 descrita na Tabela II.1. (Sanchez et al., 2002).

Tabela IL.1: Escala para classificacdo da severidade dos sintomas

Classificacdo | Proporcao da planta afectada
0 0 % (plantas sem sintomas)
1 1-33%
2 34 - 66 %
3 67 -99 %
4 100 % (parte aérea ou raiz morta)

Foram, também, utilizados valores intermédios em cada uma das classes principais,

em funcdo da gravidade dos sintomas: 0.3 = leve, 0.5 = moderado, 0.7 = grave.

I11.2.1.4.5. Andlise estatistica

Aos resultados da avaliacdo das plantas foi aplicada uma andlise de variancia. Os
valores médios da severidade dos sintomas de cada tratamento compararam-se entre si € com
as testemunhas, mediante o teste de comparagdo de médias LSD (Minima Diferenca
Significativa) de Fisher, para p < 0,05 (Steel e Torrie, 1985) com o auxilio do programa

informatico estatistico "SPSS 14,0" para Windows

11.2.1.4.6. Isolamento a partir de raizes

O re-isolamento do patogénio a partir das raizes das plantas deste ensaio foi efectuado
em meio selectivo PARPH e niao em VgCa, como nos ensaios anteriormente descritos. Isto
deve-se ao facto das hipéteses de contaminagdo das culturas por outros microrganismos serem
mais elevadas neste caso, jd que o substrato de cultivo das plantas nao foi esterilizado e a
duracdo da experiéncia foi mais longa. Assim, foram recolhidas amostras de raizes que, apds

seleccdo, foram lavadas para desprender particulas grossas de solo e depois colocadas dentro
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de uma bolsa de tule e lavadas em 4gua durante 2-3 horas. Posteriormente, as raizes foram
fragmentadas em trocos sempre menores que 1 cm de comprimento. Estes segmentos foram
colocados em placas de Petri com meio selectivo PARPH [meio constituido por "Corn Meal
Agar" (17 g/l), os antibidticos Pimaricina (5 ml/l), Ampicilina (250 ml/l) e Rifampicina
(10 ml/1) e os fungicidas Pentacloronitrobenzeno - PCNB (100mg/l) e Himexazol (50 mg/1)]
(Jeffers e Martin, 1986). Trés dias apds a inoculacdo, as placas foram observadas e a
identificacao de P. cinnamomi nas colonias presentes foi efectuada por andlise ao microscopio
optico. As coldnias positivas para P. cinnamomi foram repicadas para placas de meio VgCa
(com ou sem antibidtico com ou sem higromicina, consoante se se tratasse de uma estirpe
transformada ou selvagem), de modo a prosseguirem o seu crescimento livre de possiveis

contaminagdes.

Nota 1
Seguranca Bioldgica: todos os materiais infectados (meios de cultura, material de laboratdrio, etc.) foram autoclavados durante 1 h a 121°C,
antes de serem colocados no lixo, para inactivagdo dos propdgulos bacterianos e de P. cinnamomi usados neste trabalho.
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I1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trabalhos experimentais descritos neste capitulo visaram responder a trés questdes

fundamentais sobre as estirpes de P. cinnamomi transformadas geneticamente:
e Saber se mantinham a capacidade de infectar tecido vegetal;

e Averiguar se a transformacgdo genética se mantinha estdvel apés cultura das

estirpes em material vegetal;

e Investigar se existiam diferencas de patogenicidade entre os isolamentos

selvagens e as estirpes transformadas.

I1.3.1. Infeccao de material vegetal

I1.3.1.1. Cultura dos isolamentos de P. cinnamomi em maca “Granny Smith”

A passagem dos oomicetas do género Phytophthora por uma cultura em magads da
variedade Granny Smith € um procedimento vulgarmente utilizado nos laboratérios de
fitopatologia e que tem por objectivo uma ‘“revitalizacdo” dos isolamentos mantidos em
condig¢des de cultura in vitro durante longos periodos. A manutencio prolongada em meios de
crescimento artificiais leva por vezes a alteragdes nas caracteristicas fenotipicas,
nomeadamente no grau de viruléncia. Normalmente, apds esta passagem por tecido vegetal,
que simula uma planta hospedeira, os oomicetas apresentam mais vigor, um crescimento mais
acelerado depois de voltarem a ser repicados para meios artificiais (P. Caetano e A.C.

Moreira, comunicagdes pessoais).

Neste caso, o re-isolamento a partir de tecidos colonizados de maca também foi
realizado com outros objectivos: determinar se as estirpes transformadas eram capazes de
invadir o material vegetal e saber se as transformacdes eram estdveis sob vérias condi¢des de

crescimento.

Os resultados dos re-isolamentos a partir de tecidos de macds estdo expostos na

Tabela I1.2.

Relativamente aos isolamentos selvagens PAS e PA37, os re-isolamentos foram quase
sempre bem sucedidos (com percentagens de sucesso de 83,3 e 87,5%, respectivamente); por
vezes, foram acompanhados de contaminagdes variadas (bacterianas e flingicas); nesses casos,

as coldnias provenientes dos re-isolamentos em meio VgCa foram repicadas em meio PARPH
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para obtencdo de culturas puras dos isolamentos. Algumas vezes, os indculos de tecido
necrosado apenas apresentaram crescimento de outros microrganismos. As novas culturas dos
isolamentos nao apresentaram sinais crescimento mais rapido em relacdo as culturas originais,

antes da passagem por maga.

Tabela II.2: Re-isolamento a partir de tecido necrosado de magas.

Total de Percentagem
Passagens . Com Sem
Isolamento ~ tentativas de . . de
por macgas q crescimento | crescimento q
re-isolamento* re-isolamento
PA45 2 24 20 4 83,33%
FATSS 4 48 36 12 75%
PA37 2 24 21 3 87,50%
13C 4 48 39 9 81,25

(*) Em cada ensaio foram usadas duas macas, nas quais foram efectuados trés orificios para inoculacdo do isolamento; dois
in6culos foram retirados do tecido necrosado a volta de cada orificio, num total de 12 tentativas de re-isolamento por
isolamento em cada ensaio de passagem por maca. O re-isolamento foi efectuado em meio VgCa, suplementado com

higromicina B (250 pg/ml) nas placas usadas para as estirpes transformadas.

As estirpes FATSS e 13C também foram capazes de invadir os tecidos do fruto e o seu
re-isolamento de volta a meio selectivo com higromicina B teve sucesso, na maioria das
ocasides, indicando que o alivio da pressd@o de seleccdo por crescimento in planta nao

provocou a perda da resisténcia ao antibiotico.

Aparentemente, a quantidade e a extensdo das necroses nas macas infectadas com a
estirpe FATSS foi semelhante a dos outros isolamentos, embora a percentagem de re-
isolamento se apresentasse menor. Num ensaio suplementar (cujos resultados ndo estdao
incluidos na Tabela II.2), foram infectadas macas com as estirpes 13C e FATSS, e o re-
isolamento foi efectuado em meio sem antibiético; em todos os indculos foi possivel re-isolar
os respectivos transformantes e a sua posterior transferéncia para meio com antibidtico
também foi bem sempre bem sucedida. A menor percentagem de re-isolamento observada
para a estirpe FATSS em meio selectivo foi atribuida aos mesmos fendmenos que induziram
as falhas de crescimento discutidas no Capitulo I (silenciamento espontdneo do gene hpt ou
seleccdo de indculo rico em nudcleos ndo transformados do transformante FATSS

heterocariota).

Ap6s cada uma das passagens por cultura em maga indicadas na Tabela I1.2, um dos
re-isolamentos bem sucedidos para cada isolamento foi seleccionado, aleatoriamente, para
verificacdo da producgdo de elicitinas em MSE. A presenca de B-cinamomina nos filtrados de

cultura seguiu os padrdes apresentados na andlise presente na sec¢do 1.3.7, com producado
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abundante nos isolamentos PA45, PA37 e 13C e auséncia/diminuicao na estirpe FATSS.
Portanto, a supressdo da sintese de -cinamomina ndo foi afectada pela cultura em material

vegetal.

I1.3.1.2. Infeccao de sementes germinadas de Q. suber
11.3.1.2.1. Ensaio de infecg¢do directa

No cértex radicular das plantas hospedeiras, as hifas de P. cinnamomi podem crescer
intercelularmente, no espaco entre as células ou “intracelularmente”, abrindo caminho através
da secrecao de enzimas que degradam as paredes celulares do hospedeiro. No denominado
crescimento intracelular, o patogénio penetra na parede celular mas permanece rodeado pela
membrana celular do hospedeiro, formando hifas intracelulares nucleadas ou simples
prolongamentos, ndo nucleados, das hifas intercelulares. Independentemente de outros
mecanismos de defesa, nos locais de contacto com o patogénio as plantas reforcam as paredes
celulares, quer em interaccdes compativeis, quer em interac¢des incompativeis (revisto por
Hardam, 2001, 2005). A viruléncia do patogénio pode ser avaliada pela facilidade e rapidez

com que coloniza os tecidos, evitando possiveis respostas de defesa do hospedeiro.

Nos ensaios de infec¢do directa, foram colocadas tiras de VgCa colonizadas com
micélio de um dos isolamentos de P. cinnamomi em estudo, sobre raizes com 5 a 6 cm de

comprimento (provenientes de bolotas de Q. suber recém-germinadas).

Doze horas apds as inoculagdes foram observadas as primeiras lesdes necréticas em
raizes infectadas com os isolamentos PA45, PA37 e 13C, em zonas que tinham estado em
contacto directo com micélio; as raizes inoculadas com FATSS ndo apresentavam alterag¢des
visiveis.

A Figura I1.9 ilustra as alteragdes nas raizes perceptiveis 24 h depois das inoculagdes.
As lesdes iniciais alongaram-se, estendendo-se ao longo das raizes inoculadas com os
isolamentos selvagens e transformante 13C (Figura I1.9, A, C e D). No exemplo B da Figura
I1.9, podem observar-se as raizes infectadas com FATSS apresentando os primeiros sinais de

necrose, num grau semelhante ao observado 12 h antes nas raizes infectadas com os

isolamentos PA45, PA37 e 13C.

- 101 -



Testes de patogenicidade com mutantes de Phytophthora cinnamomi Resultados e Discussdo

Figura I1.9: Raizes infectadas pelo método directo,
24 h ap6s a inoculagio.

(A) = Inoculagdo com isolamento PA45

(B) = Inoculacdo com transformante FATSS
(C) = Inoculacdo com isolamento PA37

(D) = Inoculagdo com transformante 13C

As setas indicam as zonas de tecido necrético.

ER

© D

Trinta e seis horas apds as inoculagdes, as necroses das raizes provocadas por FATSS
estenderam-se mas os danos provocados pelos outros isolamentos nao aumentaram
significativamente de tamanho, ficando restringidos a regido nao suberizada das raizes, que

por sua vez comec¢aram também a apresentar os primeiros sinais de desidratagao.

Quarenta e oito horas depois das inoculacbes as lesdes apresentavam-se
indistinguiveis entre isolamentos, com o tecido radicular totalmente necrético; apenas o grau
de desidratacdo se mostrou mais acentuado nas raizes infectadas com os isolamentos PA45,
PA37 e 13C. As raizes usadas como controlo apenas mostraram um ligeiro escurecimento,

atribuivel a oxidag@o provocada pela sua exposic¢ao ao ar.

As pequenas porcoes de tecido necrosado excisadas das raizes e colocadas em placas
com meio VgCa (com ou sem higromicina, consoante se se tratasse de uma estirpe

transformada ou isolamento selvagem) permitiram o re-isolamento de todos os isolamentos.

No total, foram efectuados trés ensaios independentes, com trés bolotas recém-
germinadas para cada um dos isolamentos, tendo-se observado um padriao de evolucdo das
necroses idéntico ao atrds descrito. Todos os isolamentos foram considerados patogénicos
para Q. suber, pois todos tiveram capacidade de colonizar o tecido radicular. Aparentemente,
existiu um certo atraso na evolucao da infec¢do provocada pela estirpe FATSS, mas 48 h mais
tarde, a nivel macroscOpico, as lesdes apresentavam um aspecto idéntico. A nivel do

crescimento in vitro foi observado que as estirpes FATSS e 13C tinham um crescimento
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ligeiramente mais lento que os respectivos isolamentos selvagens'. A nivel deste ensaio de
desenvolvimento in planta, apenas a estirpe FATSS apresentou indicios desse crescimento
mais lento, que, contudo, ndo modificou significativamente o desfecho final da infec¢do. Este
desfecho, aparentemente igual para todos os isolamentos, deveu-se ao facto das raizes
utilizadas neste ensaio serem pequenas e da colonizacdo visivel dos tecidos radiculares ndo
avangar muito na regido suberizada da raiz. As necroses provocadas pelos isolamentos PA37,
PA45 e 13C rapidamente atingiram o limite da superficie radicular colonizavel e, pouco mais
tarde, a estirpe FATSS também atingiu igual extensdo. A utilizagdo de raizes maiores (10-
15 cm) também nao permitiria avaliar melhor uma possivel taxa de extensdo das necrose em
cm/dia, porque a dimensdo da zona colonizdvel é aproximadamente a mesma, devido ao facto
de as zonas que permitem crescimento suberizarem a medida que a raiz se alonga. No meio
natural este oomiceta instala-se preferencialmente nas raizes finas, ndo suberizadas, evitando

as raizes principais (Moreira-Marcelino, 2001).

A estirpe FATSS mostra um ligeiro atraso de crescimento in planta. Este atraso, ja
observado in vitro, ndo pode ser directamente atribuido a transformagdo com o transgene Apt,
ja que a estirpe 13C ndo mostra esse fendtipo. As explicacdes possiveis para esta observacao
sdo as mesmas que foram apresentadas para o facto da estirpe 13C crescer no meio MSE com
o antibiético higromicina B e a estirpe FATSS nao crescer nas mesmas condi¢des (apesar da
cassete de resisténcia continuar funcional). O ligeiro atraso de crescimento in planta da
estirpe FATSS pode dever-se a uma potencial alteracdo em genes importantes para o
crescimento in planta (provocada, por exemplo, pela interrup¢do desses genes por inser¢ao
aleatéria de um dos plasmideos de transformacdo no genoma) ou estar relacionada com a
inibicdo da producado de B-cinamomina. A primeira hipétese poderia resultar, por exemplo da
interrupcdo de uma cépia de um gene codificante para uma enzima responsivel pela
degradacdo da parede celular das células da raiz; a diminui¢do ou interrup¢ido da expressao
desse gene condicionaria a quantidade de enzima disponivel para permitir a invasdo dos
tecidos, provocando um atraso na progressio da mesma. A segunda hipétese poderd ser
confirmada caso se obtenham mais transformantes com a producdo de f-cinamomina inibida e

esses transformantes também apresentem um menor crescimento in planta.

Brummer et al. (2002) provaram por métodos imunocitoquimicos que o padrao de

producdo de quercinina por P. quercina durante o processo de infec¢do de raizes de Q. robur

'3 Discutido na sec¢do 1.3.8.
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acompanha o padrao de crescimento do patogénio durante os primeiros cinco dias apds a
infeccdo. Esta elicitina foi localizada a volta das hifas, no espaco apopléstico e dentro das
células invadidas do hospedeiro e os autores sugerem que as elicitinas poderdo actuar como
toxinas, de modo a enfraquecer o tecido do hospedeiro. Por outro lado, a expressiao do gene da
citricolina, durante a interaccdo de P. citricola com plantulas de Fagus sylvatica foi
quantificada por RT-PCR em tempo real (Fleischmann et al., 2005). Durante o crescimento
do patogénio nas raizes finas do hospedeiro, o gene foi induzido trés dias apds a inoculagdo,
numa altura em que € esperada a esporulacdo, tendo o pico de expressdo sido atingido ao
quinto dia. Este padrio de expressdo genética € semelhante aos padrdes de expressao
encontrados para o gene da infestina, durante a interaccdo de P. infestans e a batateira
(Kamoun et al., 1997b), e para o gene da parasiticeina, durante a interaccdo de P. parasitica
com o tomateiro (Colas et al., 2001) e aponta para um papel das elicitinas na esporulagdo e
ndo na invasdo dos tecidos. Além disso, Kamoun et al. (1998b) obtiveram estirpes de P.
infestans com aboli¢do da produgdo de infestina que ndo mostraram alteracdo de viruléncia
para com a batateira e estes autores nao relatam dificuldades de esporulacdo das estirpes com
o gene da infestina silenciado. Curiosamente, a semelhanc¢a da quercinina, a cinamomina cuja
expressao foi suprimida neste trabalho € uma B-elicitina, ao passo que a citricolina, a infestina
e a parasiticeina s@o a-elicitinas. Fica assim em aberto a hipétese destas duas classes de

elicitinas possuirem fungdes distintas.

As condig¢des usadas neste ensaio diferiram bastante daquelas que seriam encontradas
numa situacdo de infec¢do natural; foi usada uma grande quantidade de indculo inicial (que
praticamente condena a partida uma planta considerada hospedeira), numa fase do ciclo de
vida do patogénio que ndao é a responsdvel pela infec¢do primdria (hifas vegetativas
normalmente ndo invadem as raizes, mas sim esporos assexuais ou sexuais, apds a
germinacdo) num ambiente praticamente esterilizado, e portanto sem concorréncia para o
oomiceta. Foram, assim, anuladas outras possiveis desigualdades de viruléncia inerentes ao
processo de infecc@o natural, para além da rapidez de crescimento atrds mencionada. Por
consequéncia, a partir dos resultados deste ensaio ndo foi possivel afirmar categoricamente se
existiam ou ndo diferencas de patogenicidade entre os isolamentos, apenas sendo possivel
afirmar que as transformacdes nao afectaram significativamente a capacidade das hifas

provenientes de estirpes transformadas invadirem os tecidos radiculares.
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11.3.1.2.2. Ensaio de infec¢do indirecta 1

O processo de infec¢do das plantas por P. cinnamomi € normalmente iniciado por
zoosporos, células biflageladas mdveis que sdo atraidas para as raizes de um potencial
hospedeiro, guiadas através de gradientes quimicos e eléctricos. Depois de atingirem a
superficie radicular, os zodsporos orientam a sua superficie ventral na direccdo da raiz e
enquistam, num rapido processo em que perdem os flagelos, excretam compostos adesivos e
formam a parede celular. A posterior penetracdo nos tecidos envolve a formacdo de um tubo
germinativo € a producdo de enzimas que degradam as paredes celulares do hospedeiro

(revisto por Hardam, 2001, 2005).

De modo a simular o processo natural de infec¢do, foram efectuadas tentativas para a
producdo de zodsporos aplicando a metodologia descrita por Byrt e Grant (1979) para a
espécie P. cinnamomi. Contudo, a aplicagdo deste método apenas obteve sucesso nos
isolamentos selvagens PA45 e PA37, conduzindo a producdo de um elevado nimero de
zob6sporos; nas estirpes transformadas FATSS e 13C nado foi possivel observar uma

zoosporogénese abundante'®.

Dado que o desenvolvimento de esporangios é estimulado pela reducido dos nutrientes
disponiveis e os zodsporos sdo atraidos por substincias que fazem parte dos exsudados das
raizes, foi testado um método de infecc¢do indirecto, que visava a produgdo de zodsporos e a
infeccdo de raizes de Q. suber no mesmo ensaio. Esperava-se que os poucos zodsporos
produzidos pelos transformantes'® fossem atraidos pelas raizes e que nelas estabelecessem

uma infeccao.

Trinta e seis horas ap6s o inicio do processo de infecc@o, foram observadas necroses
em cerca de metade das raizes tratadas com PA45 e PA37 (em 8 raizes tratadas para cada
isolamento, 5 apresentavam sinais de necroses provocadas por PA45 e 3 provocadas por
PA37). Ao mesmo tempo, foi também observada a infec¢do de uma das raizes tratadas com a
estirpe 13C, enquanto que as raizes FATSS se apresentam semelhantes ao controlo. As

Figuras I1.10 e II.11 mostram o aspecto de algumas das raizes nessa altura do ensaio.

' Discutido na sec¢do 1.3.8.
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Figura I1.10: Raizes infectadas
pelo método indirecto, 36 h apds
o inicio do processo.

(A) = Tratamento com PA45
(B) = Tratamento com FATSS

As setas indicam as zonas de
tecido necrético.

Figura II.11: Raizes infectadas pelo
método indirecto, 36 h apds o inicio
do processo.

(A) = Tratamento com PA37
(B) = Tratamento com 13C

As setas indicam as zonas de tecido
necrotico.

B

Sessenta horas apds o inicio do processo de infec¢do, todas as raizes infectadas pelos
isolamentos selvagens, bem como trés raizes infectadas pela estirpe 13C, apresentavam lesdes
necrdticas; as raizes submetidas ao tratamento com FATSS ndo se apresentaram diferentes

dos controlos até 7 dias depois do inicio do processo.

Foi possivel efectuar re-isolamentos de PA45, PA37 e 13C a partir do tecido radicular

necrosado, confirmando que estes patogénios invadiram o hospedeiro.

Nos processos de induc¢do de formacdo de esporangios e libertacdo de zodsporos
realizados in vitro pelo método de Byrt e Grant, ja tinham sido observadas dificuldades na
esporulacdo das estirpes transformadas. Este ensaio confirmou, duma forma indirecta, esses
resultados. Como seria de esperar para uma esporulacdo eficiente, todas as raizes tratadas com
os isolamentos selvagens apresentaram infec¢ao; também, como era previsto, a esporulagao

deficiente na estirpe 13C resultou num menor nimero de raizes infectadas. Contudo, a total
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auséncia de infeccdes nas raizes tratadas com a estirpe FATSS foi surpreendente, ja que,
apesar de serem em menor nimero, alguns zodsporos estavam presentes nos ensaios in vitro.
Dadas estas observacdes, € ndo sendo possivel confirmar se tinha havido ou ndo alguma
zoosporogénese em FATSS, coloca-se a hipotese desta metodologia ndo estimular, de todo, a

ja de si fraca esporulacao na estirpe FATSS.

11.3.1.2.3. Ensaio de infeccao indirecta 2

Uma vez que os ensaios de zoosporogénese apresentaram problemas nas estirpes
transformadas, levando a formag¢ao de um reduzido nimero de esporangios visiveis por placa,
nao foi possivel recolher os poucos zodsporos formados e infectar directamente as raizes. Por
outro lado, o ensaio de infecc¢do indirecta atrds mencionado pareceu ndo ter sido adequado
para estimular a, j4 de si, fraca esporulacio da estirpe FATSS. Assim, foi decidido submergir
as raizes no conteiido integral do volume de solucio SSM usada durante a inducido da
libertacdo dos zodsporos, na expectativa de, apesar do seu reduzido nimero, 0os zodsporos

presentes infectarem as raizes.

Em trés ensaios de zoosporogénese com niveis normais de esporulacdo para os
isolamentos selvagens PA45 e PA37 e esporulagdo reduzida nos transformados 13C e FATSS,
foram incubadas raizes com 10 a 15 cm (duas por estirpe e por ensaio) na suspensio de

Z0OSporos.

Doze horas mais tarde, todas as raizes tratadas com as suspensdes de zodsporos de
PA45 e de PA37 apresentaram sinais de necrose. As raizes incubadas com as suspensodes de

FATSS, de 13C e com a solucdo controlo SSM apresentavam-se sem modificacoes.

As raizes FATSS e as raizes controlo permaneceram sem alteracdes até cinco dias
apos o inicio das experiéncias; as lesdes provocadas pelos isolamentos selvagens aumentaram,
atingindo 2 a 3 cm acima dos dpices radiculares; em duas das seis raizes tratadas com
suspensdo de zodsporos 13C, também apareceram necroses (numa das raizes, no primeiro
ensaio, 24 horas depois do inicio da incubag¢do e numa raiz do terceiro ensaio, 36 horas apos o

inicio do tratamento).

Destes ensaios concluiu-se que o menor nimero de raizes infectadas pela estirpe 13C,
comparativamente ao de raizes infectadas pelos isolamentos selvagens, estava relacionado

com a abundancia de zo6sporos. Contudo, apds ter sido foi confirmada a presencga de alguns
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zoo6sporos nas placas de inducdo da estirpe FATSS, estes nao provocaram qualquer infeccao
nas raizes. Aparentemente existiam diferengas entre os (poucos) zodsporos da estirpe 13C e
os da estirpe FATSS. Esta diferenca foi confirmada pelos resultados do ensaio que a seguir se

descreve.

Apés os ensaios acima descritos, passou a omitir-se a higromicina B na propagacao
das culturas a usar nos ensaios de zoosporogénese das estirpes transformadas. Nestas novas
condi¢des, surgiram, em duas ocasides, niveis de esporulacio em FATSS, que se
apresentavam semelhantes aos do respectivo isolamento selvagem. Numa dessas situacoes,

ainda estavam disponiveis sementes germinadas' .

As sementes germinadas foram incubadas com as suspensdes de zodsporos. Contudo,

nao foram observadas necroses provocadas por FATSS (Figura I1.12).

A observacio realizada ao microscépio durante a fase de libertacdo dos zodsporos nas
placas de inducdo mostrou que FATSS produziu zodsporos aparentemente semelhantes aos
observados nas placas PA45; contudo, nao apareceram infec¢des nas raizes tratadas com os
zo6sporos FATSS. Estes resultados indicam que existem diferengas entre os zodsporos dos
dois isolamentos, ja que a capacidade de infec¢do das raizes € diferente. Essas diferencas
podem situar-se, quer a nivel do reconhecimento do potencial hospedeiro, quer a nivel da
capacidade de infectar os tecidos, e poderdo ser atribuidas ou a alteracdes em genes
importantes para o reconhecimento e/ou inicio da infec¢do (provocadas, por exemplo, pela
interrupcdo desses genes por inser¢do aleatéria de um dos plasmideos de transformacdo no

genoma) ou estarem relacionadas com a deficiéncia na produ¢do de f-cinamomina.

Da primeira hip6tese poderia resultar uma falha no reconhecimento da presenca de um
hospedeiro, provocada, por exemplo, pela interrup¢do do gene codificante dos receptores
responsaveis pela taxias (quimica e eléctrica) que guiam os zodsporos até as raizes ou nos
genes que controlam a secre¢do das substancias adesivas, que seguram 0S ZOOSporos a
superficie da raiz que pretendem infectar. Uma redugdo da velocidade de colonizacdo dos
tecidos ja foi atrds referida. Essa reduc@o podera ter sido levada ao extremo nos zoOsporos,

impedindo-os de progredir logo numa fase precoce da infeccao.

17 As rafzes usadas nestes ensaios so obtidas a partir de bolotas recém-germinadas e que s@o colhidas por volta do més de
Outubro e germinadas nas semanas seguintes. As bolotas podem ser armazenadas mas a taxa de germinag@o diminui muito
rapidamente até chegar a valores nulos, depois de um a dois meses de armazenamento. Estes factores condicionaram as
oportunidades para a realiza¢do de experiéncias com bolotas germinadas.
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Figura II.12: Raizes antes (A) e depois (D) de imersas em suspensdo de zodsporos. Raizes 1 e 2 incubadas com
suspensdo de zodsporos do isolamento selvagem PA45; raizes 3 e 4 incubadas com suspensdo de zodsporos da
estirpe FATSS num ensaio cuja zoosporogénese aparentou ser semelhante ao respectivo isolamento selvagem.
As setas negras assinalam as necroses.

S6 a obtencdo de mais transformantes com a producdo de B-cinamomina inibida,
conjugada a constatacdo de que os zodsporos desses transformantes também apresentam
dificuldades para iniciar a infeccdo, poderd confirmar um papel para a auséncia da [-
cinamomina nesta defici€ncia. O silenciamento da produgdo da a-elicitina em P. infestans nao
teve qualquer efeito na capacidade de infec¢do de batateira por zodsporos nem do posterior
desenvolvimento das hifas desta espécie no tecido infectado (Kamoun et al. 1998b), mas,
possivelmente, o silenciamento da B-elicitina em P. cinnamomi acarretou consequéncias para

a interac¢do dos zodsporos com raizes de Q. suber, impedindo o normal desenrolar da

infeccdo. Brummer et al. (2002) provaram, por meios imunocitoquimicos, que o padrdo de
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producdo de B-quercinina durante o processo de infeccdo de raizes de Q. robur acompanha o
padrao de crescimento do patogénio. Estes autores infectaram as raizes com zodsporos e
provavelmente, nido detectaram a elicitina logo nas primeiras horas de infec¢do da mesma
forma que ndo detectaram a biomassa do patogénio. Além disso, os estudos de expressao
genética de elicitinas, que apontam para a sua sub-expressdo durante a primeira fase de
infecc¢do, s6 foram realizados com a-elicitinas em espécies ndo produtoras de B-elicitinas (P.
infestans, P. parasitica, P. citricola) (Kamoun et al., 1997b; Huitema et al., 2005; Colas et
al., 2001; Fleischmann et al., 2005).

I1.3.1.3. Infeccao de folhas jovens de Q. suber

As folhas jovens de Q. suber, bem como folhas jovens de outras plantas hospedeiras
de P. cinnamomi, sdo vulgarmente utilizadas como “armadilha” no isolamento deste
oomiceta. Suspensdes de solo e/ou raizes sao incubadas com as folhinhas e os propagulos do
patogénio, presentes no solo ou nas raizes, sdo atraidos pelo tecido vegetal, colonizando-o e
induzindo a formacgdo de necroses. As zonas necréticas das folhas sdo depois transferidas para
placas com meio de cultura apropriado para o isolamento de culturas puras. Contudo, este
processo nao € simples, pois as folhas podem apresentar necroses que nao sao devidas
exclusivamente, ao oomiceta que se pretende isolar mas, também, a presenca de outros
agentes patogénicos presentes nas amostras de solo/raizes e mesmo nas folhas antes da
incubacgdo, pois ndo € possivel esterilizd-las ou mesmo desinfesta-las, superficialmente, sem
comprometer a sua eficicia como “armadilha”. Este método de isolamento ndo garante a
deteccdo do oomiceta em todas as amostras positivas, mas € considerado uma técnica util para
a concentracdo de propagulos dispersos em amostras cujo volume as tornaria dificil de

analisar de outra forma (Moreira-Marcelino, 2001).

Nos testes descritos na sec¢do 11.2.1.3, efectuados com PA45 e PA37 foi possivel
efectuar re-isolamentos a partir de fragmentos de folhas que apresentavam necroses

semelhantes as ilustradas na Figura I1.13.

Figura I1.13: Aspecto das necroses presentes nas folhas -
usadas como armadilha.
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A transferéncia de tecido vegetal necrético dos ensaios onde foram aplicados as
estirpes transformadas FATSS e 13C para meio selectivo ndo possibilitou re-isolamentos bem
sucedidos (mesmo quando no meio de re-isolamento nao foi colocada higromicina B). Estes
re-isolamentos falhados poderdo dever-se as, ja atrds discutidas, dificuldades de esporulagcdo
destas estirpes, com a agravante de existirem outros microrganismos concorrentes para a

colonizagao das folhas.

I1.3.1.4. Infeccao de plantas de Q. suber

Os testes de patogenicidade efectuados em plantas de sobreiro com 12-18 meses (12
plantas por isolamento) revelaram que existem diferencas de viruléncia entre os isolamentos

selvagens e as estirpes transformadas.

Apo6s o final da experiéncia (trés meses apds a infeccdo), as plantas foram removidas
dos vasos e os seus sistemas radiculares, bem como as partes aéreas, foram examinados
visualmente para a atribuicdo de um grau de severidade dos sintomas na escala de 0-4
proposta por Sanchez et al. (2002). A Figura II.14 mostra plantas infectadas por cada um dos

isolamentos em estudo, representativas do aspecto global dos grupos onde se inseriam.

Figura II.14: Aspecto global de plantas de Q. suber no final dos testes de patogenicidade.

(A) = Planta testemunha; (B) = Planta infectada com o isolamento selvagem PA45;
(C) = Planta infectada com transformante FATSS; (D) = Planta infectada com o isolamento selvagem PA37;
(E) = Planta infectada com o transformante 13C.
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Numa observacao superficial das plantas foram realcadas imediatamente as diferengas
entre as plantas testemunha e as plantas infectadas com as estirpes transformadas e selvagens,
quer na aparéncia da parte aérea, quer na parte subterrinea. As plantas infectadas pelas
estirpes transformadas ndo pareciam muito diferentes das testemunhas, principalmente nos
sintomas apresentados pela parte aérea. Contudo, a andlise pormenorizada que se seguiu
revelou que o sistema radicular das plantas infectadas com as estirpes 13C e FATSS, apesar
de ainda apresentar bastantes raizes finas, estas mostravam numerosas necroses. Na Tabela 2
do Anexo 4 estdo discriminadas as classificacOes individuais atribuidas a cada planta do
ensaio de patogenicidade e a Figura II.15 mostra o grafico que resume a quantificacdo da
avaliacdo do grau de severidade médio dos sintomas dos grupos de plantas infectadas com

diferentes isolamentos.
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Figura II.15: Grau médio de severidade dos sintomas da parte aérea e do sistema radicular de
plantas de Q. suber infectadas com diferentes isolamentos de P. cinnamomi selvagens (PA45 e
PA37) e estirpes transformantes (FATSS e 13C).

Apo6s a avaliagdo das plantas, foram retiradas amostras de raizes para re-isolamento

dos patogénios usados na inoculacdo das plantas.

Das plantas infectadas com 13C e FATSS obtiveram-se culturas de P. cinnamomi com
a caracteristica capacidade de crescimento em meio com higromicina B, tipica das estirpes

transformadas; das plantas infectadas com PA45 e PA37 resultaram culturas com
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caracteristicas selvagens, incapazes de se desenvolverem na presenca do antibidtico de

selec¢do da transformacgao.

Surpreendentemente, foi possivel re-isolar P. cinnamomi a partir de raizes de duas
plantas testemunha (plantas 1 e 4 na Tabela 2, Anexo 4). Esta contaminagdo foi atribuida a
uma de duas causas possiveis: ou ocorreram contaminacdes das testemunhas durante o
decorrer do ensaio na estufa, através da dgua dos tabuleiros usados no encharcamento das
plantas ou as plantas ja vinham infectadas do viveiro; uma contaminacdo durante a fase de
inoculacdo foi excluida porque as plantas testemunhas foram as primeiras a ser processadas na
montagem do ensaio, num ambiente que ainda ndo tinha sido exposto a presenca dos
patogénios a testar, precisamente para evitar este tipo de problema. A contaminagdo através
de misturas de 4guas de encharcamento pareceu pouco provdvel, pois, apesar das plantas 1 e 4
se encontrarem no mesmo tabuleiro foram as unicas desse recipiente das quais foi possivel re-
isolar o patogénio. Além disso, uma possivel inoculacdo por contaminacdo das &dguas
representaria uma quantidade minima de propédgulos, que dificilmente provocariam os danos
observados nas raizes das plantas contaminadas durante o tempo do ensaio (as raizes
inoculadas com os isolamentos selvagens foram expostas a uma quantidade de propdgulos
muito elevada e o grau de severidade dos sintomas radiculares foi semelhante aos das plantas
testemunha contaminadas). Por outro lado, ndo € de estranhar encontrar podridao nas raizes de
plantas que estdo expostas ao stress provocado por encharcamentos periddicos. A distingdo
que se faz entre a podridao provocada pelo stress do encharcamento - ou pela ac¢ao de outros
fitopatogénios radiculares eventualmente presentes - € a podridao provocada pelo oomioceta
reside no facto deste patogénio colonizar preferencialmente tecido saudavel (Morris e Gow,
1993); por isso, quando foi detectado o oomiceta, as necroses observadas foram-lhe
atribuidas. A podriddo provocada pelo alagamento poderd ter uma quota-parte de
responsabilidade no grau atribuido para a severidade dos sintomas radiculares; contudo, uma
vez que foi uma condi¢do a qual todas as plantas estiveram sujeitas, as diferencas observadas
entre grupos de plantas infectadas com diferentes isolamentos foram atribuidas a capacidades

de viruléncia distintas.

Dada a hipétese de existirem mais plantas pré-contaminadas por P. cinnamomi que
ndo foram detectadas pelos re-isolamentos, foi analisada a varia¢do da sintomatologia dentro
de um mesmo grupo, pois seria de esperar que essas plantas apresentassem um grau de
gravidade da doenga muito superior a média do grupo, ja que teriam sido alvo de uma dupla

infec¢do (uma no viveiro, outra na montagem do ensaio de patogenicidade). Como as plantas
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utilizadas possuem uma diversidade genética desconhecida, a variagdo da sintomatologia
dentro dos grupos de plantas também foi pesquisada no sentido de detectar alguma
discrepancia que se pudesse atribuir a uma potencial diferenca de tolerancia/susceptibilidade
de determinada planta. Pretendeu-se, assim, homogeneizar os resultados obtidos dentro de um
dado grupo, excluindo plantas que pudessem apresentar graus muito diferentes da média de
severidade dos sintomas dos outros membros do grupo, provocados por infec¢des prévias e/ou
resisténcia/susceptibilidade diferencial. Para tal, os valores individuais dos graus de
severidade obtidos para o sistema radicular de cada grupo foram submetidos ao Teste de
Grubbs, que permite identificar os chamados outliers, (valores muito diferentes dos outros).
Estes célculos foram efectuados recorrendo ao aplicativo informdtico disponivel em

http://www.graphpad.com/quickcalcs/GrubbsHowTo.cfm O resultado desses testes esta

exposto no Anexo 4, ndo tendo sido identificados verdadeiros outliers. Contudo, foram
detectados valores de graus de severidade que se afastaram da média calculada com os

restantes valores.

Tal como seria de esperar, dentro do grupo das testemunhas, as plantas 1 e 4,
contaminadas, apresentaram os valores mais afastados do grupo. Foram excluidas da anélise

dos testes de patogenicidade.

Seguidamente, foi excluida de cada grupo a planta cujo valor do grau de severidade
era mais distante da média dos outros dentro do mesmo grupo. Assim, no grupo PA45 foi
eliminada a planta 10 (com valor distante, abaixo da média do grupo), no grupo FATSS foi
rejeitada a planta 2 (com valor distante, acima da média do grupo) e no grupo 13C foi
descartada a planta 6 (abaixo da média do grupo). No grupo PA37, duas plantas (1 e 12)
mostraram-se, igualmente, afastadas (abaixo da média do grupo): foi entdo realizado o Teste
de Grubb aos sintomas da parte aérea deste grupo, que apontou a planta 12 como a que

apresentava valores mais afastados.

Apo6s a exclusdo das potenciais plantas problematicas, foi efectuada uma andlise de
variancia e os graus de severidade dos sintomas obtidos para cada planta foram comparados
por grupos relacionados com o tipo de isolamento usado na infeccdo, mediante o teste de
comparac¢do de médias LSD (Minima Diferenca Significativa) de Fisher, para p < 0,05 (Steel
e Torrie, 1985) com o auxilio do programa informdtico estatistico "SPSS 14,0" para

Windows. Os resultados desta anélise figuram no Anexo 4.

114 -



Testes de patogenicidade com mutantes de Phytophthora cinnamomi

Resultados e Discussio

A Tabela II.3 resume em que casos foram significativas as diferencas no grau de

severidade dos sintomas observadas no gréafico da Figura II.15.

Tabela I1.3: Existéncia de diferencas significativas entre a patogenicidade dos isolamentos.

Grupo 1 Grupo 2 Comparacio entre grupos Comparacio entre grupos
(Isolamento aplicado | (Isolamento aplicado Sintomas radiculares Sintomas da parte aérea
na infec¢io do grupo) | na infeccdo do grupo) | (diferencas significativas) (diferencas significativas)

PA45 Sim Sim
Testemunhas FATSS Nio Nao
(Nao infectadas) PA37 Sim Sim
13C Sim Niao
FATSS Sim Sim
PA45 PA37 Nao Nao
13C Sim Sim
PA37 Sim Sim

FATSS .
13C Sim Nio
PA37 13C Sim Sim

Com base nos dados do grifico da Figura I1.15 e da Tabela 11.3, relativamente ao grau
de sintomatologia apresentado pelos sistemas radiculares, conclui-se que existem diferengas
de viruléncia entre os isolamentos em estudo e que estes podem ser agrupados segundo a sua

patogenicidade diferencial para plantas de Q. suber:
¢ Grupo I (isolamentos muito virulentos): PA37 e PA45;
e  Grupo II (estirpe virulenta): 13C;
e  Grupo III (estirpe pouco virulenta): FATSS.
Os sintomas das copas dividem os isolamentos em dois grupos:
¢ Grupo I (isolamentos muito virulentos): PA37 e PA45;
e  Grupo III (estirpes pouco virulentas): 13C e FATSS.

Contudo, esta divisdo € apenas aparente, porque os danos na parte aérea nao

reflectiram directamente o mau estado do sistema radicular no caso da estirpe 13C.

Os propégulos usados nesta experiéncia foram essencialmente clamiddsporos, pois o
micélio envelhecido tem pouca viabilidade. Apds a inoculagdo, os clamiddsporos em contacto

directo com as raizes terdo germinado e infectado directamente as plantas hospedeiras. Outros
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clamidésporos, sem hospedeiros préximos, terdo, nas condigdes de encharcamento em que
decorreu a experiéncia, dado origem a esporangios com a consequente libertacdo de
zoosporos, sendo estes que infectaram as raizes. Ao microscopio Optico, todos os isolamentos
apresentavam formacdo de clamidésporos e, embora ndo tenham sido efectuadas contagens, o

seu nimero aparentou ser semelhante.

Se se considerar a média do grau de sintomatologia apresentado pelos sistemas
radiculares infectados com isolamentos selvagens (grau 3,1) como capacidade maxima de
infeccdo (100%) verifica-se que houve uma reducdo dessa capacidade de infeccdo para as

estirpes transformadas: 22,9% para a capacidade de infeccdo por 13C e 53,2% para o FATSS.

Serd tentador associar imediatamente as diferencas de viruléncia observadas nas
estirpes transformadas a diminui¢do das suas taxas de crescimento in vitro. Contudo, esta
ligac@o ndo pode ser efectuada de um modo simples e directo. Enquanto que na estirpe 13C a
reducdo da taxa de crescimento in vitro em meio sem antibidtico (18,3%) &,
aproximadamente, similar a diminuicao da patogenicidade (22,9%), no caso da estirpe FATSS
a redugdo da taxa de crescimento in vitro em meio sem antibiético (16,9%) € bastante menor
que a diminui¢do da patogenicidade (53,2%). McCarren (2006) obteve transformantes de P.
cinnamomi com expressao da GFP e observou que, em testes de patogenicidade realizados em
raizes esterilizadas de tremoceiro, o transformante com maior reducdo da taxa de crescimento
in vitro apresentou um maior grau de patogenicidade que o transformante com menor

diminui¢do de crescimento in vitro. A alteracdo de viruléncia observada nas estirpes

transformadas obtidas no presente trabalho terd, assim, origem noutras causas.

A diminui¢do do grau de severidade dos sintomas provocados pela estirpe 13C face
aos isolamentos selvagens € atribuivel a dificuldade de esporulacdo (provocada pela expressao
da cassete de resisténcia); a capacidade de infectar novos tecidos terd ficado limitada e as
raizes afectadas terdo sido colonizadas, na sua grande maioria, através da germinagdo directa
dos clamidésporos. Além disso, nesta experiéncia, no ambiente em que foram colocados os
isolamentos existem outros microrganismos cuja ac¢do terd sido maléfica, diminuindo a
sobrevivéncia das varias formas dos oomicetas (clamiddsporos, hifas ou zodsporos), quer no
solo, quer nos proprios tecidos infectados. A capacidade de sobrevivéncia no solo também
podera ter sido reduzida na estirpe transformada 13C, quando comparada com a sobrevivéncia

dos isolamentos selvagens.
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Relativamente a diminuicdo do grau de severidade dos sintomas provocados pela
estirpe FATSS, também podera afirmar-se que dificuldades de esporulagdo originadas pela
expressdo da cassete de resisténcia terdo dado a sua contribui¢cao. Contudo, a diminuicdo de
viruléncia foi muito mais acentuada na estirpe FATSS do que na estirpe 13C e varios factores

poderio ter originado esta desigualdade, a saber:

- a esporulagdo em 13C terd ocorrido em nimeros baixos mas terd dado origem a
propdgulos vidveis, ao passo que a esporulagdo em FATSS além de reduzida, terd dado

origem a propagulos incapazes de infectar as raizes;

- um menor desenvolvimento das hifas da estirpe FATSS durante o crescimento in

planta terd provocado menos lesdes nas raizes;

- a capacidade de sobrevivéncia em ambiente natural também podera ter sido reduzida

mais acentuadamente na estirpe FATSS.

Os testes de patogenicidade com mutantes de P. cinnamomi, que constituiam o
segundo objectivo deste trabalho, permitiram a constatacdo de diferengas na viruléncia entre
os isolamentos selvagens e estirpes transformadas geneticamente e diferencas de viruléncia
entre o transformante simples (transformado geneticamente com a cassete de resisténcia a
higromicina B) e o co-transformante (transformado com a cassete de resisténcia a higromicina

B e com supressao da produgdo de B-cinamomina).

O peso que o silenciamento da B-elicitina teve nas diferencas verificadas entre as
estirpes FATSS e 13C s6 poderd ser definitivamente esclarecido com a obtencdo de outros
transformantes com o mesmo comportamento, ji que as diferencas entre estas estirpes
transformadas poderdo eventualmente ter sido provocadas por interrup¢des de zonas
codificantes importantes, por insercdo aleatéria dos vectores de transformagdo no genoma
hospedeiro, € que terdo ocorrido em locais diferentes do genoma em cada um dos

transformantes.

No entanto, apesar das conclusdes relativamente ao papel das elicitinas na viruléncia
nio serem totalmente esclarecedoras, estes isolamentos, selvagens e transformados,
forneceram material para o estabelecimento de padrdes de expressdo genética em que, para
além das diferencas provocadas pela diferente expressdo dos genes das elicitinas, também
puderam ser procuradas diferencas de expressdo de genes associadas a uma diminui¢do de

viruléncia.
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I11.1. INTRODUCAO

Apesar de ser ha muito reconhecido que Phytophthora spp constituem uma grande
ameaca para as plantas, s6 muito recentemente € que os conhecimentos a nivel genético dos
elementos deste género comecaram efectivamente a avangar. O isolamento de genes foi,
inicialmente, efectuado recorrendo a técnicas de hibridacdo em bancos gendmicos, que
implicavam o conhecimento sequéncias totais ou parciais de genes hemodlogos doutros
organismos (por exemplo: Dudler, 1990) ou das proteinas expressas por esses genes (Kamoun
et al., 1993b, por exemplo). Também se mostrou que a sequencia¢do mais ou menos aleatdria
dos genes isolados dos clones provenientes desses bancos gendmicos por hibridagcdo
diferencial com sondas sintetizadas a partir de bancos de cDNA, era um método eficaz para
descobrir novos genes em Phytophthora (por exemplo: Pieterse et al., 1993). Ainda que estas
abordagens tenham fornecido bons resultados, a quantidade de informagao por elas gerada foi
insuficiente para compreender totalmente a biologia destes patogénios. Actualmente, a

informacdo genética estd a aumentar significativamente: foram sequenciados os genomas de

P. ramorum e P. sojae (disponiveis em http://www.jgi.doe.gov) e estd em curso a

sequenciagdo dos genomas de P. infestans e P. capsici (Gajendran et al., 2006).
Paralelamente, também foram e ainda estdo a ser desenvolvidos projectos de sequenciagcao
sistematica de bancos de cDNA (ESTs) (Kamoun et al., 1999a; Qutob et al., 2000; Panabieres
et al., 2005; Randall er al., 2005, entre outros). O genoma mitocondrial de P. infestans foi ja
sequenciado (Paquin et al., 1997, Avila-Adame er al., 2006) e, para facilitar os estudos de
mapeamento, foram constituidos bancos gendémicos em cromossomas artificiais bacterianos
(BACs, Bacterial Artificial Chromossomes) para P. infestans (Randall e Judelson, 1999;
Whisson et al., 2001) e P. nicotianae (Shan e Hardham, 2004).

As enormes quantidades de informacdo sobre sequéncias gendmicas, hoje em dia
disponiveis nas bases de dados, necessitam de instrumentos de andlise e anotagcdo apropriados,
baseados nas estruturas tipicas dos genes do organismo em estudo. Assim, também foram
efectuados estudos para ajudar a definir essa estrutura no género Phytophthora (Win et al.,
2006) e revelar dados que permitam reconhecer sequéncias consenso associadas a
determinadas caracteristicas e que podem depois ser pesquisadas sistematicamente nas bases

de dados, através de software adequado (Torto et al., 2003).

Contudo, a informacdo gendmica ndo € suficiente. O comportamento celular no que

diz respeito a sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo reflecte-se em padroes de expressao
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genética distintos e a capacidade de quantificar os niveis de transcri¢do de genes especificos

foi e serd sempre uma questao central nas pesquisas das fungdes genéticas.

ITI.1.1. Obtencao de perfis de expressao genética em Phytophthora spp

As viarias fases do ciclo de vida de Phytophthora spp tém sido estudadas
essencialmente a nivel citolégico (Hardham, 2001). A diferenciacdo ocorrida aquando de cada
uma destas fases requer a expressao especifica de muitos genes. Como o sucesso do processo
infeccioso depende do desenvolvimento dos vérios estados fisioldgicos do patogénio, a
descoberta dos processos moleculares que regulam o ciclo de vida de Phytophthora spp é
importante para identificar os determinantes da patogenicidade e a partir dai desenvolver
estratégias de controlo adequadas. Neste sentido, vdrias pesquisas foram efectuadas para
estabelecer perfis de expressdo genética associados as vdrias fases do ciclo de vida destes

organismos, quer em culturas in vitro, quer durante a infeccdo de tecidos vegetais.

Uma operacdo em grande escala de descoberta de genes foi empreendida em P.
infestans. Este estudo iniciou-se com uma avaliacdo prévia da diversidade da expressao
genética, através da sequenciagdo aleatdria de clones de um banco de cDNA gerado a partir
de RNA extraido de micélio (Kamoun et al., 1999a). Mil ESTs foram criadas
(correspondentes a 760 sequéncias unicas) e a 419 foi possivel atribuir uma identidade celular
com fungdo atribuida (através de comparacdo com sequéncias ja conhecidas colocadas nas
bases de dados publicas). Randall et al. (2005) ampliaram esta investigagdo com um grupo de
75.757 ESTs obtidas a partir de 20 bancos de cDNA representantes de um largo espectro de
condi¢des de crescimento, respostas a stresses e fases do ciclo de vida, incluindo interac¢des
de P. infestans/batateira e P. infestans/tomateiro. 18.256 ESTs representantes de sequéncias
Unicas foram caracterizadas em relacdo a potenciais fung¢des (Figura III.1) e foram obtidos
perfis especificos associados a cada uma das condicdes de crescimento/fases do ciclo de vida.
Verificaram-se grandes diferengas entre os padrdes de expressdo de micélio vegetativo e as
fases associadas a esporulagdo, bem como afinidades entre algumas condi¢des de
crescimento. Foi revelada a conservacao de alguns elementos associados a patogenicidade nos
fungos verdadeiros e a presenga de alguns genes inesperados em oomicetas, como os das
quitina-sintetases. Os dados obtidos foram depositados na Base de Dados de Gendmica

Funcional de Phytophthora (PFGD, Phytophthora Functional Genomics Database;

http://www.pfgd.org) (Gajendran et al., 2006), de acesso livre ao publico.
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Figura IIL.1: Classificacdo funcional dos genes em P. infestans (figura adaptada de Randall et al., 2005).

Trés bancos de cDNA foram construidos para P. sojae, a partir de zoésporos, micélio
vegetativo e plantas de soja infectadas (Qutob et al., 2000). 3.035 ESTs foram geradas e 2.189
corresponderam a sequéncias Unicas que permitiram a obten¢do de perfis bem distintos para
cada uma das situacOes estudadas. As sequéncias, bem como as anotagdes referentes a

putativas funcdes foram depositadas na PFGD.

Panabieres et al. (2005) produziram 3.568 ESTs a partir de um banco de cDNA
construido usando mRNA extraido de micélio de P. parasitica cultivado em meio sintético.
Foi possivel realizar uma categorizacdo funcional correspondente a 65,45% dessas ESTs,
muitas das quais codificantes para proteinas envolvidas em vias metabdlicas comuns. As
sequéncias mais relevantes corresponderam a elementos da familia das elicitinas (uns ja
conhecidos, outros revelados neste estudo) e a enzimas envolvidas no metabolismo dos
lipidos. Varios genes potencialmente envolvidos na patogenicidade também foram

identificados.

Uma das estratégias mais usadas para procurar genes especificamente expressos numa
dada situagdo € a hibridacdo subtractiva supressiva (SSH, Supression Subtractive
Hybridization) (Diatchenko et al., 1996). Este método foi usado para identificar os genes
expressos por P. infestans durante a interac¢do com a batateira (Beyer, ef al., 2002) e durante

o desenvolvimento sexual in vitro (Fabritius et al., 2002). A SSH foi usada, também, para
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identificar genes preferencialmente expressos em quistos germinados com desenvolvimento

de apressorios (Greenville-Brigs et al., 2005).

Macroarrays foram desenvolvidos para averiguar os genes exXpressos em esporangios
e ndo em hifas vegetativas de P. infestans (Kim et al., 2003) e genes expressos durante a

zoosporogénese e ndo em esporangios (Tani et al., 2004).

Foram preparados bancos de cDNA de zodsporos (Skalamera et al., 2004) e de quistos
germinados (Shan et al., 2004) de P. nicotianae que foram sondados por hibridagdao

diferencial e sequenciados para identificar os genes preferencialmente expressos nessas fases.

Foram estabelecidos perfis moleculares de cDNA em P. infestans, pela técnica de
cDNA-AFLP (Complementary DNA-Amplified Fragment Lenght Polymorphism; Bachem et
al., 1996; Money et al., 1996), antes e durante as primeiras fases de infeccdo em batateira
(Avrova et al., 2003), em micélio e esporingios de uma estirpe transformada com
silenciamento de uma proteina envolvida em processos de sinalizagdao (Dong et al., 2004) e na

identificacdo de marcadores de aviruléncia (Guo et al., 2006).

A andlise proteémica também ja foi usada P SR R L - -
para caracterizar perfis tipicos em Phytophthora. - -
Foram estudadas as proteinas das membranas de e
zodsporos e quistos em P. nicotianae (Mitchell et - 300
al., 2002), as fases do desenvolvimento assexual 201
(micélio, esporangios, zoOsporos, quistos € quistos - 144
germinados) em P. palmivora (Shepard et al., 2003) oo
e P. infestans (Greenville-Brigs et al., 2005) e |
quistos, quistos germinados e apressorios em P. } 300
infestans (Greenville-Brigs et al., 2005; Ebstrup et I 201
al., 2005). L 144

67.0
43.0
Figura IIL.2: Géis de electroforese a duas dimensdes, contendo 300

proteinas de micélio, zodsporos e quistos germinados com
apressorios. As bandas consideradas mais relevantes foram
excisadas e analisadas. (Figura adaptada de Greenville-Brigs et al.,
2005).
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I11.1.2. Quantificacdo da expressao genética em Phytophthora spp

A obtengdo de perfis genéticos ou estudos individuais de genes baseados,
simplesmente, na presenca ou auséncia desses genes em determinadas condi¢des, nem sempre
fornecem a totalidade da informagdo necessdria para ajudar a compreender a funcdo desses
genes: o seu nivel de expressdao também possui um significado biolégico importante. Muitas
vezes, a obtencdo de perfis de expressdo completos com o objectivo de revelar toda a
variedade de genes presentes implica passos de enriquecimento para que as sequéncias menos
abundantes ndo passem despercebidas, viciando qualquer tentativa de quantificagdo. O
inverso também se aplica, ou seja, perfis genéticos quantitativos tém muitas vezes tendéncia a

subestimar a variedade genética real.

Virias metodologias, entre as diversas existentes, foram ja usadas para a quantificagao
da expressdo genética em Phytophthora. Tradicionalmente, a mais utilizada foi a fixacao de
RNA, ou de cDNA dele directamente derivado, a membranas que sdo depois exploradas por
hibridacdo com sondas marcadas especificas do gene cujo nivel de expressdo se pretende

avaliar (northern blotting). Posteriormente, a intensidade das “bandas” de hibridagdo
presentes nas membranas € quantificada visualmente ou, de uma forma mais rigorosa, com o
auxilio de equipamento adequado (Beyer et al., 2002; Fabritius et al., 2002; Latijnhouwers e
Govers, 2003; Fong e Judelson, 2003; Kim et al., 2003; Tani et al., 2004; Shan et al., 2004;
Skalamera et al., 2004).

A aplicagdo de microarrays permitiu efectuar a avaliagcdo simultdnea do nivel de

expressdo de milhares de genes de P. sojae em tecidos infectados de soja (Moy et al., 2004).

De maneira aproximada, a contagem de transcritos redundantes dentro das livrarias de
ESTs também pode fornecer dados sugestivos acerca da expressao relativa dos genes (Randall

et al., 2005; Qutob et al., 2000).

Recentemente, foram desenvolvidas as técnicas de PCR em tempo real (Higuchi et al.,
1993; Holland et al., 1991; Lee et al., 1993), cuja modalidade adaptada para a RT-PCR
(Wang e Brown, 1999) forneceu um meio importante para realizar a quantificacdo da
expressdo genética e ja foi aplicada em Phytophthora (Avrova et al., 2003; Greenville-Brigs

et al., 2005).
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II1.2. MATERIAL E METODOS

I11.2.1. Quantificacdo da expressao dos genes das elicitinas:

RT-PCR em tempo real

Pretendeu-se estudar a expressao do gene fcin, bem como dos genes codificantes para
as outras elicitinas do cluster de P. cinnamomi. A quantificacdo da expressdo dos genes da
elicitinas foi realizada por RT-PCR em tempo real com sondas Taqmanlg, em amostras dos
isolamentos selvagens PA45 e PA37 e dos respectivos transformantes, FATSS (resistente ao
antibidtico higromicina e com inibicdo da sintese da B-cinamomina) e 13C (resistente a
higromicina), cultivados em meio VgC ou MSE,19 durante 3 ou 15 dias. Também foi analisada
a expressao dos genes das elicitinas in planta, em amostras de raizes de Q. suber infectadas

directamente com micélio, 12, 24 e 36 h apds a infecgﬁozo,

A comparacdo de niveis de expressdo genética entre amostras diferentes impde que o
contetido de RNA presente nas amostras seja normalizado. Para tal foi necessdrio obter uma
sonda baseada num gene expresso constitutivamente, pois os niveis de expressao deste tipo de
genes estdo directamente relacionados com a quantidade de biomassa presente € nio com as
condi¢des a que o organismo estd sujeito. Neste caso, foi seleccionado o gene da actina, ja
usado anteriormente em normaliza¢des de amostras de RNA de Phytophthora (Kamoun et al.,

1997b; Avrova et al., 2003).

A quantificacdo da expressdo genética foi avaliada de forma absoluta; esta a
abordagem absoluta implica a obtencdo de curvas padrdo para amostras em que € conhecido o
nimero de cdpias presente do gene em estudo. Para construir estas curvas, os genes das

elicitinas do cluster foram clonados individualmente em vectores plasmidicos.

II1.2.1.1. Processamento do RNA

Em todos procedimentos que envolviam a obten¢do e manuseamento de RNA foram
tomadas precaucdes para evitar contaminacdes com RNAses e consequente degradagcdo do
RNA. Assim, foram sempre usadas luvas de latex durante o manuseamento de reagentes e

amostras; o material pldstico descartdvel (pontas de pipetas, tubos Eppendorf, etc.) era

'8 Um resumo esquematico das bases do método PCR em tempo real estd apresentado no Anexo 5.
' Meios descritos na secc¢do 1.2.2., Cultura e manutengdo dos isolados de Phytophthora cinnamomi.
0 Método de infeccdo descrito na seccdo 11.2.1.2.1., Ensaio de infec¢do directa.
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certificado como livre de RNAses; o material de vidro foi tratado por esterilizacdo a seco a
140°C durante 4 horas; todas as solugdes foram preparadas com dgua livre de RN Ases obtida
por tratamento com dietilpirocarbonato (DEPC?"); os tanques de electroforese foram lavados
com uma solucdo de 0,5% (p/v) SDS e enxaguados com dgua livre de RNAses. As amostras
de RNA foram conservadas a -80°C e permaneceram em gelo durante a pipetagem de

aliquotas para posterior processamento.

I11.2.1.1.1. Extracgao e Purificacdo de RNA

As amostras para extrac¢ao foram de dois tipos: micélio cultivado in vitro ou material
vegetal congelado (raizes de Q. suber infectadas e ndo infectadas). O micélio, cultivado em
meio liquido, foi recolhido e lavado cuidadosamente com 4gua destilada esterilizada, para
retirar todos os vestigios de meio. O excesso de humidade foi retirado por contacto com papel

absorvente. O material vegetal foi processado sem permitir o seu descongelamento.

A extraccio e purificacdo foram efectuadas com o kit RNeasy™ Mini (Qiagen),
seguindo as instru¢des do fabricante. A amostra foi colocada num almofariz e reduzida a p6
fino exercendo pressdo contra as paredes do recipiente com um pildo, apds a adi¢do de
pequenas quantidades de azoto liquido. A massa macerada e congelada foi pesada e dividida
em amostras de 100 mg e transferida para tubos Eppendorf de 1,5 ml com o auxilio de uma
espatula gelada. Foram depois adicionados 450 pul de tampao RLC*. Esta mistura foi agitada
vigorosamente no vortex, de modo a desfazer os aglomerados. O lisado, bastante viscoso, foi
aplicado na coluna QIAshredder®. A recolha do eluente foi feita num tubo Eppendorf de
2 ml, através de uma centrifugacdo a 16000 g, durante 2 min. O sobrenadante recolhido foi
transferido para um novo tubo, onde lhe foi adicionado metade do seu volume em etanol a
100%. (v/v). A mistura foi homogeneizada por pipetagem e 650 pl desta mistura (incluindo
precipitados) foram aplicados numa coluna RNeasy*. Esta foi sujeita a uma centrifugacdo
durante 15 s a 8000 g e o eluente eliminado. O passo anterior foi repetido para o restante
volume da amostra. A coluna RNeasy foi colocada num novo tubo, lavada com 700 ul de
tampdo RWI* e centrifugada a 8000 g, durante 15 s. O eluente foi eliminado, a coluna

RNeasy colocada num novo tubo, 500 ul de tampdo RPE*’ foram adicionados e a coluna

*! Tratamento da agua com DEPC: a 1 litro de 4gua destilada foi adicionado 1 ml de DEPC; a mistura foi agitada
vigorosamente, aquecida durante 12 h a 37°C e autoclavada 15 min a 121°C.

2 Os tampdes e colunas indicados fazem parte do RNeasy™Mini Kit (Qiagen) e a sua composi¢io ndo é descrita
pelo fabricante.
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centrifugada a 8000 g, durante 15 s. O eluente foi eliminado e, novamente, 500 pl de tampao
RPE foram adicionados e a coluna centrifugada a 8000 g, durante 2 min para secar a
membrana da coluna. A coluna foi transferida para um novo tubo Eppendorf. 50 ul de dgua
livie de RNAses foram directamente pipetados para a membrana da coluna que foi em
seguida centrifugada a 8000 g durante 1 min. A lavagem da coluna foi repetida para recolher

o restante RNA.

I11.2.1.1.2. Avaliacao da integridade do RNA

A integridade e distribui¢do de tamanho do RNA total extraido foram analisadas por
electroforese em gel de agarose-formaldeido (AF) (1,2% p/v) desnaturante. Num Erlenmeyer,
foram adicionados 1,2 g de agarose em p6 a 10 ml de tampdo AF 10 X concentrado (MOPS
200 mM; acetato de sédio 50 mM; EDTA 10 mM pH 7,0); foi adicionada 4gua livre de
RNAses até serem atingidos 100 ml de volume. A mistura foi aquecida no forno de
microondas até a dissolucao da agarose. A solu¢do foi arrefecida até, aproximadamente, 65°C
e foram adicionados 1,8 ml de uma solucao de formaldeido (37% v/v) e 1 ul de uma solucdo
stock de brometo de etidio (10 mg/ml). A mistura foi agitada e vertida no molde, previamente
selado e onde foi montado um pente (molde dos pocgos). O gel tinha uma espessura de
aproximadamente 5 mm. Apds a solidificagao do gel, o pente foi retirado e o gel colocado no
tanque de electroforese. Foi adicionado um volume de tampao de electroforese suficiente para
cobrir o gel. O tampao foi preparado misturando 100 ml de tampao AF 10 X concentrado,
20 ml de uma solucdo de formaldeido (37% v/v) e 880 ml de dgua livre de RNAses. O gel foi

equilibrado em tampao de electroforese, pelo menos durante 30 min.

Quatro volumes de amostra de RNA foram misturados com 1 volume de tampao de
amostra 5 X concentrado. Seguiu-se um aquecimento a 65°C durante 5 min e arrefecimento
em gelo. O tampao de amostra foi preparado misturando 16 pl de solu¢do aquosa saturada de
azul de bromofenol, 80 ul de solucdo EDTA 500 mM pH 8,0, 720 pl de uma solucdo de
formaldeido (37% v/v), 2 ml de glicerol, 3084 ul de formamida, 4 ml de tampao AF 10 X
concentrado e dgua livre de RNAses até perfazer 10 ml de volume total. Finalmente, as
amostras foram colocadas, cuidadosamente, dentro dos pocos, de modo a evitar misturas. Para
avaliar o comprimento dos fragmentos separados no gel, foi utilizado um marcador de massa

molecular de 123 pb, com uma concentragdo de 0,1 pg/ul (Invitrogen, 1 pg/ul).
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As condigdes de corrida electroforética foram 100 mA durante 40 min.

O gel foi visualizado por accdo de radiacao ultravioleta num transiluminador. Sempre

que a situagdo o justificava, o gel foi fotografado.

111.2.1.1.4. Quantificacdo do RNA

A quantificacdo do RNA extraido foi realizada por leitura de absorvéncia a 260 nm de

uma aliquota do produto de extraccao num espectrofotémetro MBA 2000 (Perkin Elmer).

I11.2.1.1.3. Tratamento com DNAse

A digestao do RNA total com enzima DNAse foi efectuada num volume total de 20 ul
de uma solugdo aquosa contendo 20 pug de RNA, 1 ul de DNAse 1 (10 U/ul, Roche) e 2 ul de
tampao de enzima (Tris-HCI 400 mM pH 8,0 ; MgSO4 100 mM, CaCl, 10 mM). A reacgdo foi
efectuada a 37°C durante 1 h. Foi adicionado 1 pl de solu¢io EDTA 20 mM a mistura que foi,

em seguida, aquecida a 65°C durante 10 min.

I11.2.1.2. Sintese de cDNA

A reacc¢ado de transcri¢ao reversa (RT, Reverse Transcription) foi efectuada por dois
protocolos ligeiramente distintos, consoante o destino a dar ao cDNA resultante. Em ambos
foi usado o kit de transcricdo SuperScript ™ Il RNAse H (Invitrogen), seguindo as instrucoes

do fabricante.

I11.2.1.2.1. Protocolo RT 1

A sintese da primeira cadeia de cDNA foi preparada num volume total de 12 ul de
uma solucdo contendo 1 pl de Oligo (dT);2.15 (500 pl/ml), 5 pg de RNA total e 1 pl de ANTP
Mix 10 mM (dATP 10 mM, dGTP 10 mM, dCTP 10 mM e dTTP 10 mM). Esta mistura foi
aquecida a 65°C durante 5 min e rapidamente arrefecida em gelo. Em seguida foi brevemente
centrifugada e foram-lhe adicionados 4 pl de tampdo de enzima 5X concentrado (Tris-HCl
250 mM pH 8,3; KC1 375 mM; MgCl, 15 mM), 2 ul de DTT 0,1 M e 1 ul de RNAseOUT
(40 U/ul). Esta mistura foi aquecida a 42°C durante 2 min e foi-lhe adicionado 1 ul de
transcriptase reversa SuperScript ™ II RNAse H (Invitrogen). A reacc¢do foi mantida a 42°C

durante 50 min e, em seguida, foi parada por aquecimento a 70°C durante 15 min. O RNA

complementar ao cDNA foi removido por tratamento da mistura resultante da transcri¢do
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reversa com 2 ul de RNAse H (1 U/ul), a 37°C, durante 20 min. O cDNA foi conservado a —
20°C.

I11.2.1.2.2. Protocolo RT 2

A sintese da primeira cadeia de cDNA foi preparada num volume total de 22 ul de
uma solucdo aquosa contendo 4 Wl de Random Hexanucleotides 10 X (Roche) e 4 ug de RNA
total. Esta mistura foi aquecida a 65°C durante 5 min e, rapidamente, arrefecida em gelo. Em
seguida, foi brevemente centrifugada e foram-lhe adicionados 2 ul de dNTP Mix 10 mM
(dATP 10 mM, dGTP 10 mM, dCTP 10 mM e dTTP 10 mM) (Invitrogen), 2 ul de enzima
transcriptase reversa SuperScript ™ II RNAse H (Invitrogen), 8 ul de tampdo de enzima 5X
concentrado (Tris-HCI 250 mM pH 8,3 ; KCl 375 mM; MgCl, 15 mM), 4 ul de DTT 0,1 M e
2 ul de RNAseOUT (40 U/ul). A reaccdo desenrolou-se por um periodo de 60 min a 42°C. A
inactivacdo da reaccdo foi realizada adicionando 1,5 pul de uma solucdo NaOH (1 N) e

aquecendo a 70°C durante 15 min. Finalmente, foi adicionado 1,5 ul de solucdo de acido

acético (1 N) e o cDNA foi conservado a -20°C.

I11.2.1.3. Amplificacao de um fragmento do gene da actina

O fragmento a ser amplificado foi definido de forma a estar localizado na CDS de um
gene da actina de P. cinnamomi; como a(s) sequéncias do(s) gene(s) da actina s@o
desconhecidas em P. cinnamomi, os primers foram escolhidos numa zona de homologia entre
as CDS de genes codificantes para a actina conhecidos noutras espécies de Phytophthora,
nomeadamente P. infestans (Unkles et al., 1991) e P. megasperma (Dudler, 1990) (ver
Anexo 6).

Localizagdo do primer directo: 363 pb — 382 pb no gene actA de P. infestans.
Sequéncia: (5’2 3’) (20 nt) GCCGGTGACGACGCCCCGCG

Localizag@o do primer reverso: 869 pb — 889 pb no gene actA de P. infestans.

Sequéncia: (3’2 5°) (21 nt) CTTCTAGGACTGCCTCGCACC

Temperatura de hibrida¢do na PCR: 74°C. Tamanho do fragmento esperado: 527 pb.
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A amplificacdo® do fragmento do gene da actina foi realizada em amostras de cDNA
transcrito pelo protocolo RT 1, a partir de RNA extraido de isolamentos cultivados em meio

VgC durante 5 dias.

I11.2.1.4. Amplificacao dos genes do cluster de elicitinas

O objectivo principal foi a amplificagdo de fragmentos que contivessem toda a CDS
de cada uma das elicitinas. Dado o grande grau de homologia entre cada um dos genes das
elicitinas na zona codificante, houve dificuldade em definir primers especificos nessa zona.
Optou-se, pois, por aproveitar as diferencas existentes nas regides UTR dos genes, impondo,
no entanto, que os fragmentos amplificados estivessem contidos na sequéncia que se
considerou ser transcrita. Assim, os primers directos definidos na 5> UTR foram escolhidos de
forma a estarem localizados a jusante duma sequéncia consenso que foi encontrada noutros
genes de oomicetas (GCTCATTYYNCAWTTT ,onde N=AouCouTouG,W=AouTe
Y = C ou T) que, também, existe nos genes das elicitinas de P. cinnamomi, e que flanqueia o
local de inicio da transcricdo (TSP, Transcription Start Point) nesses genes. Os primers
reversos definidos na 3> UTR foram seleccionados de modo a estarem situados a montante da
sequéncia consenso correspondente ao sinal de poliadenilagdo (ATGAA). Os primers foram
escolhidos a partir da sequéncia do cluster de elicitinas de P. cinnamomi publicado no
GenBank (Nuimero de Acesso: AJO00071) e as suas caracteristicas estao resumidas na Tabela

II.1.

Tabela IIL.1: Informacdo sobre os fragmentos de elicitinas a amplificar e respectivos primers.

Designacio Localizacio Primer Directo Primer Reverso Temperatura
¢ tamanho | no Cluster de Designacio e Localizacao * Designacio e Localizacao * de
esperado do | Elicitinas de g GA . ¢ g GA . ¢ hibridacao
fragmento P.cinnamomi Sequéncia (5’ 3°) Sequéncia (3’ 5°) na PCR
F Ci 6S 289 pb - 309 pb MH2 759 pb - 778 pb
rag B Cin 289 pb - 778 pb ense (289p pb) (759 pb) 66°C
490 nt ACATCCACTCGCCACCTCC AATGACTCCTACCTCCTCGT
13 S 1629 pb - 1650 pb MH4 2173 pb - 2192 pb
Frag HAE a1 00 2192 p ense  (1629p Pb) (2173 p Pb) 74°C
Cin 564 nt CACCACTCAAGCCCCACTTCCG | CGAACCAATACTCCCGCTCG
Frag a Cin 16 Sense (4065 pb - 4085 pb) MH6 (4582 pb - 4601 pb)
4065 pb - 4601 pb 65°C
537 nt GCACCCTTCCTCCCCACCACC | GCGAGCTCGCAAACATTTCG
; 17 Sens 5089 pb - 5110 pb MHS8 5592 pb - 5611 pb
Frag HAE B | 500 1 s611 pb ense  (3089p Pb) (5592 p Pb) 65°C
Cin 523 nt GCACAAACCTCTTCACCCACCC | GTAACGTTTTCTGAATGGGC

(*) A localizagao refere-se a posi¢do dos primers no cluster de elicitinas de P. cinnamomi.

¥ Reaccdes de amplificacdo descritas na seccao 1.2.8.2.
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A amplificacdo dos genes das elicitinas foi realizada em amostras de DNA genémico®*

extraido do isolamento PA4S5.

I11.2.1.5. Clonagem de fragmentos de DNA

Os produtos de amplificagdo dos genes das elicitinas e da actina foram clonados com o

Sistema TOPO TA Cloning (Invitrogen), segundo instrucdes do fabricante.

Num tubo Eppendorf esterilizado foram colocados 2 pl de produto PCR fresco, 1 ul de
solucdo salina (NaCl 1,2 M; MgCl, 0,06 M), 2 ul de dgua destilada esterilizada e 1 pl de
vector PCR II-TOPO. A mistura de reac¢do de clonagem foi homogeneizada suavemente,
mantida durante 5 min a temperatura ambiente (= 20°C) e, seguidamente colocada em gelo.
Para a transformacdo, 2 ul da reaccao de clonagem foram adicionados a um tubo de bactérias
TOPO 10 - E. coli One Shot® quimicamente competentes, misturando suavemente e sem
pipetar. As bactérias foram, em seguida, incubadas em gelo durante 15 min e submetidas a um
choque térmico, a 42°C, durante 30 s, sem agitacdo. O tubo foi transferido para gelo e foram
adicionados 250 pl de meio SOC [triptona 2% (p/v); extracto de levedura 0,5% (p/v); NaCl
10 mM; KCI 2,5 mM; MgCl, 10 mM; MgSO4 10 mM; glucose 20 mM] a temperatura
ambiente (= 20°C). Em seguida, o tubo foi agitado (200 rpm) em posic@o horizontal durante
1 h, a 37°C. Para a detec¢cao de clones de bactérias transformadas, foram retirados 50 pl e
100 ul da mistura agitada e plaqueadas duas caixas de Petri com meio LB, ao qual foi
adicionado ampicilina (50 pg/ml) e 40 pl de uma solugdao X-Gal (400 mg de X-Gal em 10 ml
de dimetilformamida). As placas foram incubadas invertidas, durante 18 h, a 37°C. Apds esse
periodo, as placas foram examinadas para detectar a presenga de coldnias brancas, indicadoras

do sucesso da transformac¢@o com vector com inserto.

I11.2.1.4.1. Andlise dos clones de bactérias seleccionados

Para confirmar a presenca dos insertos nas colénias brancas seleccionadas, foram
repicadas 5 coldnias para tubos Greinner com 5 ml de meio LB liquido contendo ampicilina
(50 pg/ml). Seguiu-se uma incubacdo durante 14 h, a 37°C, sob vigorosa agitacao

(= 300 rpm). Em seguida foi efectuada uma preparacao répida para isolamento de plasmideos.

 Extrac¢do de DNA genémico descrita na sec¢do 1.2.8.1.
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O DNA plasmidico foi clivado com EcoRI, analisado por electroforese em gel de agarose

(1% p/v) e os clones seleccionados foram preservados em glicerol.

Preparacio rapida de plasmideos

Num tubo Eppendorf, 2 ml de cultura bacteriana foram centrifugados a 16000 g
durante 30 s para precipitar as células. O sobrenadante foi eliminado, conservando 50 a 100 ul
de meio com o pellet celular. As células foram ressuspensas por agitacdo no vortex € em
seguida, foram-lhes adicionados 300 pl de solu¢do TENS [Tris 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM;
NaOH 0,1 N; SDS 0,5% (p/v)]. A mistura foi agitada no vortex durante 5 s. A solucdo viscosa
foram adicionadas 150 pl de acetato de sédio 3,0 M, pH 5,2. A mistura foi novamente agitada
no vortex durante 5 s e em seguida centrifugada a 16000 g durante 15 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo onde lhe foram adicionados 900 pl de etanol (100% v/v)
previamente arrefecido a —20°C. A solugdo foi centrifugada a 16000g durante 5 min, o
sobrenadante foi eliminado e o pellet lavado duas vezes com 1 ml de etanol (70% v/v). Depois

de seco sob vicuo, o pellet foi ressuspenso em 20 pl de 4gua destilada esterilizada. Foi

adicionado 1 pl de RNAse (20 pg/ul), seguindo-se um periodo de reac¢ao de 30 min a 37°C.

Reaccédo de clivagem enzimatica

As moléculas de plasmideo, num volume de 5 pl de solucdo, foram digeridos com 1 ul
de EcoRI (10 U/ul) na presenca de 1 ul de tampao de enzima (10 x concentrado) e 3 ul de

agua destilada esterilizada. A digestdo foi efectuada durante 90 min a 37°C.

Preparacio de glicerois

As células bacterianas de E.coli, contendo as constru¢des de interesse, foram
conservadas pela inoculacdo de 1 ml de cultura (preparada em meio LB, durante 14 h a 37°C)

em 1 ml de glicerol puro esterilizado. A mistura foi bem agitada e mantida a —80°C.

I11.2.1.6. Sequenciacao dos fragmentos de DNA clonados

A sequenciagdo foi efectuada num sequenciador automéatico ABI-PE 377 (Perkin-
Elmer) com aplicacdo do kit de sequenciacdo ABI Prism® Big Dye™ Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer/Applied Biosystems).
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As reaccdes de sequenciacdo foram efectuadas em tubos Eppendorf de 500 pl, num

volume final de 20 pl duma solugdo contendo:

- 8 ul de Solucdo do Terminador [A-DyeDeoxy 1,58 uM; 94, T-DyeDeoxy 74 uM;
G -DyeDeoxy 0,42 uM; C-DyeDeoxy 47,37 uM; dITP 78,95 uM; dATP 15,75 uM; dCTP
15,79 uM; dTTP 15,79 uM; Tris-HCl 168,42 mM, pH 9,0; (NH4),SO4 4,21 mM; MgCl,
42,10 mM; 0,42 U/ul AmpliTaq Polimerase]

- 500 ng de DNA plasmidico

- 3,2 pmol de primer: M13 directo: 5-GTAAAACGACGGCCAG-3* ou
M13 reverso: 3’-CAGTATCGACAAAGGAC-5’

As condi¢des da reaccao de sequenciagdo estdo indicadas na Tabela III.2.

Tabela III.2: Esquema de ciclos e temperaturas da reac¢do de amplificacdo para sequenciagdo.

N.° de ciclos Funcao Temperatura (°C) Tempo
Desnaturagdo do DNA 96 30s
25 Hibridagao dos primers 50 15s
Polimerizagao das cadeias de DNA 60 4 min
1 Conservacao 4 00

Os produtos da reac¢do de sequenciacdo foram purificados, seguindo o procedimento
abaixo descrito. Os 20 pul da mistura de reac¢do de sequenciagdo foram transferidos para um
novo tubo Eppendorf contendo 2 pl de acetato de sédio 3,0 M e 50 ul de etanol (95% v/v). A
solugdo foi agitada no vortex e colocada a 0°C durante 10 min. A solugdo foi, depois,
centrifugada a 16000 g durante 20 min. O etanol foi cuidadosamente aspirado sob vicuo e o
pellet foi lavado com 250 pl de etanol (70% v/v). Seguiu-se nova centrifugacdo a 16000 g

durante 20 min, aspiragcdo sob vacuo do sobrenadante e por fim secagem do pellet sob vacuo.

Aos pellets preparados na etapa anterior foram adicionados 4 pl de uma mistura
constituida por formamida desionizada e uma solu¢do de EDTA 50 mM pH 8,0 na propor¢ao
de 1:4. As amostras foram centrifugadas um breve instante, aquecidas a 90°C durante 2 min e

aplicadas no sequenciador, de acordo com as instrucdes do fabricante.

- 135 -



Caracterizagcdo molecular de mutantes de Phytophthora cinnamomi Material e Métodos

I11.2.1.7. Andlise das sequéncias nucleotidicas dos fragmentos clonados

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas com auxilio do programa Vector

NTI 8 ®(InforMax® Inc, USA).

I11.2.1.8. PCR Quantitativa em Tempo Real

As amplificacdes foram efectuadas individualmente para cada gene em placas Opticas
de 96 pogos, num volume final de 25 pl duma solucido aquosa contendo 12,5 pl de gPCR ™
Master Mix (EuroGentec) (dANTPs, Hot GoldStar DNA polimerase, MgCl,, Uracil-N-
Glicosilase, estabilizadores, referéncia passiva), 300 nM de cada primer especifico, 200 nM
de sonda Tagman e 50 ng de cDNA ou 500 a 0,005 pg de DNA plasmidico (curvas padrio).

As condicdes da reaccdo estdo indicadas na Tabela II1.3.

Tabela II1.3: Esquema de ciclos e temperaturas usados na PCR quantitativa em tempo real.

N.° de ciclos Funcao Temperatura (°C) Tempo

1 Passo inicial 50 2 min

Activagdo da enzima Hot

1 GoldStar 2 10/min
Desnaturacdo do DNA
50 Hibridagdo dos primers e 95 I5s
Polimerizagdo das cadeias de 60 1 min
DNA
1 Conservacao 50 o0

Os primers especificos e as sondas Tagman foram seleccionados por software
adequado para o efeito, nomeadamente pelo programa Primer Express® (Applied Biosystems)

e estdo indicados nas tabelas I11.4 e II1.5.

A extremidade 5° das sondas foi marcada com FAM (6-carboxifluoresceina) e a
extremidade 3° foi marcada com TAMRA (tetra-metilcarboxirodamina). Todos o0s

oligonucledticos foram sintetizados pela Eurogentec.
O controlo negativo das reaccdes foi constituido por 10 pl de dgua ultrapura (Milli-Q).

As reacgoes de PCR Quantitativa foram efectuadas pelo equipamento iCycler iQ

Detection System (BIORAD).
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Nas reaccdes que visavam a quantificagdo material vegetal infectado, as amostras das

curvas padrao foram adicionados 50 ng de cDNA obtido a partir de raizes de Quercus suber

nao infectadas.

Tabela II1.4: Informacdo sobre primers, sonda e fragmento gerado para o gene da actina na reac¢do de PCR

quantitativa em tempo real.

Designacao
e

Tamanho do fragmento

Primer Directo Primer Reverso

Designacao e Sequéncia (5°> 3”) Designacao e Sequéncia (3°> 5°)

Sonda Tagman  Designacio e Sequéncia (5’ 3’)

Frag Actina
65 nt

ActineFor ActineRev
CGTGGTGTGCTTACGCTGAA TGGTTGACCCTGCTGTACCT
ActineProbe CCCCATCGAGCACGGCATGC

Tabela IILS: Informagdo sobre primers, sondas e fragmentos gerados para os genes das elicitinas na reac¢do de

PCR quantitativa em tempo real.

Designacao do fragmento

Tamanho do fragmento
amplificado

Localizacao no cluster de
elicitinas de P. cinnamomi

Primer Directo Primer Reverso
Designacao e Localizacao

Sequéncia (5’ 3’)

Designacao e Localizacao
Sequéncia (3’2 5’)

Sonda Tagman
Designacao e Localizacao

1955 pb - 2029 pb

Sequéncia (5’2 3’)
. BetaFor 398pb — 414 pb | BetaRev 444 pb — 464 pb
r27g BtQ CAGACCGCCGCGTACAA GGAAGAGCGTCACGAGGTTCC
n
398 pb - 464 pb BetaProbe 416 pb —442 pb
ACGCTCGTGAGTATCCTGTCCGAGTCG
Frac HAE HaeAlfaFor 1955 pb — 1976 pb | HaeAlfaRev 2014 pb — 2029 pb
rag i t'“ Q GTTTGGTGATCAACGTGTACGA AGCAGGAGCCGCAGCA
n

HaeAlfaProbe 2003 pb - 1980 pb
CACGTCGACACAAAGTCGTTCGAG

5305 pb - 5372 pb

. AlfaFor 4282 pb — 4300 pb | AlfaRev 4327 pb — 4348 pb
r;;g «Q CGGCGCAGTACAAGCTCAT | ACTAGTTCTTCTAGCACTGCGA
nt
4282 pb - 4348 pb AlfaProbe 4306 pb — 4325 pb
CGTCGACGGCGTGCAACACC

Fras HAE HaeBetaFor 5305 pb — 5325 pb | HaeBetaRev 5350 pb — 5372 pb

rag 63 hQ GGCCCAGTACAAGCTCATGTG | CTAGTGACTCTAGCAGAGCAACT
nt

HaeBetaProbe 5330 pb — 5348 pb
TCGACGGCGTGCAACACCA
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A quantificagdo da expressdo dos genes das elicitinas foi realizada pelo método
absoluto, com auxilio de curvas padrio geradas para cada gene em estudo e apods

normalizac¢do das amostras dada pelo nivel de expressdo do gene da actina.

De acordo com Edwards e Saunders, (2001) e Pfaffl er al. (2002), as curvas padrdao
foram geradas a partir da amplificacdo de dilui¢des sucessivas dos plasmideos usados na
clonagem dos genes das elicitinas e do fragmento do gene da actina e cuja concentragao
molecular era conhecida. Para obter essas dilui¢des, os plasmideos foram linearizados com
um corte Unico pela enzima Notl (New England Biolabs)” e quantificados por cinco medi¢des
6pticas®® em virias dilui¢des. A concentracdo molecular de cada uma das solugdes stock dos
plasmideos foi calculada usando a massa molecular do plasmideo de cadeia simples, estimada
com o auxilio do programa Vector NTI 8° (InforMax® Inc, USA). A partir das solu¢des-mie
de concentracdo molecular conhecida foram preparadas dilui¢cdes precisas desde 10°

moléculas/ul até 10 moléculas/ul.

II1.2.2. Obtencao de perfis de RNA mensageiro: cDNA-AFLP

Pretendeu-se estudar alteragdes de expressdo genética associadas a sub-
expressao/silenciamento do gene fcin. A abordagem seguida consistiu em obter perfis de
RNA mensageiro com recurso a técnica de cDNA-AFLP?, em amostras dos isolamentos
selvagens PA45 e PA37 e dos respectivos transformantes, FATSS (resistente ao antibitico
higromicina e com construcdo anti-sentido relativa a B-cinamomina) e 13C (resistente a

higromicina), cultivados em meio VgC ou MSE,28 durante 3 ou 15 dias.

II1.2.2.1. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o c¢cDNA Synthesis System (Roche), com
introducdo de algumas modificacdes ao protocolo original que acompanhava o produto. A
primeira cadeia de cDNA foi iniciada com o primer 5> AGT GAA TTC T,V 3’ (V= A;C;QG),

composto por uma mistura equimolar dos trés oligonucledtidos (Money et al., 1996).

* De acordo com as condi¢des descritas na sec¢do 1.2.6.4, substituindo a enzima HindIII pela NorI, bem como o
respectivo tampao.

%6 Quantificacdo descrita na sec¢do 1.2.6.3.

7 Um resumo esquemdtico das bases da técnica de cDNA-AFLP estd presente no Anexo 9.

% Meios descritos na sec¢do 1.2.2., Cultura e manutencdo dos isolamentos de Phytophthora cinnamomi.

- 138 -



Caracterizag¢do molecular de mutantes de Phytophthora cinnamomi Material e Métodos

O primer degenerado (400 pmol) foi adicionado a 4 pg de RNA total e a mistura foi
mantida a 70°C durante 10 min. Apds este periodo de hibridag¢do, a mistura foi imediatamente
colocada em gelo e foram-lhe adicionados 2 pul de AMV (transcriptase reversa; 25 U/ul), 4 ul
de DTT 0,1 M, 1 pl de inibidor de RNase (25 U/ul), 4 pl de dNTPs (mistura de
desoxinucleétidos dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 10 mM cada), 8 ul de RT-buffer (tampao de
reaccdo 5x concentrado que acompanha a transcriptase reversa) e dgua até perfazer 42 pl. A

reaccdo decorreu a 42°C, durante 60 min.

Para sintetizar a segunda cadeia de cDNA adicionaram-se 6,5 pl de 2" strand enzyme
blend (mistura de DNA polimerase I, ligase de E. coli, RNase H), 1,5 pul de dNTPs (10 mM),
30 ul de 2" strand buffer (tampdo 5x concentrado que acompanha a mistura de enzimas) e
72 ul de dgua a mistura de reaccdo da sintese da primeira cadeia. A mistura foi mantida a
16°C durante 2 h. Por ultimo, foram adicionados 20 pul de T4 DNA polimerase (1 U/ul) com
arrefecimento a 16°C durante 5 min. A reacc¢do foi terminada pela adi¢do de 17 pl de EDTA
(0,2 M; pH 8,0). O RNA residual foi digerido pela adicao de 1,5 pl de RNase I (10 U/ul) a
37°C durante 30 min. Seguiu-se a adi¢do de 5 ul de proteinase K (0,6 U/ul) e nova reacg¢do a

37°C durante 30 min.

O cDNA sintetizado foi purificado com o kit Qiaquick PCR purification (Qiagen), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Neste processo, a mistura final da sintese do cDNA
foi aplicada numa coluna, onde s6 ficou retido o DNA bicatendrio: os restantes componentes
foram eliminados por lavagens da coluna. No final, o cDNA foi arrastado com 40 ul de Tris-

HCl 10 mM, pH 8,5.

I11.2.2.2. Digestao do cDNA e ligacao de adaptadores sintéticos

Esta fase recorreu aos componentes do kit AFLP Core Reagente (Invitrogen).
Dezoito pl da solu¢do de cDNA foram digeridos com 2 ul de uma mistura de duas enzimas de
restri¢cdo, EcoRI e Msel (2,5 U de cada uma) na presenca de 5 ul de tampao de reac¢do 5x
concentrado (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5; AcMg 50 mM; AcK 250 mM). A reaccdo decorreu a
37°C durante 2 h, seguindo-se uma inactiva¢do das enzimas por aquecimento a 70°C durante

15 min.

O cDNA fragmentado foi ligado a adaptadores complementares dos locais de restri¢ao

EcoRI e Msel:
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Adaptadores EcoRI: 5" AATTGGTACGCAGTCTAC
CCATGCGTCAGATGCTC 5°
Adaptadores Msel: 5’ TACTCAGGACTCAT
GAGTCCTGAGTAGCAG 5’

Esta reac¢do foi catalisada pela adicao de 1 ul de T4 DNA ligase (1 U) e 24 ul de uma
solucdo composta por adaptadores (5 pmol para o adaptador EcoRI e 50 pmol para o Msel) e
ATP 0,4 mM, Tris-HCI pH 7,5, AcMg 10 mM e AcNa 50 mM. A ligacdo decorreu a 37°C
durante 2 h.

I11.2.2.3. Reaccgoes de pré-amplificacao e amplificacao

A reaccdo de pré-amplificagcdo foi realizada num volume total de 50 ul com 5 ul de
tampao 10x concentrado (Tris-HCI 100 mM, pH 8,3; MgCl, 15 mM, KC1 500 mM), 0, 2 ul da
enzima Taq DNA polimerase (5 U/ul; Boehringer Mannhein), 10 pl de solucdo de cDNA,
15 pmol de primer EcoRI+0 (5> GACTGCGTACCAATTC 3’) e 15 pmol de primer Msel+0
(5’GATGAGTCCTGAGTAA 3).

As condi¢des usadas na pré-amplificac@o estdao descritas na Tabela III.6.

Tabela II1.6: Esquema de ciclos e temperaturas na pré-amplificacéo.

N.° de ciclos Funcao Temperatura (°C) Tempo
Desnaturagdo do DNA 94 30s
28 Hibrida¢ao dos primers 60 60 s
Polimerizagado das cadeias de DNA 72 60 s

Em seguida, os produtos das pré-amplificagdes foram diluidos 10x e utilizaram-se 5 ul

desta diluicdo como alvo das amplificagdes selectivas.

Foram realizados ensaios preliminares para verificar quais as combinagdes de primers
que ofereciam uma melhor distingdo de perfis nas reac¢cdes de amplificacdo selectiva. Dos

vinte pares testados foram seleccionados oito:

101 (EcoRI 5’GACTGCGTACCAATTCACC 3’ Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAAATT 37;)
102 (EcoRI 5’GACTGCGTACCAATTCACC 3’; Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAAACC 3%;)
103 (EcoRI 5’GACTGCGTACCAATTCATG 3’ Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAAACC 3%;)
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109 (EcoRI 5’GACTGCGTACCAATTCACC 3’ Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAATGG 3°;)
110 (EcoRI 5’ GACTGCGTACCAATTCACC 3’ Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAATTG 3’;)
117 (EcoRI 5> GACTGCGTACCAATTC 3’ Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAAATT 3’;)
118 (EcoRI 5’ GACTGCGTACCAATTC 3’ Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAAACC 3%;)
119 (EcoRI 5> GACTGCGTACCAATTC 3’ Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAATGG 3’;)
120 (EcoRI 5’ GACTGCGTACCAATTCA 3’°; Msel 5> GATGAGTCCTGAGTAATTG 37;)

Em todas as reac¢des de amplificagdo o primer EcoRI-XXX foi marcado

radioactivamente com [733P] ATP (Redivue, Amersham Pharmacia), na extremidade 5°.

A reaccdo de marcacdo foi realizada num volume de 0,5 pl (para cada uma das
amplificacdes selectivas): 0,1 ul de primer (50 ng/ul); 0,02 ul de enzima (10 U/ul; T4 quinase
polinucleotidica; T4 PNK, Invitrogen), 0,1 ul do tampao de quinacdo [Forward Reaction
Buffer: Tris-HCI 350 mM, pH 7,6; MgCl2 50 mM; KCI 50 mM; B-mercaptoetanol 5 mM;
Invitrogen] e 0,1 pl [733 P] ATP (2500 Ci/mmol). A reac¢do decorreu a 37°C, durante 40 min e

em seguida, a enzima foi inactivada a 80°C, durante 15 min.

A reaccdo de amplificacdo selectiva foi realizada num volume de 20 ul com 2 ul de
tampao 10x concentrado da enzima Taq DNA polimerase (5 U/ul; Boehringer Mannheim),
0,1 ul da enzima, 25 ng do primer EcoRI-XXX, marcado com 33P, 30 ng do primer Msel-
XXX, 0,4 ul de dNTPs [mistura de desoxinucleétidos dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 5 mM
cada, Boehringer Mannheim] e 5 pl do produto da pré-amplificacio. O programa de

amplificacdo estd descrito na Tabela IIL.7.

Tabela II1.7: Esquema de ciclos e temperaturas na amplificagdo selectiva.

N.° de ciclos Funcao Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacdo do DNA 94 30s
13 Hibridagao dos primers 65—56 30s
Polimerizagao das cadeias de DNA 72 60s
Desnaturagdo do DNA 94 30s
18 Hibridagao dos primers 56 30s
Polimerizagdo das cadeias de DNA 72 60s
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I11.2.2.4. Separacao dos fragmentos amplificados em gel de poliacrilamida

Aos produtos das reaccdes de amplificacdo foram adicionados 20 ul de corante de
formamida (10 ml formamida, 10 mg de xileno cianol, 10 mg de azul de bromofenol, 200 ul

de EDTA 0,5M) e esta mistura foi mantida a -20°C durante 24 h.

O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado por compara¢do com o
marcador de massa molecular 30-330 pb (AFLP DNA Ladder, Invitrogen), que foi marcado
com [y3 Pl ATP. A reac¢do foi efectuada num volume de 11 pl, com 5 ul de marcador 30-330 pb,
2 ul de enzima (10 U/ul; T4 quinase polinucleotidica; T4 PNK Invitrogen), 2 ul do tampao de
quinagdo [Exchange Reaction Buffer: imidazole-HCI 250 mM, pH 6,4; MgCI2 60 mM; [-
mercaptoetanol 5 mM; ADP 250 uM] e 0,1 ul [y*’P] ATP (2500 Ci/mmol). A reaccio
decorreu a 37°C, durante 10 min e em seguida, a enzima foi inactivada, a 80°C, durante
15 min. Por fim, a mistura de reac¢do foram adicionados 10 pl de TE (Tris-HCI 10 mM,
pH 8,0; EDTA 0,1 mM, 50 ul do corante de formamida. O marcador foi depois guardado a -
20°C.

Para a electroforese foi preparado gel desnaturante de poliacrilamida [Gel Mix 6
Sequencing System (acrilamida 5,7%; bisacrilamida 0,3%; ureia 7 M; Tris-borato 100 mM;
EDTA 1 mM); TEMED 3 mM; pH 8,3; solu¢do de persulfato de amoénia 10%] e este foi

aplicado no sistema de sequenciacao da S2001 da Invitrogen/Life Technologies.

Foi preparado tampao de electroforese (TBE 0,5x: Tris-Borato 45 mM, EDTA 1 mM,

pH 8,3) e foi realizada uma pre-electroforese a 90 W, durante 30 min.

As amostras e o marcador foram desnaturados a 95°C durante 5 min e mantidos em
gelo até a sua aplicacdo.
As amostras foram aplicadas em duplicado, sendo aplicados em cada pogo do gel

cinco pl dos produtos de amplificag@o.

A electroforese decorreu a 90 W e foi interrompida depois do corante azul de

bromofenol (corante mais rapido) percorrer 40 cm e sair do gel (= 70 min).

O gel de poliacrilamida foi transferido para papel Whatman 3MM e foi seco no

secador de géis modelo 583 (BIORAD), sob vacuo.

Com um palito embebido em solucdo radioactiva, fizeram-se marcagdes no papel, em
posi¢cdes exteriores ao gel, necessdrias para a orientacio do gel com a pelicula

autorradiografica.
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O gel foi posto em contacto com a pelicula, durante 40 h e a revelacdo foi efectuada
manualmente, numa camara escura. A pelicula foi colocada 2 min em solucdo de revelacdo
(Kodak LX-24 X-ray developer), 1 min em dgua e 4 min na solu¢do de fixacdo (Kodak AL-4
X-ray fixer), com agitacdo suave. Por fim, a pelicula foi lavada durante 15 min em &dgua

corrente e seca a temperatura ambiente.

I11.2.2.5. Recuperacao, clonagem e sequenciacao de fragmentos cDNA-AFLP

Depois da revelacdo da pelicula, fizeram-se coincidir as marcas radioactivas no papel
com o gel com as da pelicula e recortaram-se as bandas correspondentes aos fragmentos
amplificados diferencialmente, ou seja, aqueles que sé estavam presentes num tipo, ou num

grupo de amostras mas ndo em todas.

Os rectangulos de papel Whatman com o gel foram colocados em 40 ul de dgua e
mantidos em gelo durante 10 min. Apds hidratag@o, os tubos foram colocados a 95°C durante
15 min e transferidos logo em seguida, para gelo. A mistura foi centrifugada alguns segundos
e o sobrenadante recuperado. Cinco microlitros deste sobrenadante foram utilizados como
DNA alvo, em reaccdoes de reamplificacio (nas mesmas condi¢des das reaccdes de
amplifica¢do, com excepcao da utilizagdo da marcacao radioactiva do primer). Os produtos da

reamplificacdo foram separados por electroforese em gel de agarose™ a 2% (p/v).

Os fragmentos reamplificados com o tamanho esperado foram recortados do gel de
agarose, purificados com o kit Qiaquick PCR purification (Qiagen), de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Os fragmentos purificados foram clonados com o sistema TOPO TA Cloning

(Invitrogen), segundo instru¢des do fabricante.

Os plasmideos com os clones seleccionados foram enviados para a firma

MACROGEN (Seoul, Coreia), para sequenciagao.

' Gel de electroforese descrito na seccio 1.2.8.5.
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I11.2.2.6. Anédlise das sequéncias nucleotidicas dos fragmentos cDNA-AFLP

As sequéncias nucleotidicas dos fragmentos de cDNA-AFLP clonados foram
analisadas com recurso aos programas Blast (Altschul et al., 1997) nas seguintes bases de

dados®®:

GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

e JGI (Genomas de P. sojae e P. ramorum) (http://www.jgi.doe.gov/genomes)

e ESTs de P. infestans e P. sojae (http://www.pfgd.org)

e ESTs de P. infestans, P. sojae e diversos fungos fitopatogénicos

(http://cogeme.ex.ac.uk)

3% Ultima consulta: Julho de 2006
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II1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

I11.3.1. Quantificacdo da expressao dos genes das elicitinas:

RT-PCR em tempo real

No Capitulo I foi descrita a andlise comprovativa da inexisténcia/diminui¢do da
proteina B-CIN nos meios de cultura do transformante FATSS. A andlise dos padrdes de
expressao dos genes das elicitinas a seguir descrita teve como objectivo clarificar se a
auséncia de proteina estava relacionada com a auséncia do mRNA correspondente e quais os

efeitos do silenciamento na expressao dos genes das outras elicitinas.

II1.3.1.1. Amplificacao de um fragmento do gene da actina e dos genes do cluster

de elicitinas

A amplificacdo realizada a partir de cDNA obtido de dois isolamentos de P.
cinnamomi, PA20 e PA45, com os primers escolhidos em zonas de homologia dos genes da
actina de P. infestans e P. megasperma, levou a obten¢do de um tunico fragmento com um

tamanho dentro do que era esperado (aproximadamente 527 pb) (Figura II1.3).

M 1 2 3 4

Figura II1.3: Visualizagdo, por electroforese em gel de agarose (1%),
dos produtos de amplificacdo de um fragmento do gene da actina.

(1) = DNA genémico proveniente do isolamento PA20;
(2) = DNA genémico proveniente do isolamento PA45;
(3) = cDNA proveniente do isolamento PA20;
(4) = cDNA proveniente do isolamento PA45;

615 pb (M) = Marcador molecular (/23pb DNA Ladder, Invitrogen).

492 pb
369 pb

246 pb
123 pb

O aparecimento de varios fragmentos na amplificacdo a partir do DNA genémico pode
ter varias explicagdes: a mais provavel indicia amplifica¢cdes ndo especificas; pode, ainda,
resultar da existéncia de genes diferentes ou de arranjos in tandem de vérias cépias do gene.
Como os isolamentos PA45 e PA20 mostraram amplificacdo de um fragmento semelhante, foi

decidido clonar apenas o resultante do PA45.
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A amplificacdo especifica de cada um dos genes das elicitinas, assegurada pela
definicdo judiciosa de primers’’, foi efectuada em DNA genémico do isolamento PA45 e dela

resultaram fragmentos com o tamanho esperado (Figura I11.4).

Figura III.4: Visualizagdo, por electroforese em gel de
agarose (1%), dos produtos de amplificacdo dos genes das

elicitinas. 3054 pb —»
(1) = gene da B-cinamomina (fcin); 2036 pb —»
(2) = gene da HAE-a-cinamomina (HAEacin);

(3) = gene da a-cinamomina (acin); 1018 pb —»
(4) = gene da HAE-f-cinamomina (HAEfcin);
(M) = marcador molecular (/kb DNA Ladder, Invitrogen).

IT1.3.1.2. Clonagem dos fragmentos dos genes da actina e das elicitinas

Os produtos das amplificacoes foram clonados e da digestdo dos plasmideos
resultantes da selec¢do resultaram dois fragmentos correspondentes ao plasmideo linearizado

(3,9 kb) e ao fragmento de interesse (Figura IILS).

Figura IILS5: Visualizagdo, por electroforese em gel de agarose (1%), dos produtos de digestdo com Eco RI, das
moléculas de DNA plasmidico recombinante.

(1) e (2) = Clones com o fragmento fScin;  (3) e (4) = clones com o fragmento HAEocin;
(5) e (6) = clones com o fragmento acin);  (7) e (8) = clones com o fragmento HAEfcin;
(9) e (10) = clones com o fragmento do gene da actina;

(M) = marcador molecular (/123pb DNA Ladder, Invitrogen).

3! Descrita na seccdo I11.2.1.4.
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Para confirmacdo da natureza dos fragmentos, foram efectuadas reaccdes de

amplificacdo cruzadas aplicando sucessivamente todos os pares de primers especificos em

cada um dos plasmideos; apenas se verificaram amplificacdes a partir dos plasmideos com o

inserto especifico, com os primers que lhe eram especificos.

I11.3.1.3. Analise das sequéncias nucleotidicas dos fragmentos clonados

As sequéncias nucleotidicas obtidas figuram no Anexo 7, enquadradas em
alinhamentos com sequéncias ja conhecidas para os mesmos genes. O resumo dos resultados

desses alinhamentos encontra-se nas Tabelas II1.8 e II1.9.

O fragmento do gene da actina de P. cinnamomi revelou maior homologia com a
sequéncia do gene actA de P. infestans do que com a sequéncia de gene da actina de P.
megasperma (Tabela IIL.8).

Tabela IIL.8: Resumo dos resultados obtidos em alinhamentos de sequéncias de genes da actina de
Phytophthora. Os alinhamentos foram efectuados com o programa Vector NTI 8 ®(InforMax® Inc, USA).

Sequéncias em Comparagdo Homologia das sequéncias

Alinhamento das sequéncias genéticas codificantes dos genes

. 5 ) ! 73,0 %
actina de P. megasperma, actina A e actina B de P. infestans. ¢
Alinhamento das sequéncias genéticas codificantes dos genes 79.8 %

actina de P. megasperma e actina A de P. infestans o
Alinhamento das sequéncias genéticas codificantes dos genes 84.3 9
actina de P. megasperma e actina B de P. infestans =
Alinhamento das sequéncias genéticas codificantes dos genes 783 ¢
I3 %

actina A e actina B de P. infestans

Alinhamento da sequéncia genética codificante do gene actina
de P. megasperma e o fragmento do gene actina obtido para o 86,5 %
isolamento PA45 de P. cinnamomi.

Alinhamento da sequéncia genética codificante do gene actina
A de P. infestans e o fragmento do gene actina obtido para o 93,0 %>
isolamento PA45 de P. cinnamomi

Alinhamento da sequéncia genética codificante do gene actina
B de P. infestans e o fragmento do gene actina obtido para o 81,2 %
isolamento PA45 de P. cinnamomi

Relativamente aos genes das elicitinas, foi verificada, tal como seria de esperar, uma

grande homologia entre as sequéncias nucleotidicas encontradas para os genes no isolamento

32 Homologia referente apenas ao alinhamento do fragmento obtido para P. cinnamomi com a zona
correspondente na CDS do gene em comparacao.
3 Alinhamento apresentado no Anexo 7.
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PAA4S5 e outras previamente descritas (Duclos et al., 1998). A excepg¢do € a sequéncia do gene
da cinamomina HAE B, cujas diferengas traduzem inclusivamente alteracdes da sequéncia em

amino4cidos (Tabela IIL.9).

Kamoun et al. (1998b) observaram silenciamento de um gene de uma elicitina em P.
infestans e esse silenciamento ndo afectou os genes de outras elicitinas que partilham 60% de
homologia na regido codificante. No presente trabalho, o gene Scin visado para silenciamento

possui uma maior homologia com os genes das outras elicitinas conhecidas (77 a 83,5%).

Tabela IT1.9: Resumo dos resultados obtidos na comparagdo de alinhamentos de sequéncias de genes do cluster
de elicitinas de Phytophthora cinnamomi publicado no GenBank (Ntimero de Acesso: AJO00071) com os
alinhamentos das novas sequéncias obtidas para o isolamento PA45. Os alinhamentos foram efectuados com o
programa Vector NTI 8 ®(InforMax® Inc, USA).

Homologia das sequéncias Alinhadas

Zona 5’ UTR +
Sequéncias codificantes
+ Zona 3’ UTR

Sequéncias Tradugio das
codificantes CDSs em
(CDS) aminoacidos

Sequéncias em Comparagao

Alinhamento da sequéncia nucleotidica da B-elicitina
presente no GenBank com a sequéncia nucleotidica da f3- 99,2 % 100 % 100 %
elicitina obtida para o isolamento PA45

Alinhamento da sequéncia nucleotidica da elicitina HAE-a
presente no GenBank com a sequéncia nucleotidica da
elicitina HAE-o obtida para o isolamento PA45

99.8 % 100 % 100 %

Alinhamento da sequéncia nucleotidica da o elicitina
presente no GenBank com a sequéncia nucleotidica da o- 99,8 % 100 % 100 %
elicitina obtida para o isolamento PA45

Alinhamento da sequéncia nucleotidica da elicitina HAE-3

obtidas para o isolamento PA45

Alinhamento da sequéncia nucleotidica da B-elicitina com a
sequéncia nucleotidica da elicitina HAE- a obtida para o
isolamento PA45

77,1 %

presente no GenBank com a sequéncia nucleotidica da 92,4 % 94,3 % 92,7 %
elicitina HAE-p obtida para o isolamento PA45
Alinhamento das sequéncias nucleotidicas das elicitinas do 482 % 66.9 % 63.2%
cluster presentes no GenBank
Alinhamento das sequéncias nucleotidicas das elicitinas 48.5 % 66.7 % 60.8 %

74,4 %

Alinhamento da sequéncia nucleotidica da B-elicitina com a
sequéncia nucleotidica da a-elicitina obtida para o
isolamento PA45

83,5 %

82,4 %

Alinhamento da sequéncia nucleotidica da B-elicitina com a
sequéncia nucleotidica da elicitina HAE-f obtida para o
isolamento PA45

81,2 %

79,0 %

Alinhamento da sequéncia nucleotidica da B-elicitina com a
sequéncia nucleotidica da elicitina HAE-f presente no
GenBank

79,3 %

79,0 %

Nestes trabalhos de amplificag@o, clonagem e sequenciacio foi obtida informacao que
permitiu a escolha de primers e sondas adequados para a realizacdo dos ensaios de

quantificagcdo em tempo real com a tecnologia Tagman. As novas sequéncias obtidas para as
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elicitinas do isolamento PA45 permitiram que a escolha dos oligonucleétidos recaisse em

zonas que ndo apresentassem variacdes face as sequéncias presentes no GenBank,
pretendendo-se assim diminuir as hipéteses de definicdo de sequéncias oligonucleotidicas que

nao funcionassem no isolamento em estudo. A sequénciacao do fragmento da actina permitiu
a definicdo de primers e sonda para as amplificacdes de normalizacdo das amostras. Por
ultimo, os plasmideos obtidos nas operacdes de clonagem foram usados para a obtencio de
curvas padrido; as concentragdes moleculares das diluigdes foram estimadas através das
massas moleculares dos plasmideos de cadeia simples, calculadas com o auxilio do programa

Vector NTI 8° (InforMax® Inc, USA) e apresentadas na Tabela III.10.

Tabela II1.10: Valores de massa molecular estimados para os plasmideos utilizados para a obten¢do das curvas
padrio das reac¢des de PCR quantitativa em tempo real.

Massa de 1 molécula do Massa de 1 molécula do
Inserto p . Inserto 2 o
plasmideo com o inserto plasmideo com o inserto
fein 2,29x 107 ng HAEacin 2,33x 107 ng
acin 2,32x 107 ng HAEfcin 2,30 x 107 ng
Frag actina 2,31 x 107 ng

I11.3.1.4. Quantificacao da expressao genética dos genes das elicitinas

Foram realizadas reac¢des que asseguraram que o conjunto de primers e sondas
escolhidos para a quantificagdo de cada gene funcionava especificamente para esse gene e que
estes oligonucledtidos, seleccionados com base em sequéncias do isolamento PA45, também
funcionavam no isolamento PA37. Também, foi comprovado que o conjunto de
oligonucledtidos seleccionados ndo quantificava amplificagdes ndo especificas em amostras
de cDNA obtidas a partir de raizes de Q. suber nao infectadas. Amostras de RNA ndo sujeitas
a transcricdo reversa ndo apresentaram sinais de amplifica¢do, afastando assim qualquer

hipétese de contaminagdo com DNA.

A quantificagdo da expressdo dos genes das elicitinas foi realizada em amostras dos
isolamentos selvagens PA45 e PA37 e dos respectivos transformantes, FATSS (resistente ao
antibidtico higromicina e com inibicdo da sintese da B-cinamomina) e 13C (resistente a
higromicina), cultivados em meio VgC ou MSE,34 durante 3 ou 15 dias. Também foi analisada
a expressdao dos genes das elicitinas in planta, em amostras de raizes de Q. suber infectadas

directamente com micélio, 12, 24 e 36 h apds a infeccao.

¥ Meios descritos na seccdo 1.2.2., Cultura e manutencio dos isolamentos de Phytophthora cinnamomi.
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As Figuras I11.6 e II1.7 exemplificam os graficos gerados pelo software instalado no
equipamento iCycler iQ Detection System (BIORAD) usado para realizar as reac¢des de

quantificagdo por PCR em tempo real.

p 700 700
Plasmideos ~

/

600

500

Amostras

. 400
desconhecidas

i

300

200

100

PCR Base Line Subtrgcted CF RFU

1}

-100 -100
0 2 4 6 6 10 12 14 16 168 20 22 24 26 26 30 32 34 36 38 40 42

Cycle

Figura IIL.6: Curvas de amplificacdo em tempo real do gene da actina em amostras de micélio com 3 dias e em
amostras padrao constituidas por plasmideos.

Correlation Coeffident: 0,998 Slope: -3,308 Intercept: 37,472 ¥ =-3,308 X + 37,472
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Figura IIL.7: Curva de calibragdo para a quantificacdo da expressdo do gene da -cinamomina.

No Anexo 8 sdo apresentados os resultados de cada um dos ensaios de quantificaco,
bem como todos os cdlculos acessérios. As Tabelas III.11 e II1.12 resumem os principais

dados obtidos para as amostras de culturas in vitro.
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Tabela ITI.11: Quantificacdo da expressdo dos genes das elicitinas em culturas in vitro. Os valores representam
os valores médios obtidos para trés ensaios independentes e estdo expressos em niimero de cdpias detectadas em
50 ng de cDNA. O niimero de cépias foi calculado pelo método absoluto da curva padrdo e as amostras foram
normalizadas relativamente a expressdo da actina em micélio do isolamento PA45 cultivado em meio VgC
durante trés dias.

Isolamento, Meio de Cultura Niimero de copias do gene (+ desvio padrao)
Tempo de cultura Pein acin HAEfcin HAEacin
PA45, V4C 5,64 x 10 7,80 x 10° 3,42 x 10 6,48 x 10°
3 dias (4,99 x 10% (*+8,55x 10" (£4,16 x 10% (2,85 x 10%
PA45, ViC 3,25x 10" 7,02 x 10" 1,60 x 10" ]
15 dias (£3,17 x 10°% (£2,10 x 10" (£4,15 x 10°%
PA45, MSE 7,48 x 10° 1,08 x 10* 5,77 x 10* 4,46 x 10
3 dias (£8,91 x 10%) (1,63 x 10% (+1,93 x 10%) (*#1,29 x 10"
PA45, MSE 4,12 x 10° 6,08 x 10* 2,56 x 10" ]
15 dias (£3,88x 10" (1,36 x 10%) (£2,76 x 10°%)
FATSS, ViC ] 436 x 10° 2,13x 10 ]
3 dias (+7,41x 10" (£2,45 x 10%
FATSS, VC ] 3,69x 10! 8,12x 10 )
15 dias (1,36 x 10" (£3,49 x 10°%
FATSS, MSE ) 2,16x 10° 8,51 x 10' ]
3 dias (+4,05 x 10%) (6,03 x 10%)
FATSS, MSE ) 5,56 x 10" 1,56 x 10' ]
15 dias (#1,25x 10" (£4,54 x 10%
PA37, ViC 5,34 x 10" 8,13 x 10° 3,53 x 10 5,32 x 10°
3 dias (6,42 x 10 (£7,84x 10" (£3,89 x 10°% (3,27 x 10%
PA37, V4C 3,26 x 10 6,66 x 10" 1,67 x 10" ]
15 dias (£3,23 x 10% (1,43 x 10% (£3,15 x 10%
PA37, MSE 7,63 x 10° 1,13 x 10* 6,18 x 107 4,93 x 10
3 dias (8,79 x 10%) (1,85 x 10% (1,85 x 10%) (£ 6,09 x 10%
PA37, MSE 4,76 x 10° 6,63 x 10° 2,64 x 10 ]
15 dias (£5,36 x 10") (1,59 x 10%) (6,15 x 10%
13C, ViC 4,76 x 10 7,73 x 10° 3,56 x 10" 5,09 x 10°
3 dias (*3,66 x 10%) (*+8,38x 10" (£6,22 x 10% (1,71 x 10%
13C, ViC 3,34 x 10" 6,92 x 10 2,052 x 10" ]
15 dias (£3,35x 10 (1,56 x 10" (£5,85x 10
13C, MSE 7,60 x 10° 1,18 x 10* 5,99 x 10° 5,31 x 10"
3 dias (1,00 x 10%) (£2,29 x 10%) (+1,98 x 10%) (£6,22 x 10%
13C, MSE 3,93 x 107 6,12 x 10° 1,92 x 10 ]
15 dias (£7,01 x 10" (1,33 x 10%) (£ 6,40 x 10°%

(-) Nao foram detectadas cépias do gene.
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Tabela III.12: Regulacdo da expressdo dos genes das elicitinas em culturas in vitro. A expressdo dos genes das
elicitinas pelo micélio do isolamento PA45 cultivado em VgC durante 3 dias foi utilizada como padrdo para
avaliar o comportamento desses genes noutras amostras, em termos de sobre- ou sub-expressao.

Isolamento, Meio de Cultura Factor de Inducio (+ desvio padrao)
Tempo de cultura fein acin HAEfcin HAEacin
PA45, ViC 1,00 1,00 1,00 1,00
3 dias (£0,122) (£0,138) (£0,147) (£0,447)
PA45, V5C 0,58 0,09 0,47 i
15 dias (£0,125) (+0,306) ( 0,266)
PA45, MSE 132,73 13,84 16,84 6,87
3 dias (£0,121) (£0,148) (+0,326) (+0,280)
PA45, MSE 7,31 0,78 0,75 i
15 dias (£0,127) (£ 0,240) (£0,139)
FATSS, V5C 0,56 0,62
3 dias i (+0,161) (+0,112) i
FATSS, ViC 0,05 0,24
15 dias (£0,374) (+0,443)
FATSS, MSE 2,77 2,49
3 dias i (+0,176) (+0,079) i
FATSS, MSE 0,07 0,46
15 dias i (+0,239) (+0,304) i
PA37, ViC 0,95 1,04 1,03 0,82
3 dias (£0,157) (£0,139) (£ 0,150) (£ 0,629)
PA37, V5C 0,58 0,09 0,49 i
15 dias (£0,119) (£0,227) (+0,194)
PA37, MSE 135,27 14,43 18,05 7,61
3 dias (£0,117) (£ 0,160) (£0,284) (£0,129)
PA37, MSE 8,44 0,85 0,77 i
15 dias (£0,139) (£0,253) (+0,246)
13C, V5C 0,84 0,99 1,04 0,78
3 dias (£0,087) (£0,119) (£0,165) (£0,332)
13C, V5C 0,59 0,09 0,60 i
15 dias (£0,107) (£0,257) (£0,277)
13C, MSE 134,87 15,10 17,50 8,19
3 dias (£0,145) (£0,201) (+0,335) (+0,132)
13C, MSE 6,99 0,78 0,56 i
15 dias (£ 0,200) (£0,212) (£0,347)

(-) Nao foram detectadas cépias do gene, pelo que ndo foi calculado factor de indugdo
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A leitura dos dados em termos de nimeros absolutos de cOpias deve ser efectuada com
algumas reservas. Nomeadamente, hd que ter em conta que os célculos do nimero de copias
das amostras padrdo foram realizados com base em estimativas das massas moleculares e que,
além de erros associados a essas estimativas, teremos de considerar a hipétese da influéncia
de erros nas fases de quantificacio espectrofotométrica dos plasmideos. A reprodutibilidade €
influenciada por parametros como a distribuicao estatistica (lei de Poisson), e os valores de Ct
sdo menos reprodutiveis quando se trabalha com um ndmero reduzido de cdpias, devido aos
efeitos estocdsticos na quantificacio de um pequeno nimero de moléculas; a estatistica da
distribuicao de particulas prevé que seja necessdrio um nimero muito maior de replicados
para diferenciar entre cinco e dez cépias do que para diferenciar entre 500 e 1000 (Bustin,
2000). Ora, os Cts dos replicados obtidos foram bastante reprodutiveis, inclusivamente
quando foi detectado um reduzido nimero de copias. Isso quer dizer que, provavelmente, esse
nimero foi subestimado, o que por sua vez aponta para que as concentracdes calculadas para
as amostras padrao tenham sido subestimadas. No entanto, as relacdes proporcionais entre o
nimero efectivamente presente de cOpias mantém-se, pelo que os resultados em termos de
abundancia relativa do nimero de cOpias de uma amostra em relacdo a outra continuam
véalidos. Além disso, nos célculos do factor de indugdo, as quantidades das amostras sdao
divididas pela quantidade da amostra calibradora, pelo que as unidades da curva padrdo
desaparecem. Portanto, tudo o que é necessdrio das amostras que constituem a curva padrao é

que a sua diluicdo relativa seja conhecida.

Da anélise das Tabelas 1II.11 e III.12 salientam-se em seguida as observagdes mais

importantes. No que diz respeito aos isolamentos selvagens PA45 e PA37 evidencia-se que:

e Em ambos os isolamentos foi detectada a expressdo de todos os genes do cluster das

elicitinas nos dois meios em estudo, VgC e MSE.

e O gene mais expresso foi o acin; o segundo transcrito mais abundante foi o fcin. Embora
detectados em menor nimero, seguiram-se o gene da HAEfcin e finalmente o gene

HAEoaocin.

e A expressdao dos genes aumenta significativamente em meio MSE, relativamente a

expressao verificada em meio VgC e diminui, em ambos meios, com a idade da cultura.

¢ Em termos de induc¢do da expressao observada em MSE, o gene que apresenta o maior

aumento € o fcin, seguido dos genes HAEfcin, acin e, por ultimo, HAEacin.
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* A inducdo da expressdo dos genes das elicitinas foi ligeiramente mais elevada no

isolamento PA37 do que no isolamento PA45.

Foi anteriormente observado que, relativamente aos genes presentes no cluster
gendmico de P. cryptogea o nivel de expressdo do gene codificante da elicitina bésica foi
superior ao da elicitina acidica em micélio com quatro dias cultivado num meio definido
semelhante ao MSE (Panabicres et al., 1995). Esta observacdo estava de acordo com as taxas
de produgdo dessas proteinas em filtrados de culturas in vitro (Le Berre et al., 1994). Nos dois
isolamentos de P. cinnamomi estudados no presente trabalho, os niveis do mRNA de fcin
foram inferiores aos do acin, num resultado que estd em discordancia com obtido em P.
cryptogea. Porém, a andlise em P. cryptogea foi efectuada com base em sondas localizadas
nas zonas 3’ UTR dos genes, que apresentam maior variabilidade que as zonas codificantes.
Desse modo, a deteccdo tornou-se mais especifica para os transcritos originados a partir do
cluster gendémico. Alids, foi confirmado pelos préprios autores (através de uma sonda
constituida pela zona codificante do gene da elicitina bédsica) que outros genes, para além
daqueles presentes no cluster, eram expressos. Nos ensaios de PCR em tempo real efectuados
em P. cinnamomi, os primers e as sondas foram escolhidos nas zonas codificantes, menos
varidveis e, por isso, € possivel que os transcritos detectados tivessem tido origem ndo s na
transcricdo dos genes do cluster gendmico, mas também fossem provenientes da transcri¢dao
de copias adicionais dos genes, presentes fora da estrutura do cluster. Por exemplo, podera ter
sido quantificada a expressdo dos genes codificantes para isoformas acidas identificados por
Li et al. (2000). Infelizmente, ndo foram encontrados na literatura dados concretos
relativamente a quantificagdo das cinamominas candnicas em filtrados de culturas, de modo a
poder estabelecer uma correlacio entre a abundancia dos transcritos e as respectivas
isoformas proteicas. Pernollet et al. (1993) relatam a presenca de o-cinamomina e -
cinamomina em filtrados de cultura analisados por cromatografia liquida de fase reversa; este
mesmo método também mostrou a existéncia de duas isoformas em P. megasperma mas nao
permitiu fazer a distin¢do entre as isoformas de criptogeina, que s6 foram diferenciadas por
cromatografia de exclusao-difusdo através de Sephadex G50. Estas observacdes indicam que
a abundancia relativa das isoformas em P. cinnamomi serd mais equilibrada do que em P.
cryptogea, onde a producdo da isoforma bdsica é predominante. Nos géis de focagem
isoeléctrica realizados nesse estudo, também foi detectada a presenca de uma proteina
“contaminante”, uma segunda isoforma de a-cinamomina, menos abundante que a proteina

acida dominante.
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A deteccao dos mRNAs correspondentes aos genes das elicitinas altamente acidicas de
P. cinnamomi jé tinha sido demonstrada através de RT-PCR com primers especificos, seguida
de andlise de restri¢do, para confirmacdo da natureza dos produtos amplificados (Duclos et
al., 1998b). Em P. insélita, também foram identificados cDNAs codificantes de péptidos
altamente acidicos (Ponchet et al., 1999). Os ensaios de quantificacdo agora efectuados
permitiram confirmar os resultados obtidos anteriormente para P. cinnamomi, verificando-se
novamente a presenga de transcritos de HAE, embora com niveis de expressdo muito
inferiores aos dos observados para as elicitinas candnicas. Este reduzido nimero de cépias de
cDNA contabilizado para os genes HAE poderd justificar a razdo pela qual Panabieres e
colaboradores (1995) nao detectaram a expressao desses mesmos genes em P. cryptogea, pois
as andlises de RNA foram efectuadas por northern blot; embora de uso generalizado, esta
técnica possui um nivel de sensibilidade inferior a RT-PCR em tempo real (Bustin, 2000).
Contudo, ainda ndo foi demonstrada a efectiva traducdo em proteinas destas sequéncias de

elicitinas de classe II (Ponchet et al., 1999).

O meio MSE é um meio de cultura que foi empiricamente considerado como o mais
adequado em vdrios trabalhos relacionados com a produgdo e isolamento destas proteinas
(Kamoun et al., 1994). Foi verificado, experimentalmente, que estimula a producdo e secre¢ao
das elicitinas candnicas mas ndo foi determinado qual o componente responsdvel por esse
estimulo. Tal como seria de esperar, a expressdo dos genes das elicitinas mostrou-se elevada
nas amostras de micélio cultivadas neste meio, em concordiancia com a abundincia de
proteina nos respectivos filtrados de cultura. Apesar de ter sido detectada a expressdo dos
genes das elicitinas candnicas em micélio proveniente de culturas em meio VgC, a andlise por
electroforese de proteinas em gel SDS-PAGE nao mostrou uma presenca significativa de
proteina nos filtrados dessas culturas. Possivelmente a mais fraca expressdao dos genes nao
permitiu uma producdo em quantidade suficiente para ser detectada nos filtrados, podendo,
por exemplo, as elicitinas produzidas terem ficado retidas nas paredes celulares do micélio.
Aplicando métodos imunocitoquimicos, Brummer et al. (2002) detectaram a presenca de
quercinina (B-elicitina de P. guercina) nas paredes celulares de hifas cultivadas em meio
VsCa. Pela mesma ordem de razdo, as elicitinas altamente acidicas poderdo nao ter sido ainda
detectadas em filtrados de meios de cultura devido a sua reduzida expressdo e possivel
retengdo a nivel das paredes celulares. Tercé-Laforge et al. (1992) demonstraram a
acumulacgdo de criptogeina no micélio de P. cryptogea, bem como a presenca de mRNAs da

elicitina num periodo em que a sintese proteica nao foi detectada. Deste modo, também as
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HAE, tal como as elicitinas candnicas no caso das culturas em VgC, podem ter ficado

acumuladas no micélio.

A diminuicdo da expressdao dos genes das elicitinas nas culturas com quinze dias
sugere uma ligacdo da expressdo destas proteinas com a fase de crescimento activo do
micélio. Com o envelhecimento das culturas, a quantidade de nutrientes torna-se limitante; o
crescimento activo das hifas poderd estar apenas presente em algumas seccoes do micélio e
comecam a formar-se os clamiddsporos, estruturas com actividade reduzida que permitem a
sobrevivéncia deste oomiceta em condi¢cdes menos favordveis. O facto de serem detectadas
grandes quantidades de elicitinas nos filtrados das culturas MSE mais velhas resulta da
acumulacdo, ao longo do tempo de -cultura, das elicitinas produzidas durante o
desenvolvimento do micélio em crescimento activo. Foi demonstrado que a secrec¢do de
elicitinas € iniciada mais tarde do que a sua sintese, e que termina mais cedo, em simultaneo
com a paragem do crescimento do micélio por exaustdo da fonte de azoto no meio (Tercé-
Laforge et al., 1992). Estes autores também provaram que, mesmo ap6s o final da produgao

destas proteinas, continua a ser detectada a presenga dos respectivos mRNAs.

Apesar da expressdo do gene da actina ser correntemente usada como controlo interno
na normalizacdo de ensaios de expressdo genética em Phytophthora (Avrova et al., 2003;
Greenville-Briggs et al., 2005; West et al., 1998), foi recentemente publicado um estudo que
desaconselha a sua utilizagdo, por comprovada variacdo de expressao nas vdrias fases de ciclo
de vida de P. parasitica (Yan, H.-Z. e Liou, R.-F., 2006). De facto, ja Unkles et al. (1991)
tinham colocado a hipétese dos transcritos dos genes da actina de P. infestans serem mais
abundantes em micélio do que em quistos germinados. As amostras obtidas a partir de micélio
cultivado em meio MSE mostraram consistentemente um maior nimero de cépias de actina
do que as amostras obtidas a partir de micélio cultivado em meio V3C; do mesmo modo, as
culturas mais jovens (3 dias) mostraram um maior nimero de cdpias de actina do que as
culturas mais velhas (15 dias). Se essas diferencas ndo forem atribuiveis a diferencas da
eficiéncia da reaccdo da transcricdo reversa, entdo isso significa que a actina tem,
efectivamente, expressdo varidvel, ndo s6 nas diferentes fases do ciclo de vida do oomiceta,
mas também em resposta a diferentes tratamentos, como cultura em diferentes meios, € ndo
deverd ser usada na normalizacdo. Assim, mesmo tendo em conta que estdo presentes erros
devido a falta de uma normalizacdo das amostras rigorosa, pois, inevitavelmente, existem
pequenas variagdes nas medicdes iniciais da quantidade de RNA usada na transcri¢do e,

posteriormente, na quantidade de cDNA usada na PCR, que afectam a quantificacdo, pode ser
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feita uma comparacdo da expressdo dos genes das elicitinas entre as amostras, sem
normalizacdo. Apesar da falta de normalizacdo, verifica-se que se mantém as conclusdes
anteriores: aumenta a expressdo dos genes em meio MSE (embora se verifique que essa
indugdo € mais acentuada sem a normalizacdo) e diminuicdo da expressdo quando a cultura

envelhece (com repressao menos acentuada sem a normalizagdo).

No que concerne as estirpes transformadas, destaca-se que:

e A estirpe 13C, transformada com a cassete de resisténcia a higromicina B, mostrou um
padrao de expressao dos genes das elicitinas semelhante ao seu homoélogo selvagem,

PA37.

e A estirpe FATSS revelou uma total auséncia da presenca do transcrito fcin, alvo do

silenciamento, bem como do transcrito HAEacin.

e Na estirpe FATSS, o nimero de cépias detectado para os genes acin e HAEfcin foi

inferior ao assinalado para o seu homdlogo selvagem, PA45.

Foi ja demonstrado, anteriormente, que o transformante 13C produziu quantidades de
elicitina semelhantes ao seu homélogo selvagem™, pelo que j4 era esperado que a estirpe 13C
apresentasse um padrdo de expressdo dos genes de elicitinas inalterado face ao isolamento
selvagem que lhe deu origem. Kamoun et al. (1998b) também assinalaram a presenca de
niveis normais do gene infl em transformantes simples usados como controlo em ensaios de

silenciamento da infestina (a elicitina de P. infestans).

A auséncia do transcrito Scin na estirpe FATSS estd em conformidade com a auséncia
de B-cinamomina nos respectivos filtrados de culturas, pelo que o silenciamento observado é
fruto de um mecanismo que actua a nivel da transcri¢do. Estes resultados sdo compardveis aos
obtidos noutros estudos que visavam a obtencdo de estirpes deficientes em determinados
produtos de genes nativos e que utilizaram sequéncias anti-sentido (Kamoun et al., 1998b;
Gaulin et al., 2002; Latijnhouwers e Govers, 2003; Latijnhouwers et al., 2004; Blanco et al.,
2005). Possivelmente, o silenciamento do gene fcin poderd ser atribuido ao mecanismo
proposto por West et al. (1999a), o denominado silenciamento genético internuclear; este
modelo baseia-se em fendmenos de inactivacdo genética que actuam em frans € Sao

inicialmente desencadeados pela interac¢do entre as sequéncias enddgenas e transgénicas,

% Abordado na seccdo 1.3.7. Andlise da producdo de f-cinamomina
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num fenémeno que poderd ser comparado a paramutacdo (Meyer et al., 1993; Hollick et al.,

1997).

O silenciamento genético pode afectar sequéncias de DNA com semelhangas
superiores a 80% (Kamoun, 2003). No presente trabalho, foi utilizada uma sequéncia anti-
sentido do gene da fcin, visando o silenciamento do gene enddgeno; por sua vez, este partilha
uma grande homologia com os outros genes das outras elicitinas do cluster. A estirpe FATSS,
além da auséncia de transcritos fcin, também revelou auséncia de transcritos HAEacin (77%
de homologia com Scin) e diminuicdo do nimero de cépias dos transcritos acin (83,5% de
homologia) e HAEfcin (81,2% de homologia). Parece, pois, contraditério que a sequéncia que
menos homologia tem com o gene visado para silenciamento tenho sido aquela que mais
sofreu os efeitos de uma possivel inibi¢do. Por outro lado, HAEocin é um gene cujo numero
de transcritos se revelou muito reduzido nos isolamentos selvagens, sendo mesmo o gene
menos expresso daqueles que se encontram presentes no cluster de elicitinas; por conseguinte,
qualquer alteracdo que levasse a uma diminui¢cdo, mesmo ligeira, da transcri¢do deste gene

poderd ter levado, pura e simplesmente, ao seu total silenciamento.

Foram observadas alteracdes na formacao da heterocromatina nas regides que rodeiam
genes silenciados em P. infestans e € possivel que essas alteracdes sejam as responsaveis pela
nao transcricdo dos genes silenciados (Kamoun, 2003). Dada a organizacdo do cluster
gendmico das elicitinas de P. cinnamomi, o gene HAEacin é o que se localiza mais préximo
do gene fcin silenciado™®, o que leva a hipétese deste gene poder ter sofrido mais
acentuadamente as consequéncias da mencionada modificacio da cromatina, afecta ao
silenciamento induzido no gene fcin. Por seu lado, os genes acin e HAEfcin, localizados a
uma maior distancia, ndo seriam tdo afectados, ocorrendo apenas uma diminui¢cdo na sua

expressdo.

Panabieres et al. (1998) expressaram o gene codificante da B-criptogeina em P.
infestans e observaram que a quantidade produzida dessa proteina no transformante foi
semelhante a quantidade produzida por P. cryptogea. Também verificaram que, nesse
transformante, a quantidade de infestina endégena (uma o-elicitina) diminuiu de um valor tal
que a quantidade total de elicitinas produzida permaneceu sem alteracdes significativas em
relacdo a um transformante que apenas continha o gene de resisténcia a higromicina B.

Baseados nestas observagdes, estes autores concluiram que a quantidade global de elicitinas

3% Consultar Figura 1.6 na sec¢io I.1.3. As elicitinas de P. cinnamomi.
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sintetizadas por um dado isolamento € constante e sugeriram que o papel das elicitinas é
comum nas varias espécies de Phytophthora e que as elicitinas da classe IA e IB partilham
funcdes idénticas, podendo ser substituidas entre si sem aparente modifica¢do fenotipica do
patogénio (2 excep¢do dos maiores efeitos necrdticos exercidos pelas elicitinas bdsicas).
Contudo, a diminuicdo da produgdo de infestina no transformante de P. infestans que
expressou a B-criptogeina ndo desceu abaixo dos niveis produzidos pelo isolamento selvagem,
pelo que qualquer funcdo especifica da o-elicitina estaria sempre assegurada a niveis normais.
Por outro lado, se as quantidades de elicitinas candnicas dentro de um dado isolamento sdo
constantes e os papéis bioldgicos das classes IA e IB sdo iguais, seria de esperar que a o-
cinamomina aumentasse de producdo na estirpe FATSS, que ndo apresenta producdo de [3-
cinamomina. E claro que, para se verificar esta hipétese, teria de se assumir que seria possivel
uma inducdo extra do gene acin, isto €, eleva-lo a um nivel de expressdo superior a normal
para compensar a inibicdo do gene fScin. Porém, neste caso, a confirmacgao dessa hip6tese nao
se afigura vidvel, ja que o silenciamento também afectou parcialmente o gene ocin e a sua

expressao nem sequer atinge o seu nivel habitual, observado nos isolamentos selvagens.

Na discussdo dos resultados do capitulo I, foi colocada a hipétese do transformante
FATSS ser heterocariota, com ntcleos transformados com a presenca dos transgenes, €
nucleos ndo transformados, sem os transgenes. A supressao da produgdo de 3-cinamomina por
uma estirpe heterocariota deste tipo pode ser compreendida a luz do mecanismo proposto por
West et al. (1999a), pois a teoria do silenciamento genético internuclear preveé a transmissao
do estado silenciado de um gene, através de um factor difusivel que, viajando de um ntcleo
transformado para um nucleo ndo transformado, induz neste dltimo o silenciamento, mesmo

na auséncia do transgene.
As Tabelas I11.13 e III.14 mostram os dados obtidos para as culturas in planta.

Na andlise destes resultados continua a ser necessario ter em linha de conta as
consideragdes mencionadas atrds acerca da quantificacdo de um reduzido nimero de

transcritos.
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Tabela II1.13: Quantificagdo da expressdo dos genes das elicitinas in planta. O nimero de copias foi calculado
pelo método absoluto da curva padrdo e as amostras foram normalizadas relativamente a expressdao da actina em
micélio do isolamento PA45 cultivado em meio VgC durante trés dias. Os valores representam os valores médios

obtidos para trés ensaios independentes e estdo expressos em nimero de cépias correspondentes a 50 ng de
cDNA de Phytophthora.

Isolamento Niimero de copias do gene (= desvio padrio)
Tempo apés inoculagio Pcin acin HAEpcin HAEacin
PA45 8,80 x 10° 4,62 x 10° ) 3,68 x 10°
12 horas (£9,44 x 10%) (£5,91 x 10%) (£2,14 x 10%)
PA45 7,55 x 10° 1,03 x 10 ) 1,35 x 10°
24 horas (£7,61 x 10%) (£5,89 x 10%) (£3,72 x 10%)
PA45 6,86 x 10° 1,49 x 10* 1,01 x 10° 4,66 x 10°
36 horas (£3,59 x 10%) (£9,61 x 10%) (£4,74 x 10%) (£2,04 x 10"
FATSS
12 horas
FATSS 6,00 x 10°
24 horas (1,94 x 10%
FATSS ) 1,41 x 10* 1,53 x 10° )
36 horas (9,51 x 10% (1,19 x 10%
PA37 8,90 x 10° 4,80 x 10° ] 2,77 x 10°
12 horas (£9,59 x 10%) (£2,45 x 10%) (£5,65 x 10%)
PA37 7.85x 10° 1,05 x 10 ] 7,27 x 10°
24 horas (+1,09 x 10%) (£4,39 x 10%) (£8,25x 10"
PA37 6,99 x 10° 1,73 x 10* 1,08 x 10° 4,00 x 10°
36 horas (£5,90 x 10%) (+ 8,68 x 10%) (£2,48 x 10%) (1,06 x 10"
13C 8,38 x 10° 5.04x 10° ] 3,52x 10°
12 horas (£4,4x10% (£2,53 x 10%) (1,16 x 10%)
13C 7,66 x 10° 1,02 x 10 ) 8,66 x 107
24 horas (£4,77 x 10%) (3,78 x 10%) (+ 1,31 x 10%
13C 7,18 x 10° 1,56 x 10* 9,57 x 10° 4,12 x 10°
36 horas (£5,13x 10" (£5,83x 107 (£2,24 x 10%) (7,03 x 10"

(-) Nao foram detectadas cépias do gene.
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Tabela III.14: Regulacdo da expressdo dos genes das elicitinas in planta. A expressdo dos genes das elicitinas
pelo micélio do isolamento PA45 cultivado em V3C durante 3 dias foi utilizado como padrio para avaliar o
comportamento desses genes noutras amostras, em termos de sobre ou sub-expressao.

Isolamento Factor de Induciao (+ desvio padrao)
Tempo apés inoculagio Pein acin HAEfcin HAEacin
PA45 156,63 5,79 i 562,87
12 horas (+0,383) (% 0,296) (£0,337)
PA45 137,24 13,12 i 194,62
24 horas (£ 0,609) (£0,513) (+0,398)
PA45 122,18 19,24 30,90 73,72
36 horas (+ 3,069) (% 0,320) (% 0,665) (£0,621)
FATSS
12 horas
FATSS 7,96
24 horas (+0,516)
FATSS i 17,58 42,24 i
36 horas (£0,730) (*£0,833)
PA37 155,31 6,11 i 420,72
12 horas (£0,282) (£0,307) (£0,357)
PA37 135,59 13,48 i 110,26
24 horas (£0,437) (£0,497) (£ 0,455)
PA37 123,07 22,22 31,10 61,90
36 horas (£0,153) (£ 0,240) (£0,217) (£0,217)
13C 149,95 6,40 i 505,39
12 horas (£ 0,492) (£0,453) (+0,380)
13C 136,81 13,01 i 130,92
24 horas (£0,382) (£0,324) (£0,282)
13C 127,82 19,93 28,27 63,99
36 horas (£0,215) (£0,158) (£0,321) (£0,257)

(-) Nao foram detectadas copias do gene, pelo que nado foi calculado factor de indugdo

Da andlise das Tabelas III.13 e IIl.14 salienta-se, em seguida, os aspectos mais

relevantes. No que diz respeito aos isolamentos PA45, PA37 e 13C sobressai que:

e Todos os genes sdo expressos durante o processo infeccioso € mostram uma indugdo de
expressdo em relacdo ao nivel que apresentam durante o crescimento de micélio em meio

ViC.
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O gene fcin € detectdvel logo apds as primeiras horas de infec¢do, mas sofre uma
diminui¢do de expressdo ao longo do tempo, a medida que progride a colonizacdo dos

tecidos da raiz.

® O gene acin é detectavel logo apds as primeiras horas de infec¢do, mas sofre um aumento

de expressao ao longo do tempo, a medida que progride a colonizacao dos tecidos da raiz.

e O gene HAEfcin s6 € detectavel num estado avancado da infec¢cdo, quando os tecidos da

raiz ja se apresentam, na sua maior parte, colonizados.

e O gene HAEacin € detectavel logo apOs as primeiras horas de infec¢do, mas sofre uma
diminui¢do de expressdo ao longo do tempo, a medida que progride a colonizagdo dos

tecidos da raiz.

O numero de cdpias de elicitinas obtido, directamente, nos ensaios de PCR em tempo
real para as amostras de tecido radicular infectado foram normalizados em relac@o a expressao
do gene da actina. As mesmas consideragdes, acima referidas, sobre a pertinéncia da
utilizacdo do gene da actina na normalizagdes de expressao genética em Phytophthora, devem
ser tidas em conta. Neste caso, nem sequer ¢ possivel usar a quantidade total de RNA
utilizado na transcri¢ao reversa como normalizador, ainda que grosseiro, pois esse RNA foi
constituido por uma mistura de RNA de Phytophthora e RNA de Q. suber. S6 pode ser
tomado como certo que, nesta mistura, a porcao correspondente ao RNA de Phytophthora
aumenta progressivamente nas amostras de raizes infectadas hd mais tempo, uma
consequéncia légica do aumento de biomassa do patogénio. O método de infeccdo das raizes
utilizado neste trabalho consistiu no contacto directo de micélio com o tecido radicular,
permitindo que a colonizagdo se iniciasse sem a passagem pela fase de quistos germinados,
que, em condi¢des naturais, seriam as formas responsaveis pela invasao inicial do hospedeiro.
Contudo, € possivel que as hifas do micélio possam ter sofrido alteragdes morfologicas e
fisiolégicas durante o crescimento in planta e, consequentemente, que o nivel de expressao da
actina se tenha nelas modificado, relativamente ao nivel normalmente expresso em hifas em
cultura in vitro. As diferencas entre hifas in planta e hifas in vitro terdo sido mais acentuadas
no inicio da infec¢do, quando o patogénio invade os tecidos sauddveis. Apds a fase de
estabelecimento inicial das hifas no interior dos tecidos, é provavel que o seu crescimento
tenha mais semelhancas com o que se observa in vitro, pois, apds ter vencido as barreiras que

dificultam a penetracdo entre as células do hospedeiro, as hifas podem, em seguida focar toda
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a sua maquinaria celular para a simples absor¢ao dos nutrientes disponiveis a sua volta, tal

como o fazem in vitro.

Brummer et al. (2002) pesquisaram a producdo de B-quercinina por P. quercina em
tecidos radiculares de Q. robur e provaram, por meios imunocitoquimicos, que esta elicitina
estava presente nos tecidos durante toda a fase de crescimento do patogénio, acompanhando,
de uma forma proporcional, o aumento de biomassa. A expressdo do gene fcin apresentou
uma diminui¢do ao longo da infeccdo. Embora estes resultados parecam, a primeira vista,
contraditdrios, de facto ndo o sdo. No tempo pds-inoculacio t, a quantificacdo directa da
elicitina nos tecidos contabiliza a proteina formada no tempo t; no tempo t+0t a elicitina
quantificada serd a soma da proteina neo-formada com a proteina ja presente nos tecidos. A
quantificacdo da biomassa segue a mesma linha. Ainda que afectada de algum erro, a
expressdo do gene da actina continua ligada a biomassa, e a quantificacdo do gene no tempo
t+0t engloba a expressdo nas hifas neo-formadas bem como nas hifas formadas no tempo t. O
facto do gene fcin diminuir a sua expressdo ao longo do processo de invasdo dos tecidos
significa que a sua expressdo nao tem uma relagdo proporcional com a biomassa total
presente. Por outro lado, a expressdo do gene da PB-cinamomina no periodo inicial de
colonizagdo dos tecidos indica que a proteina tem um papel na patogénese. Provavelmente, a
expressdo do gene sé ocorrerd nas hifas durante o periodo do primeiro contacto com os
tecidos do hospedeiro, cessando posteriormente. O mRNA correspondente a expressao inicial
serd degradado mas a elicitina formada nesse periodo permanecera nos tecidos, continuando a
exercer, ou ndo, a fun¢do que tornou necessdria a sua sintese. Portanto os transcritos
detectados corresponderdo a expressao em hifas que se encontram na “frente de batalha” com

o hospedeiro.

Fleischmann et al. (2005) examinaram a expressdo do gene da citricolina, a-elicitina
de P. citricola, em tecidos radiculares de Fagus sylvatica através de RT-PCR em tempo real.
O gene foi detectado seis horas apds a inoculagdo, mas apenas aumentou significativamente a
sua expressao trés dias apds a inoculagdo, atingido um méximo de expressdo ao quinto.
Através de RT-PCR semi-quantitativa, Huitema et al. (2005) detectaram a presenca do
transcrito do gene da infestina, a-elicitina de P. infestans, um dia apés a infec¢do de folhas de
tomateiro, verificando-se a expressdao mais alta deste gene quatro dias apds a inoculagdo. O
gene acin apresentou uma expressao que aumentou ao longo do tempo, mostrando o valor
mais alto trinta e seis horas apds a infeccao. Este resultado estd, globalmente, de acordo com

os outros estudos efectuados em a-elicitinas: as diferencas na escala temporal devem-se ao
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método de infec¢do usado. No presente trabalho, o inéculo inicial foi mais abundante, o que
permitiu uma mais célere colonizacdo dos tecidos. Assim, terdo sido atingidas mais
rapidamente as condi¢des que induzem o aumento da expressdo. A expressdo mixima destas
elicitinas aparece associada ao aparecimento de tecidos necréticos, numa fase do processo
infeccioso em que € de esperar esporulacao e, possivelmente, a sua fungdo estard relacionada
com algum destes fendmenos ou ainda com a sobrevivéncia do oomiceta de um modo

saprofitico.

Foi sugerido, com base na conservagdo observada das zonas 5S’UTR e dos peptideos
sinal dos genes das elicitinas, (entre genes da mesma classe), que estas sequéncias estariam
envolvidas na regulacdo diferencial destes genes (Ponchet et al., 1999). Por outro lado, foi
proposto que o agrupamento dos genes em cluster pode ser importante para a sua expressao
simultanea (Jiang et al., 2006). Os isolamentos de P. cinnamomi investigados no presente
trabalho apresentaram uma expressdo diferencial dos genes do cluster das elicitinas, pois a
quantidade de transcritos das diferentes classes detectados nas varias condi¢des de cultura foi
distinto. Por outro lado, os diferentes genes mostraram padrdoes de indugdo/repressao
concertados relativamente aos pares localizados, entre si, a menor distncia no cluster (fcin —
HAEacin e acin — HAEfcin). Ou seja, seria de esperar que os genes HAE sofressem padrdes
de indugdo semelhantes, o que ndo aconteceu, pois, aparentemente, a expressao destes genes
estd sob regulacdo dos mesmos factores que controlam a expressdo do gene da elicitina
canodnica situado a jusante no cluster. Esta observacdo coloca, assim, duas hipdteses: ou as
elicitinas HAE possuem uma funcdo relacionada com a funcdo da expressdo das elicitinas
canodnicas que sao expressas em periodos idénticos ou os transcritos HAE poderdo ser, apenas,
o fruto de pseudogenes, que sdo expressos apenas pela accdo de factores que, actuando
preferencialmente sobre os genes das elicitinas canénicas, acabam, também, por induzir a

expressdo dos genes HAE mais proximos.
Dos resultados obtidos para a estirpe FATSS destaca-se que:
e A expressdo do gene fcin ndo € detectdvel, bem como o gene HAEocin.

e O gene acin s6 € detectavel apés um periodo mais longo pés-infec¢do e a sua indugdo é

menos acentuada, quando comparada com a do isolamento selvagem PA45.

e O gene HAEfcin s6 é detectavel num estado avancado da infec¢do mas a sua expressao

apresentou-se mais elevada do que no isolamento selvagem PA45.
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Os resultados mencionados nos dois primeiros pontos eram esperados, de acordo com
o comportamento do co-transformante em culturas in vitro. O silenciamento do gene fcin
manteve-se, assim, durante o crescimento in planta. Ja o facto de gene HAEfcin apresentar
uma expressao mais elevada do que no isolamento selvagem nao era de prever. Contudo, este
facto poderd dever-se aos erros na quantificagdo de um reduzido nimero de transcritos: nestes
casos, as variagdes no valor de uma cdpia podem levar a alteragdes significativas no

resultado, dada a amplificagdo dessa variacao no processo de normalizacao.

As principais conclusdes retiradas destes trabalhos de quantificagdo de expressdo dos
genes das elicitinas foram provenientes da andlise dos isolamentos selvagens cultivados in
planta. A expressido do gene da f-cinamomina no periodo inicial de coloniza¢do dos tecidos
indica que esta proteina tem um papel a desempenhar no processo infeccioso. Por outro lado,
a existéncia de padrdes de expressdo distintos para os genes da 3- e da a-cinamomina, que se
manifestaram em fases diferentes do processo de patogénese, revela que estas proteinas,

muito provavelmente, nao possuem funcdes idénticas.

I11.3.2. Obtencao de perfis de RNA mensageiro: cDNA-AFLP

Na secc¢do anterior deste capitulo foi descrita a quantificacdo da expressao dos genes
das elicitinas. Se estas proteinas estiverem relacionadas com uma funcdo importante na
biologia destes organismos, serd 16gico esperar que o silenciamento genético induzido ao gene
fcin acarrete consequéncias a nivel da expressao de outros genes, cujo papel esteja, de algum
modo, associado ao das elicitinas. Assim, a técnica de cDNA-AFLP foi usada tendo como
objectivo primdrio a obten¢do de perfis de expressdao genética em que fosse possivel
identificar transcritos expressos de uma forma diferencial, como resultado da inibi¢do da

sintese de f-cinamomina.

A Figura 1.8 exemplifica os perfis de expressdo obtidos para algumas das amostras

em estudo, com uma das combinagdes de primers.
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Figura IIL.8: Um exemplo dos perfis de expressio obtidos por cDNA-AFLP gerados pela combinagdo de
primers 119 (EcoRI-0; MseI-TGG). Na figura foi assinalado um dos fragmentos com expressao diferencial que
foi clonado e sequenciado. As amostras foram corridas em duplicado para preservar intacto um perfil original

apds a excisdo do fragmento.
(M) = Marcador molecular (30-330pb AFLP DNA Ladder, Invitrogen).

(1) = PA45, V4C, 15 dias (5) = PA45, V4C, 3 dias
(2) = PA45, MSE, 15 dias (6) = PA45, MSE, 3 dias
(3) = FATSS, V,C, 15 dias (7) = FATSS, V4C, 3 dias
(4) = PA37, V4C, 15 dias (8) = PA37, V4C, 3 dias
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Como ponto de partida, seria de esperar que a expressao da cassete de resisténcia a
higromicina desse origem a fragmentos que se iriam manifestar diferencialmente em relagao
aos isolamentos selvagens e estirpes transformadas. Contudo, o reconhecimento desses
transcritos ndo era prioritario. Uma maneira de evitar a valorizagdo desses transcritos seria
identificar os transcritos ausentes em isolamentos selvagens mas presentes tanto na estirpe co-
transformada (resistente ao antibidtico e com gene fcin silenciado) como na estirpe com
transformagdo simples (resistente ao antibidtico). Porém, esta abordagem ndo se revelou
vidvel, ji que, nos trabalhos de transformacdo ndo foi possivel gerar os dois tipos de
transformantes a partir de um mesmo isolamento selvagem. Ou seja, como o co-transformante
FATSS teve origem no isolamento selvagem PA45 e o transformante 13C derivou do
isolamento selvagem PA37, ndo existia um fundo genético comum contra o qual se pudesse
efectuar a subtrac¢do de transcritos mencionada anteriormente. Estas diferengcas foram
confirmadas nos perfis genéticos obtidos para ambos os isolamentos selvagens, com o
aparecimento de inimeros polimorfismos, originados por expressao diferencial ou diferencas
nas sequéncias de DNA. Por esse motivo, a andlise focou-se essencialmente nos resultados

alcangados para os isolamentos PA45 e FATSS.

Com base nos perfis obtidos com as oito combinagdes de primers utilizadas, foi
possivel identificar 348 fragmentos com uma expressdo diferencial (presenca/auséncia da
banda ou marcada diferenca de intensidade) para os isolamentos PA45 e FATSS, nas
condi¢des estudadas (em meio VgC ou MSE, durante 3 ou 15 dias). A complexidade da
distribuicdo destes fragmentos diferenciais revelou-se elevada. De entre estes transcritos,

destacou-se a presenca de:

® 19 fragmentos apenas presentes em PA45 cultivado em meio VgC durante 3 dias;

4 fragmentos apenas presentes em PA45 cultivado em meio VgC durante 15 dias;
e 5 fragmentos apenas presentes em PA45 cultivado em meio MSE durante 3 dias;

e 2 fragmentos apenas presentes em PA45 cultivado em meio MSE durante 15 dias;
® 6 fragmentos apenas presentes em FATSS cultivado em meio VsC durante 3 dias;
e 7 fragmentos apenas presentes em FATSS cultivado em meio VsC durante 15 dias;

e 2 fragmentos apenas presentes em PA45 cultivado em meio VgC (durante 3 e 15

dias);
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* 5 fragmentos apenas presentes em FATSS cultivado em meio VgC (durante 3 e 15

dias).

Muitas vezes a presenca de transcritos diferenciais ndo mostrou uma légica evidente,
existindo, por exemplo, fragmentos apenas presentes nos perfis dos isolamentos PA45
cultivado em meio VgC durante 3 dias e do FATSS cultivado em meio VgC durante 15 dias ou
fragmentos apenas presentes nos perfis dos isolamentos PA45 cultivado em meio MSE

durante 15 dias e do FATSS cultivado em meio VgC durante 3 dias.

Apesar de certas associacdes de expressdo serem, aparentemente, incongruentes, a
técnica de cDNA-AFLP revelou-se um poderoso instrumento para abrir caminho na

descoberta de genes cuja expressdo estd potencialmente associada a actividade das elicitinas.

I11.3.2.1. Homologias das sequéncias de fragmentos cDNA-AFLP

Todos os fragmentos cuja expressdo se manifestou diferencial nos isolamentos e
condi¢des de cultura estudados foram excisados do gel e sujeitos a reamplificacdo. A

Figura II1.9 mostra um exemplo dos produtos obtidos.

19 20 21 22 23 2 24 25
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Figura II1.9: Visualizacdo, por electroforese em gel de agarose (1%), dos produtos de reamplificacdo de 25
fragmentos cDNA-AFLP gerados diferencialmente pela combinagdo de primers 103 (EcoRI-ATG; Msel-ACC)
e excisados do gel. Os nimeros correspondem a identificacdo do fragmento. (M) = Marcador molecular (/23pb
DNA Ladder, Invitrogen).

Dos 50 fragmentos diferenciais referidos anteriormente, foi decidido iniciar a

caracterizacdo por sequenciacdo daqueles que, durante as reac¢des de reamplificagdo
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apresentassem uma banda unica, sem sinais de subprodutos ndo especificos. Nestas
condi¢cdes, foram identificados 37 transcritos, 22 dos quais foram aleatoriamente

seleccionados e clonados.

As sequéncias nucleotidicas obtidas estdo presentes no Anexo 10; trés das sequéncias
obtidas ndo apresentavam o tamanho esperado para o fragmento inicialmente clonado, nem
sequer mostravam a presenca dos adaptadores sintéticos. Nao foi possivel determinar as
causas do falhanco destas sequenciacdes, pois todos os clones foram seleccionados com base

em ensaios de restri¢cdo, que confirmaram a presenca de insertos com o tamanho previsto.

A Tabela III.15 resume os dados obtidos para a pesquisa de homologias dos

fragmentos sequenciados.

Na andlise dos fragmentos diferencialmente expressos referidos adiante existe uma
importante consideracdo a ser tida em atencdo. O motivo da presenga ou auséncia de
fragmentos de expressao diferencial que apenas estdo presentes nos perfis obtidos a partir de
um dos isolamentos (PA45 selvagem ou FATSS transformado) poderd residir em vérios
factores: na auséncia da -cinamomina ou nas alteracdes provocadas no metabolismo normal
do patogénio derivadas da expressdo da resisténcia ao antibidtico e/ou ainda, da inserc@o
aleatdria no genoma dos transgenes usados na transformacao. Os polimorfismos observados
entre os isolamentos PA45 e PA37 ndo permitiram o uso dos perfis obtidos para o
transformante 13C na subtraccdo de fragmentos diferenciais derivados da expressdo da
resisténcia ao antibidtico e a existéncia de um s6 co-transformante derivado do isolamento

PAA45 ndo possibilita o afastamento da hipétese da insercao aleatoria.

Apesar do grande aumento de informagdo genética disponivel para o género
Phytophthora, bem como para muitos outros organismos, para seis das sequéncias obtidas
para os transcritos diferenciais ndo foi possivel encontrar qualquer homologia. Guo et al.
(2006), também, encontraram dificuldades na pesquisa de homologias para sequéncias
derivadas de fragmentos de cDNA-AFLP obtidos em P. infestans: para 56% de 142
fragmentos sequenciados ndao foram obtidas semelhangas com sequéncias de EST ja
conhecidas e depositadas no GenBank ou nas bases de dados de EST de P. infestans.
Pesquisas na base de dados portadora das sequéncias completas dos genomas de P. sojae e P.
ramorum mostraram que mais de um terco dos transcritos nao possui homdélogos nestes

organismos.
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Tabela III.15: Homologias existentes entre fragmentos cDNA-AFLP que se expressam diferenciadamente e
sequéncias presentes nas bases de dados.

Dados de Homologia

Cédigo do Ori Tamanho (pb) Organismo; identificaciio da sequéncia Blast
rigem .o = .
fragmento Combinacao Funcio associada Score
Base de dados
264 Phytophthora sojae (Ps38061188) (mRNA)
2A PA45 - ViC, 3 dias 103 Proteina ndo classificada (fung@o desconhecida) 5e™
COGEME (TBLASTX)
FATSS - V3C, 3 dias 203 . . o
SA FATSS — V4C. 15 dias 103 Homologia sem significado -
319 Thiomicrospira crunogena XCL-2 (ABB42016) (DNA)
22 A PA45 - ViC, 15 dias 103 Hipotética proteina Ter_1422 2¢710
GENBANK (TBLASTX)
. 480 . . o
29 A FATSS - ViC, 15 dias 01 Homologia sem significado -
175 Phytophthora ramorum (scatfold_122:156396-158296) (DNA)
45C PA45 — ViC, 3 dias _-— Carboxipeptidase lisossomal Pro-X ? le™®
JGI (BLASTN)
644 Homo sapiens (cromossoma 7)(NG_001333.1)(DNA)
110 A PA45 — ViC, 3 dias 109 Zona nao codificante 0
GENBANK (BLASTN)
558 Pseudomonas fluorescens (DQ172833.1) (DNA)
112 A PA45 — ViC, 3 dias . Operio Ant (antranilato dioxigenase) 7e'
GENBANK (BLASTN)
FATSS - ViC. 3 dias 296 Phyto/phthora sojae (scaffold_Z.l :8?2%81-88162) (DNA) »
119C FATSS — VC. 15 dias 109 Proteina semelhante a kanadaptina 8e
= JGI (BLASTN)
FATSS - ViC. 3 dias 338 Phyto/phthi)ra rarr{o.rum (scaffoNId_36:13905?-143071) (DNA) B
150 E FATSS — VC. 15 dias 110 Proteina ndo classificada (fung¢@o desconhecida) e
& JGI (TBLASTX)
. 184 . L o
169 B FATSS - ViC, 3 dias 110 Homologia sem significado -
. 131 . e W
175D PA45 — ViC, 3 dias 10 Homologia sem significado -
. 85 . L o
185 A FATSS - ViC, 3 dias 110 Homologia sem significado -
223 Homo sapiens (BX571818)(DNA)
204 A FATSS - ViC, 15 dias 117 Zona nao codificante 2¢e1
GENBANK (BLASTN)
566 Phytophthora sojae (Ps_006_22629_Jun03) (RNAm)
223 A FATSS — ViC, 3 dias 17 Citocromo ¢ oxidase (subunidade 6b) e'
PFGD (BLASTN)
299 Propionibacterium acnes KPA171202(AE017283)(DNA)
255 A PA45 - ViC, 3 dias 118 Hipotética CoA ligase de 4cido gordo de cadeia longa 471
GENBANK (BLASTN)
206 Methylobacillus flagellatus KT (CP000284.1)(DNA)
266 A PA45 — ViC, 3 dias 118 Hipotética proteina Thi C (biossintese da tiamina) 2e?
GENBANK (BLASTN)
PA45 — ViC. 3 dias 201 Horr.li) sapiens (A?026101)(DNA) N
267 A PA45 — ViC. 15 dias 18 Regido de repeticao Se
- ) GENBANK (BLASTN)
150 Homo sapiens (AL592483.6)(DNA)
275 B FATSS - ViC, 15 dias s Zona nio codificante 5¢78
GENBANK (BLASTN)
310 A PA45 - ViC, 15 dias 11193 Homologia sem significado M -

(1) As homologias foram consideradas sem significado sempre que oE<10e (2) Possivel funcdo do gene associado
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A kanadaptina (kidney anion exchanger adaptor protein) foi identificada recentemente
como sendo uma proteina com actividade de ligacio ao dominio citoplasmatico do
transportador aniénico CI/HCO; independente de Na* 1, (kAEL, kidney anion exchanger 1)
(Chen et al., 1998). No entanto, a sua presenca também foi abundantemente detectada em
tecidos em que o kAE1 estd ausente, pelo que esta proteina possuird, muito presumivelmente,
outras funcdes celulares (Hubner er al., 2002). Esta hipétese é suportada pela sua estrutura
com multiplos dominios e com a existéncia de trés agrupamentos de aminoécidos basicos que
exibem semelhancas com sequéncias conhecidas para a localizagdo nuclear de proteinas
(NLSs, Nuclear Localization Sequences), que funcionam como sinais de translocacdo e
retencao desta proteina para o nuicleo, onde assumird, possivelmente, um papel de sinalizagao.
A kanadaptina é pois uma proteina cariofilica, capaz de residir tanto no nicleo como no
citoplasma (Hubner et al., 2000). O fragmento cDNA-AFLP 119 C codifica, hipoteticamente,
uma proteina que apresenta semelhancas com a kanadaptina e foi identificado apenas em
culturas da estirpe transformada FATSS e apresenta homologia com uma sequéncia derivada
da sequenciacdo do genoma de P. sojae. Curiosamente, no modelo de silenciamento genético
proposto por West et al. (1999a) para P. infestans, é considerada a intervencdo de um factor
de silenciamento difusivel que actua em trans e se move entre nucleos. Este factor poderia ser

uma proteina com as caracteristicas acima mencionadas da kanadaptina.

A tiamina (vitamina B1) € amplamente conhecida como cofactor essencial de
inimeras enzimas envolvidas no metabolismo primdrio dos hidratos de carbono e
aminodcidos, entre outras vias bioquimicas celulares. Erwin e Ribeiro (1996) efectuaram uma
revisao das vérias condi¢des de cultura de Phytophthora spp, onde é reafirmada a exigéncia
de uma fonte exdgena de tiamina (vitamina B1) para o crescimento destes oomicetas. Por
oposi¢do, os membros do género Pythium, intimamente relacionado com Phytophthora, sao
capazes de sintetizar este composto. A dependéncia do fornecimento externo de tiamina em
Phytophthora spp poderd, pois, derivar de uma mutagdo num dos genes intervenientes na via
biossintética desta vitamina. O fragmento cDNA-AFLP 266 A apresenta uma sequéncia
codificante para uma possivel enzima envolvida na biossintese da tiamina, expresso
exclusivamente no meio VgC pelo isolamento selvagem PA45 com trés dias de cultura. O
facto da via biossintética da tiamina ndo estar completamente funcional no género
Phytophthora nao implica necessariamente que alguns dos seus componentes ndo continuem a
expressar-se, nomeadamente num periodo em que o patogénio estd numa fase de crescimento

activo (com grandes exigéncias em cofactores) € o meio ambiente envolvente fornece os
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estimulos adequados. Seria este o caso da jovem cultura do isolamento PA45 em meio
complexo VgC. Dois dos genes mais abundantemente expressos pelo fungo fitopatogénico
Uromyces fabae durante o seu crescimento in planta estao envolvidos na biossintese da
tiamina, indicando que este composto ndo estd presente nas células do hospedeiro em
quantidade suficiente para suportar o crescimento deste patogénio. (Hanh e Mendgen, 1997).
Do mesmo modo, o micélio de P. cinnamomi poderd requerer maiores quantidades de
vitamina B1 do que aquelas que o meio VgC fornece; a maquinaria celular predispde-se a
responder a chamada mas ndo chega ao produto final, e o crescimento observado resulta
apenas das quantidades, limitantes, fornecidas externamente. O meio MSE € um meio
definido e possui na sua composicao tiamina; por isso, o fragmento 266 A ndo aparece nos
perfis de expressdo obtidos a partir de micélio nele cultivado, pois ndo existe a necessidade de
activacdo da respectiva via biossintética; talvez seja este fornecimento exdgeno de vitamina
B1 que explique o aumento de biomassa mais acelerado tipicamente observado para micélio
cultivado em MSE, quando comparado com micélio cultivado em VgC. As culturas com 15
dias também ndo apresentaram perfis com o fragmento 266 A porque sdo culturas
envelhecidas, numa fase de crescimento quase nulo, em que a necessidade dos cofactores
vitaminicos serd diminuta. Seria interessante determinar a sequéncia completa do gene a partir
do qual foi derivado este fragmento: isso permitiria desvendar se ele codifica para uma
enzima nao funcional ou se a interrup¢ao da via biossintética da tiamina se localiza a outro
nivel. Por outro lado, é sempre possivel que a enzima possa actuar sobre um substrato atipico

e assuma funcdes diferentes daquela acima descrita.

A sequéncia do fragmento 255 A apresentou homologia com uma proteina CoA-ligase
de acidos gordos de cadeia longa e esta ligada a biossintese de lipidos. Em Phytophthora spp,
como noutros microrganismos, a composicao celular em 4cidos gordos € fortemente
influenciada por varidveis ambientais — substrato, tempo e temperatura de crescimento
(Larkin e Groves, 2003). Serd por isso de esperar que a transcricao de sequéncias relacionadas
com as enzimas envolvidas na sintese desses lipidos também seja diferente, consoante as
condi¢des de crescimento, sendo esta a razdo pela qual o fragmento 255 A foi apenas
identificado no perfil de expressdo obtido para o isolamento PA45 cultivado durante trés dias
em meio VgC e ndo nos perfis obtidos com meio MSE ou nas culturas com quinze dias do
mesmo isolamento. Panabieres er al. (2005) relataram a presenca abundante de sequéncias
relacionadas com a sintese de dcidos gordos (3,84%, 137 sequéncias num total de 3568) num

banco de EST geradas a partir de micélio cultivado num meio sintético (semelhante ao MSE
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usado no presente trabalho). Este facto € indicador de que o crescimento vegetativo observado
in vitro é acompanhado por uma actividade de transcri¢do destinada a formagdo de reservas
lipidicas. Estes autores também detectaram grande quantidade de transcritos de diferentes
membros da familia das elicitinas e, tendo em conta a funcio geral proposta para as elicitinas
como proteinas ligantes de lipidos, foi sugerido que deveriam ser realizados estudos em varias
condicdes fisiologicas de modo a determinar se existe uma expressdo coordenada destes dois
tipos de sequéncias: das elicitinas e de ESTs relevantes para o metabolismo dos lipidos. No
presente trabalho foi constatada a auséncia do transcrito 255 A, associado 4 sintese de dcidos
gordos, nos perfis revelados para a estirpe transformada FATSS, que possui o gene fcin

silenciado e apresenta uma diminui¢do na transcri¢ao dos genes de outras elicitinas.

N

O excesso de aminodcidos, quer seja devido a sua presenga enquanto nutriente
fornecido pelo substrato de crescimento, quer seja pela degradacdo natural das proteinas
celulares, leva muitas vezes a sua degradacdo. Os produtos do catabolismo das cadeias
carbonadas dos aminodcidos convergem com as grandes vias do metabolismo; assim, a
degradacdo dos aminodcidos pode gerar intermedidrios do ciclo do &cido citrico, piruvato ou
acetil-CoA. Por sua vez, estas moléculas vao alimentar a gluconeogénese (intermediarios do
ciclo do 4cido citrico) ou a formagdo de acidos gordos ou corpos cetdnicos (acetil-CoA)
(Horton et al., 1992). A sequéncia do fragmento 112 A, identificado apenas no perfil de
expressdo obtido para o isolamento PA45 cultivado durante trés dias em meio VsC,
apresentou homologia com a enzima antranilato dioxigenase, proteina envolvida numa via
bacteriana de degradac¢do do triptofano (Bundy et al., 1998). O catabolismo do triptofano gera
acetil-CoA (Horton ef al., 1992), pelo que esté relacionado com a sintese de dcidos gordos. E
de assinalar que foi observada a inexisténcia do transcrito 112 A, ligado, ainda que de uma
forma indirecta, a sintese lipidica, nos perfis revelados para a estirpe transformada FATSS,
que possui o gene fcin silenciado e apresenta uma diminui¢do na transcricdo dos genes de
outras elicitinas. A auséncia do fragmento 112 A no perfil do isolamento PA45 cultivado em
meio MSE durante trés dias poderd apontar para o facto da via catabdlica do triptofano estar
inibida porque o triptofano disponivel ndo atingiu os niveis de excesso celular ou porque a
quantidade necessdria de acetil-CoA estd a ser fornecida ao micélio por outras vias
bioquimicas. As culturas com 15 dias também nao apresentaram perfis com o fragmento 112
A porque, sendo culturas envelhecidas, quer a quantidade de triptofano disponivel, quer as
possiveis caréncias nos intermedidrios gerados pela sua degradacdo, ndo serdo assinaldveis e

capazes de desencadear a via catabdlica deste aminodécido.
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A sequéncia do fragmento 223 A mostrou homologia com a subunidade 6b do
complexo proteico citocromo c¢ oxidase. Este complexo, que faz parte da cadeia
transportadora de electrdes localizada nas mitocOndrias, pode apresentar varias isoformas para
algumas das suas subunidades e a expressao destas isoformas estd sujeita a regulagdo (revisto
por Grossmann e Lomax, 1997). O facto do transcrito 223 A apresentar expressao apenas no
perfil obtido para a estirpe FATSS cultivada durante trés dias em meio VgC pode significar
que o micélio deste transformante cultivado nestas condi¢des estd sujeito a um desses
mecanismos de regulacdo, que activa a transcri¢do de sequéncias associadas a esta subunidade
6b, o que ndo acontece para as outras culturas estudadas. A expressdo diferencial de uma
sequéncia com semelhancas a uma subunidade 6b da citocromo ¢ oxidase também foi
detectada num banco de EST gerado a partir de quistos germinados de P. nicotianae € nao
estava presente nos outros bancos de EST que foram gerados a partir de hifas em crescimento

vegetativo, hifas em fase de esporulacdo, zodsporos ou tecidos infectados (Shan et al., 2004).

A sequéncia do fragmento 45 C mostrou homologia com uma carboxipeptidase
lisossomal, enzima associada a degradacao de proteinas. A sua presenca apenas identificada
no perfil de expressdo obtido para o isolamento PA45, cultivado durante trés dias em meio
VisC e ndo nos perfis obtidos com meio MSE ou nas culturas com quinze dias do mesmo
isolamento, pode indicar uma actividade reguladora associada somente a certas
circunstancias. A estirpe transformada FATSS, sujeita as mesmas condi¢des, ndo apresentou
expressdo deste transcrito, o que pode indicar uma deficiéncia a nivel desses mecanismos de

regulacdo.

Para os transcritos diferenciadamente expressos para os quais nao foram encontradas
homologias significativas ou que, mesmo mostrando homologia, nio foi possivel atribuir uma
fungdo celular, poucas consideracdes haverd a tecer. Possivelmente s6 a sequenciagdo
completa dos genes associados a esses fragmentos podera ajudar a elucidar os seus possiveis
papéis bioldgicos, bem como uma nova consulta as bases de dados de sequéncias, que,

estando em constante actualizacdo, poderao vir a fornecer novas informagdes.

Resta acrescentar que, futuramente, deverd ser efectuada uma validagdo dos padrdes
de expressdao do cDNA-AFLP obtidos. Isto é, a condi¢@o de transcrito diferencialmente obtido
por cDNA-AFLP deverd ser confirmada por outros métodos, como por exemplo, Northern

blotting ou amplificacdo RT-PCR especifica.
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Nesta fase do presente trabalho ficou demonstrado que o transformante FATSS possui
alteracdes no seu perfil de expressao genética que vao para além da auséncia de expressao do
gene codificante da B-cinamomina. Fica por esclarecer em definitivo se os genes com
expressdo diferencial neste transformante t€m func¢des em processos que sao afectados pelo
silenciamento desta elicitina. Nesta primeira fase de sequenciagdo foram identificados
transcritos com funcdes particularmente interessantes e que apontam nesse sentido.
Nomeadamente, os transcritos cujas sequéncias possuem homologias com genes
potencialmente associados a biossintese de lipidos poderdo estar relacionados com a ac¢ao
das elicitinas, jd que a unica funcdo bioldgica atribuida, até a presente data, a esta familia de

proteinas, é a sua capacidade de ligacdo a moléculas do tipo lipidico.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar da enorme quantidade de trabalhos publicados sobre os efeitos das elicitinas
nas plantas, poucos sdo os estudos divulgados sobre o papel intrinseco destas proteinas na
biologia dos membros dos géneros produtores, Phytophthora e Pythium. A sua grande
conservacgdo e a sua sintese em condi¢des de crescimento in vitro € in planta evidencia, sem
davida, fungdes relevantes. O principal intuito dos trabalhos realizados no ambito desta tese
foi contribuir para o esclarecimento do papel biolégico das elicitinas durante o processo de

patogénese.

A quantificacdo da expressdo dos genes das elicitinas efectuada em isolamentos
selvagens de P. cinnamomi, cultivados in planta, mostrou que a transcri¢do dos genes da 3 e
da o cinamominas € activada em fases diferentes do processo infeccioso. Esta observacdo
indica que estas proteinas, apesar de muito semelhantes, ndo possuem uma mesma fungao.
Em alternativa, poderdo funcionar como sucedineos que melhor actuam em contextos
distintos, face as alteracoes do meio circundante do patogénio que ocorrem durante a
colonizag¢do dos tecidos. A expressdao do gene da -cinamomina no periodo inicial de infec¢cao

indica que esta elicitina participa neste processo, nem que seja de uma forma indirecta.

O silenciamento genético constitui uma poderosa metodologia para a investigacao de
genes com fun¢do desconhecida. A sua aplicac@o ao gene ficin de P. cinnamomi foi alcangada,
tendo sido possivel verificar a auséncia da proteina B-cinamomina em filtrados de meios de
cultura e a auséncia de expressao do respectivo mRNA no patogénio cultivado in vitro e in
planta. Estes trabalhos, também forneceram mais uma evidéncia de que o mecanismo de

silenciamento genético que actua em Phytophthora € localizado a nivel da transcrigdo.

A estirpe transformada com o gene fcin silenciado manteve a capacidade de invadir e
colonizar tecidos vegetais mas manifestou uma acentuada redugdo de viruléncia, deduzida
pelo menor grau de gravidade dos sintomas de doenca radicular apresentados por plantas de
Q. suber infectadas com esta estirpe. Contudo, ndo foi possivel provar que essa diminui¢do de
patogenicidade se deveu a auséncia da [-cinamomina, pois dificuldades na fase de
transformacgao genética apenas permitiram a obten¢@o de um tnico transformante com o gene
[cin silenciado. Por esse motivo, a insercdo aleatéria dos vectores plasmidicos, usados na
transformac¢do, no genoma hospedeiro, ndo podera ser excluida das possiveis causas de quebra

de viruléncia.
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As modificacdes observadas no padrao de expressdao genética da estirpe com o gene
[cin silenciado permitiram identificar transcritos com expressao diferencial e cujas sequéncias
possuem homologias com genes potencialmente associados a biossintese de lipidos. Tendo
em conta a actividade molecular demonstrada para as elicitinas, de ligacdo e transporte de
esterdis e outras moléculas de natureza lipidica, parece provavel que pelo menos algumas das

alteracoes no perfil genético do transformante estejam ligadas a auséncia da B-cinamomina.

A maior dificuldade encontrada no decorrer destes trabalhos foi a recalcitrancia a
transformacdo genética observada nos isolamentos de P. cinnamomi. Ensaios futuros que
recorram a esta metodologia neste microrganismo deverao fazer uso de novos vectores de
transformacdo divulgados recentemente que, alegadamente, facilitam a transformacdo de
oomicetas. Novas tentativas de silenciamento genético deverdo recorrer a técnica de iRNA,
que foi ja demonstrada como exequivel em Phytophthora. O uso de sequéncias curtas podera
facilitar o silenciamento conjunto de vérios genes de uma mesma familia, como € o caso das

elicitinas.

No enquadramento global em que se insere esta tese, estudo da doenca do declinio do
sobreiro e da azinheira provocada por P. cinnamomi, a existéncia de um transformante com
patogenicidade reduzida € de grande utilidade. O estudo dos locais de inserc@o dos transgenes
no genoma deste mutante e a continuacdo do trabalho de identificacdo e andlise dos
transcritos diferencialmente expressos poderd fornecer pistas importantes acerca da interac¢ao
planta-agente patogénico e, consequentemente, desvendar possiveis pontos de intervencao

para o controlo da doenca.
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Anexo 1 - Alinhamento de Sequéncias dos Genes Hpt¢

1 60
hptl - U09715 (1) ——— ATGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGAC
hpt2 - U40398 (1) ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTIGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGAC

hpt3 - AF294982 (1) ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTIGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGAC
Consensus (1) ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTIGTCGAGAAGTTTICTGATCGAAAAGTTCGAC

61 120
hptl - U09715 (55) AGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGAT
hpt2 - U40398 (61) AGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGAT

hpt3 - AF294982 (61) AGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTICGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGAT
Consensus (61) AGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGAT

121 180
hptl - U09715 (115) GTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGAT
hpt2 - U40398 (121) GTAGGAGGGCGTGGATATGICCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGAT

hpt3 - AF294982 (121) GTAGGAGGGCGTGGATATGICCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGAT
Consensus (121) GTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGAT

181 240
hptl - U09715 (175) CGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATT
hpt2 - U40398 (181) CGTTATGTITTATCGGCACTITGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTITGACATT

hpt3 - AF294982 (181) CGTTATGTITTATCGGCACTITGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTITGACATT
Consensus (181) CGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATT

241 300
hptl - U09715 (235) GGGGAATTCAGCGAGAGCCTIGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTIGICACGTTIG
hpt2 - U40398 (241) GGGGAATTCAGCGAGAGCCTIGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTIGICACGTTIG

hpt3 - AF294982 (241) GGGGAGTTTAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTG
Consensus (241) GGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTG

301 360
hptl - U09715 (295) CAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGAT
hpt2 - U40398 (301) CAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGAT

hpt3 - AF294982 (301) CAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGAT
Consensus (301) CAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGAT

361 420
hptl - U09715 (355) GCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGA
hpt2 - U40398 (361) GCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGA

hpt3 - AF294982 (361) GCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGA
Consensus (361) GCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGA

421 480
hptl - U09715 (415) ATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTAT
hpt2 - U40398 (421) ATCGGTCAATACACTACATGGCGIGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTAT

hpt3 - AF294982 (421) ATCGGTCAATACACTACATGGCGIGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTAT
Consensus (421) ATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTAT

481 540
hptl - U09715 (475) CACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAG
hpt2 - U40398 (481) CACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTICGCGCAGGCTCTICGATGAG

hpt3 - AF294982 (481) CACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTICCGTICGCGCAGGCTCTICGATGAG
Consensus (481) CACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAG

541 600
hptl - U09715 (535) CTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTITCGGC
hpt2 - U40398 (541) CTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGC

hpt3 - AF294982 (541) CTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGC
Consensus (541) CTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGC

601 660
hptl - U09715 (595) TCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCG
hpt2 - U40398 (601) TCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCG

hpt3 - AF294982 (601) TCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCG
Consensus (601) TCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCG

661 720
hptl - U09715 (655) ATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTITCTITCTIGGAGGCCGTGGTTGGCT
hpt2 - U40398 (661) ATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTITCTITCTIGGAGGCCGTGGTTGGCT

hpt3 - AF294982 (661) ATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTICGCCAACATCTTCTTCTIGGAGGCCGTGGTITGGCT
Consensus (661) ATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTITGGCT

721 780
hptl - U09715 (715) TGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCE
hpt2 - U40398 (721) TGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTICGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCE

hpt3 - AF294982 (721) TGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTICGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCA
Consensus (721) TGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCG

781 840
hptl - U09715 (775) CGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGAC
hpt2 - U40398 (781) CGGCTCCGGGCGTATATGCTICCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTIGGTTIGAC

hpt3 - AF294982 (781) CGACTCCGGGCGTATATGCTICCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTIGGTTIGAC
Consensus (781) CGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGAC
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841 900
hptl - U09715 835) GGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGA

hpt3 - AF294982 841) GGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGA
Consensus 841) GGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGA

901 960

hptl - U09715 (895) GCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGC
hpt2 - U40398 (901) GCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGC
hpt3 - AF294982 (901) GCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGC
(

(

hpt2 - U40398 (841) GGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGA
(
(

Consensus 901) GCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGC
961 1020
hptl - U09715 955) TGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGA-—-GGGCA

hpt3 - AF294982 961) TGIGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGA---GGGCA
Consensus 961) TGIGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGA GGGCA
1021 1038
hptl - U09715 (1012) AAGGAATAG-————————
hpt2 - U40398 (1021) ATGGGGGAGGCTAACTGA
(
(

(

hpt2 - U40398 (961) TGIGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTGGGGATCGGGAG
(
(

hpt3 — AF294982

Consensus 1021) AAGGAATAG

Figura 2: Alinhamento de sequéncias genéticas de genes hpt presentes no GenBank. A verde estdo assinalados
as zonas onde foram seleccionados primers.
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Teste de comparacao de médias LSD (Minima Diferenca Significativa)

das taxas de crescimento dos isolamentos

Anexo 2

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Taxa de Crescimento

LSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
() Isolado  (J) Isolado (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
PA45 FATSS - ,24233 ,120875 ,068 -,02103 ,50570
FATSS + ,45167*| ,120875 ,003 ,18830 , 71503
PA37 ,00100 ,120875 ,994 -,26236 ,26436
13C - ,26067 ,120875 ,052 -,00270 ,52403
13C + ,33300%| ,120875 ,017 ,06964 ,59636
FATSS - PA45 -,24233 ,120875 ,068 -,50570 ,02103
FATSS + ,20933 ,120875 ,109 -,05403 47270
PA37 -,24133 ,120875 ,069 -,50470 ,02203
13C - ,01833 ,120875 ,882 -,24503 ,28170
13C + ,09067 ,120875 ,468 -,17270 ,35403
FATSS + PA45 -,45167* ,120875 ,003 -, 71503 -,18830
FATSS - -,20933 ,120875 ,109 -,47270 ,05403
PA37 -,45067* [ ,120875 ,003 -,71403 -,18730
13C - -,19100 ,120875 ,140 -,45436 ,07236
13C + -,11867 ,120875 ,346 -,38203 ,14470
PA37 PA45 -,00100 ,120875 ,994 -,26436 ,26236
FATSS - ,24133 ,120875 ,069 -,02203 ,50470
FATSS + ,45067*| ,120875 ,003 ,18730 , 71403
13C - ,25967 ,120875 ,053 -,00370 ,52303
13C + ,33200% | ,120875 ,018 ,06864 ,59536
13C - PA45 -,26067 ,120875 ,052 -,52403 ,00270
FATSS - -,01833 ,120875 ,882 -,28170 ,24503
FATSS + ,19100 ,120875 ,140 -,07236 ,45436
PA37 -,25967 ,120875 ,053 -,52303 ,00370
13C + ,07233 ,120875 ,561 -,19103 ,33570
13C + PA45 -,33300*( ,120875 ,017 -,59636 -,06964
FATSS - -,09067 ,120875 ,468 -,35403 ,17270
FATSS + ,11867 ,120875 ,346 -,14470 ,38203
PA37 -,33200* [ ,120875 ,018 -,59536 -,06864
13C - -,07233 ,120875 ,561 -,33570 ,19103

Based on observed means.

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

¢ Andlise efectuada pelo programa SPSS 14,0 para Windows.

e Analise de varidncia efectuada a valores de taxas de crescimento dos isolamentos em
meio VgCa obtidas em trés ensaios independentes (tabela das taxas de crescimento
médias na pigina seguinte).

® (+) ou (-) junto da designagdo da estirpe significa presenca ou auséncia de higromicina

B no meio de crescimento.
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Tabela 1: Taxas de crescimento didrias para os isolamentos cultivados em meio VgCa. (+) ou (-) junto da
designagdo da estirpe significa presenga ou auséncia de higromicina B no meio de crescimento.

Isolamento Taxa de crescimento média(cm/dia)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média Global | Desvio Padrio

PAA45 1,383 1,574 1,295 1,417 0,143
FATSS - 1,028 1,373 1,124 1,175 0,178
FATSS + 0,817 1,171 0,909 0,966 0,184
PA37 1,393 1,510 1,346 1,416 0,085
13C - 0,974 1,279 1,000 1,084 0,169
13C + 1,086 1,271 1,113 1,157 0,100
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Anexo 3 - Distribuiciao das plantas na estufa

Plantas de Tabaco

Testemunhas Testemunhas
A B
Al-1 a A7-7 a
A6 -6 A12-12
13C A PA37 A 13C B PA37 B
E1-49 D1-37 E7 - 55 D7 - 43
a a a a
E6 - 54 D6 - 42 E12 - 60 D12 -48
FATSS A PA45 A FATSS B PA45 B
C1-25 B1-13 C7-31 B7 -13
a a a a
C6-30 B6 - 18 C12-36 B12-18
T Entrada da Estufa...

Figura 3: Esquema da distribui¢do das plantas de Quercus suber usadas nos testes de patogenicidade no espago

da estufa.

e 13C ¢ a estirpe transformada com resisténcia a higromicina; PA37 € o seu homdlogo
selvagem.

e FATSS ¢€ a estirpe transformada com resisténcia a higromicina e em que também foi
abolida a expressdo da B-cinamomina; PA45 € o seu homélogo selvagem.

e Testemunhas sdo plantas nao infestadas.

e As plantas foram numeradas de 1 a 60 numa contagem global e de 1 a 12 dentro de
cada grupo de plantas infectadas com um dado isolamento.

e (ada grupo de plantas foi dividido nos subgrupos A e B, colocados em duas zonas

distintas da estufa.
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Anexo 4

Avaliacao das plantas de Q. suber envolvidas nos testes de patogenicidade

Tabela 2: Graus de severidade dos sintomas obtidos para os testes de viruléncia em plantas de Q. suber.

Grupo Planta iz:zg Raiz Grupo Planta 11;211::3:1 Raiz
1* 2 3 1 1,7 2,5
2 0,3 0,7 2 2,5 3,5
3 0,5 0,5 3 1,7 3,0
4% 1 2,3 4 33 3,7
5 3,5 2,0 Plantas 5 2,7 3,0
Plantas 6 0,5 0,5 infectadas com 6 0,7 3,0
Testemunha 7 0,7 1.0 o isolamento 7 3.0 3.0
PA37
8 0,5 0,5 8 3,0 3,5
9 0,7 0,5 9 2,3 3,5
10 1,7 1,7 10 2,7 33
11 0,5 1,0 11 1,7 3,0
12 0,7 0,7 12% 0,7 2,5
1 3,0 3,3 1 3,0 3,7
2 2,0 3,0 2 0,7 3,0
3 33 2,5 3 1,0 1,5
4 1,7 35 4 3,5 3,7
Plantas 5 3.0 3.0 Plantas 5 2,7 3.7
infectadas com o 6 3,5 3,0 infectadas com 6* 0,3 0,7
isolamento 7 3,0 3,0 a estirpe 7 0.7 1,7
PA4S 8 2,5 3,3 13C 8 0,5 2,0
9 3,0 3,5 9 0,7 2,5
10* 2,5 2 10 0,7 2,0
11 3,0 2,5 11 0,7 1,5
12 1,0 2,5 12 0,7 1,0
1 1,5 3,0
2% 3 33
3 1,0 1,5
4 0,7 2,0
Plantas 5 1,0 25
infectadas com a 6 1,0 0,7
estirpe 7 1,0 1,0
FATSS 8 1,0 0,7
9 1,0 1,3
10 1,0 0,7
11 1,5 1,3
12 0,5 1,3

(*) Planta excluida da andlise
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Resultados da deteccao de outliers nos valores dos graus de severidade dos

sintomas através do teste de Grubb

(Calculos efectuados com o aplicativo disponivel em http://www.graphpad.com/quickcalcs/GrubbsHowTo.cfm)

Descriptive Statistics - Testemunhas - Raiz
Mean: 1.200

SD: 0.846

# of values: 12

Outlier detected? No

Significance level: 0.05 (two-sided)

Critical value of Z: 2.41155889919

Row Value Z Significant Outlier?
1 3.0 2.127 Furthest from the rest, but not a significant outlier (P > 0.05).
2 0.7 0.591

3 0.5 0.827

4 23 1.300

5 2.0 0.945

6 0.5 0.827

7 1.0 0.236

8 0.5 0.827

9 0.5 0.827

10 1.7 0.591

11 1.0 0.236

12 0.7 0.591

Descriptive Statistics - PA45, Raiz

Mean: 2.925

SD: 0.463

# of values: 12

Outlier detected? No

Significance level: 0.05 (two-sided)
Critical value of Z: 2.41155889919

Row Value V7 Significant Outlier?
1 33 0.809

2 3.0 0.162

3 2.5 0.917

4 35 1.241

5 3.0 0.162

6 3.0 0.162

7 3.0 0.162

8 33 0.809

9 35 1.241

10 2.0 1.996 Furthest from the rest, but not a significant outlier (P > 0.05).
11 2.5 0917

12 2.5 0.917

Descriptive Statistics - FATSS, Raiz

Mean: 1.608

SD: 0.899

# of values: 12

Outlier detected? No

Significance level: 0.05 (two-sided)
Critical value of Z: 2.41155889919

Row Value y/ Significant Outlier?
1 3.0 1.548

2 3.3 1.882 Furthest from the rest, but not a significant outlier (P > 0.05)
3 1.5 0.121

4 2.0 0.436

5 2.5 0.992

6 0.7 1.010

7 1.0 0.677

8 0.7 1.010

9 1.3 0.343

10 0.7 1.010

11 1.3 0.343

12 1.3 0.343
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Descriptive Statistics - PA37, Raiz
Mean: 3.125

SD: 0.386

# of values: 12

Outlier detected? No

Significance level: 0.05 (two-sided)
Critical value of Z:2.41155889919

Row Value Z Significant Outlier?
1 2.5 1.617 Furthest from the rest, but not a significant outlier (P > 0.05).
2 35 0.970

3 3.0 0.323

4 3.7 1.488

5 3.0 0.323

6 3.0 0.323

7 3.0 0.323

8 3.5 0.970

9 3.5 0.970

10 33 0.453

11 3.0 0.323

12 2.5 1.617

Descriptive Statistics - PA37, Aérea

Mean: 2.167

SD: 0.870

# of values: 12

Outlier detected? No

Significance level: 0.05 (two-sided)
Critical value of Z: 2.41155889919

Row Value Z Significant Outlier?
1 1.7 0.536

2 2.5 0.383

3 1.7 0.536

4 33 1.303

5 2.7 0.613

6 0.7 1.686 Furthest from the rest, but not a significant outlier (P > 0.05).
7 3.0 0.958

8 3.0 0.958

9 2.3 0.153

10 2.7 0.613

11 1.7 0.536

12 0.7 1.686

Descriptive Statistics - 13C, Raiz

Mean: 2.250

SD: 1.064

# of values: 12

Outlier detected? No

Significance level: 0.05 (two-sided)
Critical value of Z: 2.41155889919

Row Value Z Significant Outlier?
1 37 1.363

2 3.0 0.705

3 L5 0.705

4 37 1.363

5 3.7 1.363

6 0.7 1.457 Furthest from the rest, but not a significant outlier (P > 0.05).
7 1.7 0.517

8 2.0 0.235

9 2.5 0.235

10 2.0 0.235

11 1.5 0.705

12 1.0 1.175
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Teste de comparacao de médias LSD (Minima Diferenca Significativa)
para a avaliacao da severidade dos sintomas das plantas

(Anélise efectuada pelo programa SPSS 14,0 para Windows)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Raiz

LSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval

(I) grupo  (J) grupo (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound

controlo  PA45 -2,099* ,2849 ,000 -2,672 -1,527
FATSS -,545 ,2849 ,062 -1,117 ,028
PA37 -2,272* ,2849 ,000 -2,844 -1,699
13C -1,481* ,2849 ,000 -2,053 -,908

PA45 controlo 2,099* ,2849 ,000 1,527 2,672
FATSS 1,555* ,2780 ,000 ,996 2,113
PA37 -,173 ,2780 ,537 -,731 ,386
13C ,618* ,2780 ,031 ,059 1,177

FATSS  controlo ,545 ,2849 ,062 -,028 1,117
PA45 -1,555* ,2780 ,000 -2,113 -,996
PA37 -1,727* ,2780 ,000 -2,286 -1,169
13C -,936* ,2780 ,001 -1,495 -,378

PA37 controlo 2,272* ,2849 ,000 1,699 2,844
PA45 173 ,2780 ,537 -,386 ,731
FATSS 1,727* ,2780 ,000 1,169 2,286
13C ,791* ,2780 ,006 ,232 1,350

13C controlo 1,481* ,2849 ,000 ,908 2,053
PA45 -,618* ,2780 ,031 -1,177 -,059
FATSS ,936* ,2780 ,001 ,378 1,495
PA37 -, 791* ,2780 ,006 -1,350 -,232

Based on observed means.

*. The mean difference is significant at the ,05 level.
Dependent Variable: Aereo
LSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval

() grupo  (J) grupo (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound

controlo  PA45 -1,676* ,3622 ,000 -2,404 -,948
FATSS -,058 ,3622 ,873 -,786 ,670
PA37 -1,340* ,3622 ,001 -2,068 -,612
13C -,395 ,3622 ,281 -1,122 ,333

PA45 controlo 1,676* ,3622 ,000 ,948 2,404
FATSS 1,618* ,3535 ,000 ,908 2,329
PA37 ,336 ,3535 ,346 -,374 1,047
13C 1,282* ,3535 ,001 ,571 1,992

FATSS  controlo ,058 ,3622 ,873 -,670 ,786
PA45 -1,618* ,3535 ,000 -2,329 -,908
PA37 -1,282* ,3535 ,001 -1,992 -,571
13C -,336 ,3535 ,346 -1,047 ,374

PA37 controlo 1,340* ,3622 ,001 612 2,068
PA45 -,336 ,3535 ,346 -1,047 ,374
FATSS 1,282* ,3535 ,001 ,571 1,992
13C ,945* ,3535 ,010 ,235 1,656

13C controlo ,395 ,3622 ,281 -,333 1,122
PA45 -1,282* ,3535 ,001 -1,992 -,571
FATSS ,336 ,3535 ,346 -,374 1,047
PA37 -,945* ,3535 ,010 -1,656 -,235

Based on observed means.
*. The mean difference is significant at the ,05 level.
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Anexo 5 - Tecnologia Tagman e PCR em Tempo Real

1. Hibridagao especifica dos primers e da sonda Tagman.

R = Marcador fluorescente

Q = Quencher
. Primer directo E Sonda |
5 > 3 5
3% 3
5 3
5 ¢ 5
Primer reverso
2. Extensdo da cadeia e deslocacdo da sonda.
Q
5 > | 3
3° 5
.; 3
5 < —
3. Separagdo do marcador repdrter e emissdo de fluorescéncia.
Qi
\ ;
5 > ¥ "
3 5
5 ¥
< —
4. Clivagem da sonda e extensao final da cadeia.
-
- 3’
5’ — >
a5 5
5° 3’

Figura 4: Actividade das sondas Tagman.

A sonda Tagman é um oligonucle6tido com um marcador fluorescente ligado a sua
extremidade 5’ e um composto quencher ligado em 3’. Enquanto a sonda estd intacta, a proximidade
do qguencher anula a emissdo de fluorescéncia por parte do fluorocromo. O diagrama representado na
Figura 4 ilustra o que acontece a sonda durante a fase de extensao da PCR. Se houver uma sequéncia
alvo presente, a sonda vai ligar-se especificamente a ela, num local situado na zona amplificada pelos
primers. Quando acontece a extensdo do primer, a actividade de 5° exonuclease da Tag DNA
polimerase vai clivar a sonda, separando o marcador do gquencher e conduzindo a emissdo de
fluorescéncia. A clivagem remove a sonda da sequéncia alvo, permitindo que o alongamento da cadeia

continue.
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Em cada ciclo da PCR, mais sondas sdo clivadas, provocando um aumento de intensidade da

fluorescéncia proporcional ao nimero de sequéncias alvo presentes.

As sondas Tagman, e outras tecnologias semelhantes, tornaram possivel monitorizar o
progresso de uma reaccido PCR em tempo real e isso revolucionou completamente as abordagens de
quantificacdo de DNA e RNA baseadas na PCR. As reacgdes sdo caracterizadas por um marco no
tempo durante os ciclos quando a amplificagdo de um produto € inicialmente detectada em vez da
quantidade de produto acumulada depois de um determinado niimero de ciclos. Quanto mais alto for o

ndmero inicial de cépias da sequéncia alvo, mais cedo € observado um aumento significativo da

fluorescéncia.

A Figura 5 representa um grifico de amplificacdo e define os termos usados na andlise
quantitativa. Um gréfico de amplificacdo representa a relacdo o sinal de fluorescéncia emitido pelas
sondas e o nimero de ciclos da PCR. Nos primeiros ciclos ndo existe uma grande alteragdo no sinal de
fluorescéncia. Isto define a linha de fundo do grafico. Um aumento na fluorescéncia acima da linha de
fundo indica a deteccdo de produto PCR acumulado. Um limiar de detec¢do (threshold) pode ser
estabelecido acima da linha de fundo. O parametro Ct (threshold cycle, ciclo no limiar da deteccdo) é
definido como o ndmero do ciclo durante o qual o sinal de fluorescéncia ultrapassa o limiar de
detec¢do. O logaritmo do nimero inicial de sequéncias alvo presentes é directamente proporcional aos
respectivos valores Ct. A quantificacdo de uma amostra desconhecida é efectuado determinando o seu

Ct e usando uma curva padrao para determinar o nimero de cdpias inicial na amostra desconhecida.

0,80 .
o0 F,

0,70

0,60
AR,
0.50

= 040, -
Limiar de deteccéo

0304 —-'_—__—}.—_ e e e T A T A T e Y -

0.20 w Controlo Negativo
Linha de fundo

040

0,00

1] a 10 15 20 25 30 35 40

G

Figura 5: Modelo de um grafico de amplifica¢do simples, mostrando os termos normalmente usados em PCR
quantitativa em tempo real.

Hoje em dia existem no mercado varios equipamentos equipados com o software
adequado para realizar todo o processo: efectuar a PCR, registar as alteracdes de
fluorescéncia, calcular Cts, preparar as curvas padrdo e determinar o nimero de sequéncias

alvo presentes em amostras desconhecidas.

(Fonte de Informacdo: DNA/RNA Real Time Quantitative PCR. PE Biosystems.)
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CDs
CDs

Anexo 6 — Alinhamento de genes codificantes para a actina

Pinfestans ActA
Pmegasperma Act
Consensus

1 65
ATGGCTGACGATGATGICCAAGCTTTIGGICGTTGACAACGGCTCCGEGTATGTGCAAGGCCGGTTT
ATGG---AGGACGACATTCAGGCIGTIGGTIGATTGACAACGGCTCGGGCGCATGTGCAAGGCAGGGTT
ATGG A GA GA T CA GCT TGGT TTGACAACGGCTC GG ATGTGCAAGGC GG TT
66 130

CDS Pinfestans ActA (66) CGCCGGTGACGACGCCCCGCGTGCCGTGTTCCCCTCGATTGTGGGTCGCCCCAAGCACTTGGGAA
CDS Pmegasperma Act (63) TGCCGGTGACGACGCCCCGCGCGCCGTGTTCCCCTCCATCGTAGGCATGCCGAAGCACTTGGGCA
Consensus (66) GCCGGTGACGACGCCCCGCG GCCGTGTTCCCCTC AT GT GG CC AAGCACTTGGG A
131 195
CDS Pinfestans ActA (131) TCATGGTGGGCATGGACCAGAAGGATGCCTACGICGGTGACGAGGCCCAGTCCAAGCGTGGTGTIG
CDS Pmegasperma Act (128) TCATGGTGGGCATGAACCAGAAAGACGCCTACATTGGCGACGAAGCGCAAGCGAAGCGCGGCGTIC
Consensus (131) TCATGGTGGGCATG ACCAGAA GA GCCTAC T GG GACGA GC CA C AAGCG GG GT
196 260
CDS Pinfestans ActA (196) CTGACGCTTAAGTACCCTATTGAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTG
CDS Pmegasperma Act (193) TTGACGCTGCGGTACCCAATCGAGCACGGCATCGTCACGAACTGGGACGACATGGAAAAGATCTG
Consensus (196) TGACGCT GTACCC AT GAGCACGG AT GT AC AACTGGGACGACATGGA AAGATCTG
261 325
CDS Pinfestans ActA (261) GCACCACACCTTCTACAACGAGCTGCGTGTGGCCCCCGAGGAGCACCCGGTGCTGCTTACCGAGG
CDS Pmegasperma Act (258) GAGCCACACGTTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCCCCAGAAGAGCACCCGGTGTTGTIGACGGAGG
Consensus (261) G CCACAC TTCTACAA GAGCTGCGTGTGGCCCC GA GAGCACCCGGIG TG T AC GAGG
326 390
CDS Pinfestans ActA (326) CCCCTCTTAACCCGAAGGCCAACCGTGAGCGCATGACGCAGATCATGTTCGAGACGTTCAACGTG
CDS Pmegasperma Act (323) CTCCGCTGAATCCCAAGGCCAACCGCGAGCGCATGACGCAGATCATGTTTGAGACGTTCAACGTG
Consensus (326) C CC CT AA CC AAGGCCAACCG GAGCGCATGACGCAGATCATGTT GAGACGITCAACGTG
391 455
CDS Pinfestans ActA (391) CCCGCCATGTATGTGAACATCCAGGCCGTGCTGTCCCTGTACGCCTCTGGCCGTACCACGGGCTG
CDS Pmegasperma Act (388) CCGGCGATGTATGTGAACATCCAAGCCGTIGCTGTCGTTGTACGCTTCTGGACGCACCACGGGCTG
Consensus (391) CC GC ATGTATGTGAACATCCA GCCGIGCTGTIC TGTACGC TCTGG CG ACCACGGGCTG
456 520
CDS Pinfestans ActA (456) TGIGCICGACICTGGTGACGGTGTIGICCCACACTGTGCCCATCTACGAGGGTTACGCTCTITCCTC
CDS Pmegasperma Act (453) CGICTIGGACTCGGGGGACGGTGTTTCGCACACGGTGCCAATCTACGAAGGCTACGCACTGLLCCE
Consensus (456) GT T GACTC GG GACGGTGT TC CACAC GTGCC ATCTACGA GG TACGC CT CC C
521 585
CDS Pinfestans ActA (521) ACGCTATCGTGCGTCTGGACCTGGCTGGCCGCGACCTGACGGACTACATGATGAAGATCCTGACG
CDS Pmegasperma Act (518) ATGCCATTGTGCGGCTGGATCTGGCTGGACGAGACTTGACCGACTACATGATGAAGATCCTGACG
Consensus (521) A GC AT GTGCG CTGGA CTGGCTGG CG GAC TGAC GACTACATGATGAAGATCCTGACG
586 650
CDS Pinfestans ActA (586) GAGCGTGGTTACTCGTTCACGACCACGGCCGAGCGCGAAATTGTGCGTGACATCAAGGAGAAGCT
CDS Pmegasperma Act (583) GAGCGTGGCTACTCGTTCACCACCACGGCGGAGCGAGAAATCGTGCGGGACATCAAGGAGAAACT
Consensus (586) GAGCGTGG TACTCGTTCAC ACCACGGC GAGCG GAAAT GTGCG GACATCAAGGAGAA CT
651 715
CDS Pinfestans ActA (651) GACGTACATCGCCCTGGACTTCGACCAGGAGATGAAGACTGCCGCCGAGTCGTCGGGTCTGGAGA
CDS Pmegasperma Act (648) CACCTATGIGGCTATGAACTTTGACGAAGAGATGGAGAAAGCTGCACGGTCGTCTACTCTAGACA
Consensus (651) AC TA T GC TG ACTT GAC A GAGATG AGA GC GC GTCGTC TCT GA A
716 780
CDS Pinfestans ActA (716) AGAGCTACGAGCTGCCCGATGGCAACGTTATTGTCATCGGTAACGAGCGTTITCCGTACCCCTGAG
CDS Pmegasperma Act (713) AGTCCTACGAACTGCCCGATGGGAACGTAATTGTGATCGGCAACGAGCGCTTCCGTACGCCTGAG
Consensus (716) AG CTACGA CTGCCCGATGG AACGT ATTGT ATCGG AACGAGCG TTCCGTAC CCTGAG
781 845
CDS Pinfestans ActA (781) GIGCTIGTITCCAGCCCICGCICATCGGTAAGGAAGCTTCGGGTATCCACGAGTGCACGTTCCAGAC
CDS Pmegasperma Act (778) GIACTGTITCAAGCCATCCATGATTGGCCGCGAGTGCACGGGCGITCACGAGTGCGCTTTCCAGAC
Consensus (781) GT CTIGTTC AGCC TC T AT GG GA CGGG T CACGAGTIGC C TTCCAGAC
846 910
CDS Pinfestans ActA (846) CATCATGAAGTIGTGATGICGATATCCGTAAGGACTTIGTACTIGCAACATTGTGCTCTCGGGTGGTA
CDS Pmegasperma Act (843) GATTATGAAGTGCGATGTCGACATCCGCCGAGACTTGTACAACAACGTITGTACTCTCCGGTGGCT
Consensus (846) AT ATGAAGTG GATGTCGA ATCCG GACTTGTAC CAAC TTGT CTCTC GGTGG
911 975
CDS Pinfestans ActA (911) CCACCATGTACCCGGGCATTGGCGAGCGGATGACCAAGGAGCTITACGGCTCTIGGCCCCGTCCALC
CDS Pmegasperma Act (908) CTACCATGITCCCCGGTATTGGAGACCGCATGACGAAGGAGATGACCAAGCTAGCCCCCALCGGLG
Consensus (911) C ACCATGT CCC GG ATTGG GA CG ATGAC AAGGAG T AC CT GCccc C ¢C
976 1040
CDS Pinfestans ActA (976) ATGAAGATCAAGGIGGIGGCCCCGCCTGAGCGCAAGTACTCGGTCTGGATCGGTGGTTCCATCCA
CDS Pmegasperma Act (973) ATGAAAGTGAAGATTATTACGCCACCCGAGCGCAAGTACTCCGTCTGGATTGGCGGCTCTATCTT
Consensus (976) ATGAA T AAG T T C CC CC GAGCGCAAGTACTC GTCTGGAT GG GG TC ATC
1041 1105
CDS Pinfestans ActA (1041) GTCGICGCTIGTCGACGTTCCAGCAGATGTGGATCTCGAAGGCCGAGTACGACGAGTCTGGACCCT
CDS Pmegasperma Act (1038) GGCCICGCTAGCCACGTTCCAGCACATGTGGATCTCGAAGACGGACTACGACGAGTCGGGGLECTT
Consensus (1041) G C TCGCT C ACGTTCCAGCA ATGTGGATCTCGAAG C GA TACGACGAGTC GG CC T
1106 1131
CDS Pinfestans ActA (1106) CGATCGIGCACCGCAAGTGCTTICTAA
CDS Pmegasperma Act (1103) CCATTGTGCATCGCAAGTGCTTICTAA
Consensus (1106) C AT GTIGCA CGCAAGTGCTTCTAA

Figura 6: Alinhamento das sequéncias genéticas codificantes dos genes actina de Phytophthora megasperma e
actina A de P. infestans. Homologia entre as sequéncias: 79,8%. As sequéncias a verde representam os primers
definidos para a amplificacio de um fragmento de um gene da actina em P. cinnamomi.
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Anexo 7 — Alinhamentos de sequéncias

Frag Act Pcinnamomi
CDS Pinfestans ActA
Consensus

Frag Act Pcinnamomi

ATGGCTGACGATGATGTCCAAGCTTTGGTCGTTGACAACGGCTCCGGTATGTGCAAGGCC

61 120
—————— GCCGGTGACGACGCCCCGCGCGCCGTGTTCCCGTCCATCGTGGGCCGCCCCAAG

CDS Pinfestans ActA (61) GGTTTCGCCGGTGACGACGCCCCGCGTGCCGTGTTCCCCTCGATTGTGGGTCGCCCCAAG
Consensus (61) GCCGGTGACGACGCCCCGCG GCCGTGTTCCC TC AT GTGGG CGCCCCAAG
121 180
Frag Act Pcinnamomi (55) CACCTGGGCATCATGGTGGGCATGGACCAGAAGGACGCGTACGTGGGTGACGAGGCCCAG
CDS Pinfestans ActA (121) CACTTGGGAATCATGGTGGGCATGGACCAGAAGGATGCCTACGTCGGTGACGAGGCCCAG
Consensus (121) CAC TGGG ATCATGGTGGGCATGGACCAGAAGGA GC TACGT GGTGACGAGGCCCAG
181 240
Frag Act Pcinnamomi (115) TCCAAGCGTGGTGTGCTTACGCTGAAGTACCCCATCGAGCACGGCATCGTGACCAACTGG
CDS Pinfestans ActA (181) TCCAAGCGTGGTGTGCTGACGCTTAAGTACCCTATTGAGCACGGTATTGTGACCAACTGG
Consensus (181) TCCAAGCGTGGTIGTGCT ACGCT AAGTACCC AT GAGCACGG AT GTGACCAACTGG
241 300
Frag Act Pcinnamomi (175) GACGACATGGAGGAGATCTGGCACCACACGTTCTACAACGAGCTGCGCGTCGCCCCCGAG
CDS Pinfestans ActA (241) GACGACATGGAGAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGCTGCGTGTGGCCCCCGAG
Consensus (241) GACGACATGGAG AGATCTGGCACCACAC TTCTACAACGAGCTGCG GT GCCCCCGAG
301 360
Frag Act Pcinnamomi (235) GAGCACCCGGTGCTGCTGACGGAGGCCCCGCTCAACCCCAAGGCCAACCGCGAGCGCATG
CDS Pinfestans ActA (301) GAGCACCCGGTGCTGCTTACCGAGGCCCCTCTTAACCCGAAGGCCAACCGTGAGCGCATG
Consensus (301) GAGCACCCGGTGCTGCT AC GAGGCCCC CT AACCC AAGGCCAACCG GAGCGCATG
361 420
Frag Act Pcinnamomi (295) ACGCAGATCATGTTCGAGACGTTCAACGTGCCCGCCATGTACGTGAACATCCAGGCCGTG
CDS Pinfestans ActA (361) ACGCAGATCATGTTCGAGACGTTCAACGTGCCCGCCATGTATGTGAACATCCAGGCCGTG
Consensus (361) ACGCAGATCATGTTCGAGACGTTCAACGTGCCCGCCATGTA GTGAACATCCAGGCCGTG
421 480
Frag Act Pcinnamomi (355) CTGTCGCTGTACGCCTCTGGCCGTACCACGGGCTGCGTGCTCGACTCCGGTGACGGTGTG
CDS Pinfestans ActA (421) CTGTCCCTGTACGCCTCTGGCCGTACCACGGGCTGTGTGCTCGACTCTGGTGACGGTGTG
Consensus (421) CTGTC CTGTACGCCTCTGGCCGTACCACGGGCTG GTGCTCGACTC GGTGACGGTIGTG
481 540
Frag Act Pcinnamomi (415) TCCCACACGGTGCCCATCTACGAGGGCTACGCGCTGCCGCACGCCATCGTGCGTCTGGAC
CDS Pinfestans ActA (481) TCCCACACTGTGCCCATCTACGAGGGTTACGCTCTTCCTCACGCTATCGTGCGTCTGGAC
Consensus (481) TCCCACAC GTGCCCATCTACGAGGG TACGC CT CC CACGC ATCGTGCGTCTGGAC
541 600
Frag Act Pcinnamomi (475) CTGGCCGGCCGCGACCTGACGGACTACATGATGAAGATCCTGACGGAGCGTGG———~——~—
CDS Pinfestans ActA (541) CTGGCTGGCCGCGACCTGACGGACTACATGATGAAGATCCTGACGGAGCGTGGTTACTCG
Consensus (541) CTGGC GGCCGCGACCTGACGGACTACATGATGAAGATCCTGACGGAGCGTIGG
601 660
Frag Act Pcinnamomi (528) ==
CDS Pinfestans ActA (601) TTCACGACCACGGCCGAGCGCGAAATTGTGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGACGTACATC
Consensus (601)
661 720
Frag Act Pcinnamomi (528) -————"=—"H—"—"H—""-"H—""H"--—-—
CDS Pinfestans ActA (661) GCCCTGGACTTCGACCAGGAGATGAAGACTGCCGCCGAGTCGTCGGGTCTGGAGAAGAGC
Consensus (661)
721 780
Frag Act Pcinnamomi (528) -———1=—"H—+"—"H—>""H""""--——— -
CDS Pinfestans ActA (721) TACGAGCTGCCCGATGGCAACGTTATTGTCATCGGTAACGAGCGTTTCCGTACCCCTGAG
Consensus (721)
781 840
Frag Act Pcinnamomi (528) -———1=—"H—+"—"H—>""H""""--——— -
CDS Pinfestans ActA (781) GTGCTGTTCCAGCCCTCGCTCATCGGTAAGGAAGCTTCGGGTATCCACGAGTGCACGTTC
Consensus (781)
841 900
Frag Act Pcinnamomi (528) ==
CDS Pinfestans ActA (841) CAGACCATCATGAAGTGTIGATGTCGATATCCGTAAGGACTTGTACTGCAACATTIGTIGCTIC
Consensus (841)
901 960
Frag Act Pcinnamomi (528) ==
CDS Pinfestans ActA (901) TCGGGTGGTACCACCATGTACCCGGGCATTGGCGAGCGGATGACCAAGGAGCTTACGGCT
Consensus (901)
961 1020
Frag Act Pcinnamomi (528) ==
CDS Pinfestans ActA (961) CTGGCCCCGTCCACCATGAAGATCAAGGTGGTGGCCCCGCCTGAGCGCAAGTACTCGGTC
Consensus (961)
1021 1080
Frag Act Pcinnamomi (528) -————="H""—"H""-"H"""""-"-———-—-— -
CDS Pinfestans ActA (1021) TGGATCGGTGGTTCCATCCAGTCGTCGCTGTCGACGTTCCAGCAGATGTGGATCTCGAAG
Consensus (1021)
1081 1131
Frag Act Pcinnamomi (528) - ——————"-"H"-""""""""""—
CDS Pinfestans ActA (1081) GCCGAGTACGACGAGTCTGGACCCTCGATCGTGCACCGCAAGTGCTTCTAA
Consensus  (1081)

Figura 7: Alinhamento da CDS do gene actina A de Phytophthora infestans e o fragmento do gene actina obtido
para o isolamento PA45 de P. cinnamomi. Homologia entre as sequéncias: 93% (referente apenas ao
alinhamento do fragmento obtido para P. cinnamomi com a zona correspondente na CDS do gene actina A).
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Figura 8: Alinhamento da sequéncia genética da B-cinamomina presente no GenBank (Nimero de Acesso:
AJ000071) com a sequéncia genética da - cinamomina obtida para o isolamento PA45. Alinhamento de
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(639)

(451)
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289 338
CGACATCCACTCGCCACCTNCACCCAAGATGAACTTCACCGCTICTGCTCG
CGACATCCACTCGCCACCTCCACCCAAGATGAACTTCACCGCTICTGCTCG
CGACATCCACTCGCCACCT CACCCAAGATGAACTTCACCGCTICTIGCTCG

339 388
CTGCCGTCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTCCGCCAACGCCACGGCCTGCACG
CTGCCGTCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTCCGCCAACGCCACGGCCTGCACG
CTGCCGTCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTCCGCCAACGCCACGGCCTGCACG

389 438
GCCACCCAGCAGACCGCCGCGTACAAGACGCTCGTGAGTATCCTGTCCGA
GCCACCCAGCAGACCGCCGCGTACAAGACGCTCGTGAGTATCCTGTCCGA
GCCACCCAGCAGACCGCCGCGTACAAGACGCTCGTGAGTATCCTGTCCGA

439 488
GTCGTCCTTCTCGCAGTGCTCCAAGGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGG
GTCGTCCTTCTCGCAGTGCTCCAAGGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGG
GTCGTCCTTCTCGCAGTGCTCCAAGGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGG

489 538
CCACGGCACTGCCCACCAACGCGCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCCACG
CCACGGCACTGCCCACCAACGCGCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCCACG
CCACGGCACTGCCCACCAACGCGCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCCACG

539 588
GCCTGCAACACCATGATCAAGAAGATCGTCGCGCTGAACCCTCCTGACTG
GCCTGCAACACCATGATCAAGAAGATCGTCGCGCTGAACCCTCCTGACTG
GCCTGCAACACCATGATCAAGAAGATCGTCGCGCTGAACCCTCCTGACTG

589 638
CGACCTGACCGTCCCGACCAGCGGTCTCGTGCTGGACGTGTACACGTACG
CGACCTGACCGTCCCGACCAGCGGTCTCGTGCTGGACGTGTACACGTACG
CGACCTGACCGTCCCGACCAGCGGTCTCGTGCTGGACGTGTACACGTACG

639 688
CCAACGGCTTCTCGTCCAAGTGCGCGTCGCTCTAAGTGTGTCCTCAAACT
CCAACGGCTTCTCGTCCAAGTGCGCGTCGCTCTAAGTGTGTCCTCAAACT
CCAACGGCTTCTCGTCCAAGTGCGCGTCGCTCTAAGTGTGTCCTCAAACT

689 738
TGATGGCGCTCCGAGTTTTGAACGCGAGACTCCCCCTTGCGTACCTTCTC
TGATGGCGCTCCGAGTTTTGAACGCGAGGCTCCCCATTGCGTACCTTCTC
TGATGGCGCTCCGAGTTTTGAACGCGAG CTCCCC TTGCGTACCTTCTC

739 778
TCTCTGTATCGGCTAGCCATTTACTGAGGCTGGAGGAGCA
TCTCTGTATCGGCTAGCCATTTACTGAGGATGGAGGAGCA
TCTCTGTATCGGCTAGCCATTTACTGAGG TGGAGGAGCA

sequéncias que inclui zonas 5’ e 3° UTR. Homologia entre as sequéncias: 99,2 %.
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Figura 9: Alinhamento da sequéncia genética da HAE-o cinamomina presente no GenBank (Nimero de Acesso:
AJ000071) com a sequéncia genética da HAE-a cinamomina obtida para o isolamento PA45. Alinhamento de
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sequéncias que incluem as zonas 5° e 3° UTR. Homologia entre as sequéncias: 99,8 %.
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4065 4114
Alfa-NovaSeq (1) GCACCCTTCCTCCCCACCACCTCCACGATGAACTTCCGCGCTTTGTTCGC
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (4065) BCACCCTTCCTCCCCACCACCTCCACGATGAACTTCCGCCCTTTGITCEC
Consensus (4065) GCACCCTTCCTCCCCACCACCTCCACGATGAACTTCCGCGCTTTGTTCGC
4115 4164
Alfa-NovaSeq (51) CGCCACCGTCGCCGCGCTCGTCGGCTCCACCTCGGCCACCACGTGCACGT
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (4115) CGCCACCEGTCECCECECTCCTCEECTCCACCTCCGECCACCACCTCGCACET
Consensus (4115) CGCCACCGTCGCCGCGCTCGTCGGCTCCACCTCGGCCACCACGTGCACGT
4165 4214
Alfa-NovaSeqg (101)

Cluster Elicitinas Pcinnamomi (4165)
Consensus (4165) CGACGCAGCAGACCGCCGCGTACGTGGCTCTGGTGAGCATCCTCTCGGAC

4215 4264

Alfa-NovaSeqg (151)

Cluster Elicitinas Pcinnamomi  (4215)
Consensus (4215) TCGTCGTTCAGCCAGTGCGCGACGGACTCGGGCTACTCGATGCTGACGGC

4265 4314

Alfa-NovaSeqg (201)

Cluster Elicitinas Pcinnamomi (4265)
Consensus (4265) CACCTCGCTGCCCACGACGGCGCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCGACGG

4315 4364

Alfa-NovaSeq (251)

Cluster Elicitinas Pcinnamomi (4315)
Consensus (4315) CGTGCAACACCATGATCAAGAAGATCGTGACGCTGAACCCTCCTGACTGC

4365 4414

Alfa-NovaSeq (301)

Cluster Elicitinas Pcinnamomi (4365)
Consensus (4365) GAGCTGACGGTGCCCACCAGCGGCCTGGTGCTCAACGTGTACTCGTACGC

4415 4464

Alfa-NovaSeqg (351)

Cluster Elicitinas Pcinnamomi  (4415)
Consensus  (4415) GAACGGCTTCTCGGCCACGTGCGCGTCGCTGTAAGCAGCTTCGTTCGTGT

4465 4514

Alfa-NovaSeqg (401)

Cluster Elicitinas Pcinnamomi  (4465)
Consensus  (4465) GAGTCGCCACACTGCGTCCAGCGTTTCATCTATAAGGTGCCGATGCGTGT

4515 4564

Alfa-NovaSeqg (451)

Cluster Elicitinas Pcinnamomi (4515)
Consensus (4515) GGCATGCTGACTTGTCTTTGGGTCAAGTACGCAGCTTGAGCAGATAGTTT

4565 4601
Alfa-NovaSeq  (501) NGGCGTAAGITGGCTGICGCTCGAGCGITTGTARAGC
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (4565) CGECGTAAGITGECTGTCGCTCGAGCGTTTGTARAGC

Consensus (4565) GGCGTAAGTTGGCTGTCGCTCGAGCGTTTGTAAAGC

Figura 10: Alinhamento da sequéncia genética da o- cinamomina presente no GenBank (Nimero de Acesso:
AJ000071) com a sequéncia genética da a- cinamomina obtida para o isolamento PA45. Alinhamento de
sequéncias que incluem as zonas 5’ e 3° UTR. Homologia entre as sequéncias: 99,8 %.
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HaeBeta-NovaSeq

(1)

5089 5138
GCACAAACCTCTTCACCCACCCTCCAAGATGAAGTTCACTGCCGTCCTICG

Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5089) GCACAAACCTCTTCACCCACCCTCCAAGATGAAGTTCACTGCTGTCCTCG
Consensus (5089) GCACAAACCTCTTCACCCACCCTCCAAGATGAAGTTCACTGC GICCTCG
5139 5188
HaeBeta-NovaSeq (51) CCGCCGCCGCGGCCCTCGTCGGATCCGTCAACGCCACGGCCTGCACTTCC
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5139) CCGCCGCCGCGGCCCTCGTCGGATCCGTCAACGCCACGGCCTGCACTTCC
Consensus (5139) CCGCCGCCGCGGCCCTCGTCGGATCCGTCAACGCCACGGCCTGCACTTCC
5189 5238
HaeBeta-NovaSeq (101) ACCCAGCAGACCACCGCCTACGTCGCGCTCGTGACCATCCTCTCGGAGTC
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5189) ACCCAGCAGACCGCCGCCTACGTCGCGCTCGTGAGCATCCTICTCGGAGTC
Consensus (5189) ACCCAGCAGACC CCGCCTACGTCGCGCTCGTGA CATCCTCTCGGAGTC
5239 5288
HaeBeta—-NovaSeq (151) GTACTTCTCAACGTGCTCGAGCGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCA
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5239) GTACTTCTCAACGTGCGCCAGCGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCA
Consensus (5239) GTACTTCTCAACGTGC C AGCGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCA
5289 5338
HaeBeta-NovaSeq (201) CGGCACTTCCCACGACGGCCCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCGACGGCG
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5289) CGGCACTTCCCACGACGGCCCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCGACCGCG
Consensus (5289) CGGCACTTCCCACGACGGCCCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCGAC GCG
5339 5388
HaeBeta-NovaSeq (251) TGCAACACCATGATCACTGAGATCATCTCGTTGAGCCCGCCTGACTGCGA
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5339) TGCCAGGAGATGATCACTGAGATCGICTCGTTGAGCCCGCCTGACTGCGA
Consensus (5339) TGC A ATGATCACTGAGATC TCTCGTTGAGCCCGCCTGACTGCGA
5389 5438
HaeBeta-NovaSeq (301) CCTGACCGCCCCGACCAGCGGTCTCGTGCTGGACGTGTACACGTACGCAA
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5389) CCTGACGGTGCCGACGAGTGGCCICGTGCTGGACGTGTACACGTACGCGA
Consensus (5389) CCTGAC G CCGAC AG GG CTCGTGCTGGACGTGTACACGTACGC A
5439 5488
HaeBeta-NovaSeq (351) ACGGCTTTGCGTCGACGTGCGCGTCGCTGTCGTCGTCGTCGGCCTAAGCT
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5439) ACGGCTTTACGTITGACGTIGCGCGTCGCTGTICGTCGTCGTCGGCCTAAGCT
Consensus (5439) ACGGCTTT CGT GACGTGCGCGTCGCTGTCGTCGTCGTCGGCCTAAGCT
5489 5538
HaeBeta—-NovaSeq (401) TAAGTGGACGTIGCCCC-TGTGGTTAGCGAAGTGCGCTGTGCGG———————
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5489) TTAATGGGTGTGCCCCCTGTGGCTAGCGAAGTGCGCTGTIGCTGCTATTICT
Consensus (5489) T A TGG GTGCCCC TGTGG TAGCGAAGTGCGCTIGTIGC G
5539 5588
HaeBeta—-NovaSeq (443) —-——-GTTTCTCGAGTTCAAGGGGCTCCTTACTCAGACCGAAGCTACAGATG
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5539) CGAGTTTCTCGAGTTCAAGGGGATCCTTACTCAGACCGAAGCTACAAATG
Consensus (5539) GTTTCTCGAGTTCAAGGGG TCCTTACTCAGACCGAAGCTACA ATG
5589 5611
HaeBeta-NovaSeq (490) CTTCATTGCAAAAGACTTACCCG
Cluster Elicitinas Pcinnamomi (5589) CTTCATTGCAAAAGACTTACCCG
Consensus (5589) CTTCATTGCAAAAGACTTACCCG

Figura 11: Alinhamento da sequéncia genética da HAE-B cinamomina presente no GenBank (Numero de
Acesso: AJ0O00071) com a sequéncia genética da elicitina HAE-B cinamomina obtida para o isolamento PA45.
Alinhamento de sequéncias que incluem as zonas 5’ e 3’ UTR. Homologia entre as sequéncias: 92,4 %.
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1 45
Translation of HaeBeta-NovaSeg- (CDS) (1) -MKFTAVLAAAAALVGSVNATACTSTQOTTAYVALVTILSESYES
Translation of Alfa-NovaSeg- (CDS) (1) MNFRALFAATVAALVGSTSATTCTSTQOTAAYVALVSILSDSSES
Translation of HaeAlfa-NovaSeg- (CDS) (1) MNFATLLAATAAALVGSVSATACTSTOOTAAYVALVSILSESYFES
Translation of Beta-NovaSeg- (CDS) (1) MNFTALLAAVAAALVGSANATACTATOOTAAYKTLVSILSESSES
Consensus (1) MNF TLLAATAAALVGSVSATACTSTQQTAAYVALVSILSESYFS
46 90
Translation of HaeBeta-NovaSeg- (CDS) (45) TCSSDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACNTMITEIISLSPPD
Translation of Alfa-NovaSeg- (CDS) (46) QCATDSGYSMLTATSLPTTAQYKLMCASTACNTMIKKIVTLNPPD
Translation of HaeAlfa-NovaSeg- (CDS) (46) TCASDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACQEMITEITIALDPPD
Translation of Beta-NovaSeg- (CDS) (46) QCSKDSGYSMLTATALPTNAQYKLMCASTACNTMIKKIVALNPPD
Consensus (46) TCASDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACNTMITKIIALNPPD
91 125
Translation of HaeBeta-NovaSeg- (CDS) (90) CDLIAPTSGLVLDVYTYANGFASTCASLSSSSA-——
Translation of Alfa-NovaSeg- (CDS) (91) CELTVPTSGLVLNVYSYANGESATCASL-———-————
Translation of HaeAlfa-NovaSeg- (CDS) (91) CDLTVPTSGLVINVYEYSNDEVSTCASLSSSASS—
Translation of Beta-NovaSeg- (CDS) (91) CDLTVPTSGLVLDVYTYANGESSKCASL-———-————
Consensus (91) CDLTVPTSGLVLNVYTYANGFSSTCASLSSSAA
1 45
Translation of Hae-Beta-cinamomina (1) -MKFTAVLAAAAALVGSVNATACTSTOOTAAYVALVSILSESYFES
Translation of Alfa-cinamomina (1) MNFRALFAATVAALVGSTSATTCTSTQOTAAYVALVSILSDSSES
Translation of Hae—-Alfa-cinamonmina (1) MNFATLLAATAAALVGSVSATACTSTOOTAAYVALVSILSESYES
Translation of Beta-cinamomina (1) MNFTALLAAVAAALVGSANATACTATOOTAAYKTLVSILSESSES
Consensus (1) MNF TLLAATAAALVGSVSATACTSTQQTAAYVALVSILSESYFS
46 90
Translation of Hae-Beta-cinamomina (45) TCASDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACQEMITEIVSLSPPD
Translation of Alfa-cinamomina (46) QCATDSGYSMLTATSLPTTAQYKLMCASTACNTMIKKIVTLNPPD
Translation of Hae-Alfa-cinamonmina (46) TCASDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACQEMITEITIALDPPD
Translation of Beta-cinamomina (46) QCSKDSGYSMLTATALPTNAQYKLMCASTACNTMIKKIVALNPPD
Consensus (46) TCASDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACNTMITKIVALNPPD
91 125
Translation of Hae-Beta-cinamomina (90) CDLTVPTSGLVLDVYTYANGFTLTCASLSSSSA—
Translation of Alfa-cinamomina (91) CELTVPTSGLVLNVYSYANGESATCASL-———-————
Translation of Hae-Alfa-cinamonmina (91) CDLTVPTSGLVINVYEYSNDEVSTCASLSSSASS—
Translation of Beta-cinamomina (91) CDLTVPTSGLVLDVYTYANGESSKCASL———————
Consensus (91) CDLTVPTSGLVLNVYTYANGFSSTCASLSSSAA
1 45
Translation of Hae-Beta-cinamomina (1) MKFTAVLAAAAALVGSVNATACTSTQQTAAYVALVSILSESYFST
Translation of HaeBeta-NovaSeg- (CDS) (1) MKFTAVLAAAAALVGSVNATACTSTQQTTAYVALVTILSESYFST
Consensus (1) MKFTAVLAAAAALVGSVNATACTSTQQT AYVALVSILSESYFST
46 90
Translation of Hae-Beta-cinamomina (46) CASDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACQEMITEIVSLSPPDC
Translation of HaeBeta-NovaSeg- (CDS) (46) CSSDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACNTMITEIISLSPPDC
Consensus (46) CASDSGYSMLTATALPTTAQYKLMCASTACN MITEIISLSPPDC
91 123
Translation of Hae-Beta-cinamomina (91) DLTVPTSGLVLDVYTYANGFTLTCASLSSSSA-
Translation of HaeBeta-NovaSeg- (CDS) (91) DLTAPTSGLVLDVYTYANGFASTCASLSSSSA-
Consensus (91) DLT PTSGLVLDVYTYANGF TCASLSSSSA

Figura 12: Alinhamentos da tradug@o em proteinas das CDS das cinamominas.

A. Alinhamento da traducdo das novas sequéncias das elicitinas obtidas para o isolamento PA45.

(Homologia de 60,8 %).

B. Alinhamento da traducdo das sequéncias das elicitinas do cluster presentes no GenBank (Numero de
Acesso: AJ0O00071). (Homologia de 63,2%).

C. Alinhamento da tradug¢do das sequéncias correspondentes a elicitina HAE-f, a tinica que mostra
diferencas entre a sequéncia presente no GenBank e a nova sequéncia obtida para o isolamento PA45.
(Homologia de 92,7%).
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Alfa-cinamomina

Beta-cinamomina
Hae-Alfa-cinamonmina ATGAACTTC

Hae-Beta-cinamomina ATGAAGTTCACTGCTGTCCTCGCCGCC-—-GCCGCG!

Consensus ATGAACTTCACCGCTCTGCTCGCTGCCACCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTC

51 100
Alfa-cinamomina (51) [EACETCGEECACCAEGTEGCACGTICGACG
Beta-cinamomina (51) EGCEAAEGCCACGGCCTGCAC
Hae-Alfa-cinamonmina (51)
Hae-Beta-cinamomina (48)
Consensus (51) CGTCTCCGCCACGGCCTGCACTTCCACCCAGCAGACCGCCGCGTACGTGG
101 150
Alfa-cinamomina (101) CTETGETGAGCATCCTCTCGGACTCETCGTTCAGCCAGTGEGCGACGEAC
Beta-cinamomina (101) CGCTCGTGAGTATCCTGICCGAGICGICCTICTCCCAGTGCTCCAAGEAC

Hae-Beta-cinamomina (98

)
)
Hae-Alfa-cinamonmina (101) CGCTCGTGAGCATCCTCTCGGAGTCGTACTTCTCAACGTGCGCCAGCEAC
)
Consensus (101)

CGCTCGTGAGCATCCTCTCGGAGTCGTCCTTCTCACCGTGCGCCAGGGAC

151 200
Alfa-cinamomina (151) FCGEGCTACTCGATGCTGACGECCACCTEGCTGECCACCACGECCCAGTA
Beta-cinamomina (151) [FCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCACTGCCCACCAACECGCAGTA

)
)
Hae-Alfa-cinamonmina (151) HCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGEOGCTTCCOACGACEE0TCAGTA
)
)

Hae-Beta-cinamomina (148 CCAGTA

Consensus (151) TCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCGCTTCCCACGACGGCGCAGTA

201 250

Alfa-cinamomina (201) CAAGCTCATGTGCGCGTCGACGGCGTECAACACCATGATCAAGAAGATCE

Beta-cinamomina (201) CAAGCTCATGTGCGCGTCCACGGCCTGCAACACCATGATCAAGAAGATCG

Hae-Alfa-cinamonmina (201) CAAGCTCATGTGCGCGTCGACCGCGTGCCAGGAGATGATCACGGAGATCA
Hae-Beta-cinamomina (198) CGCGTGCCAGGAGATGATCACT!

Consensus (201) CAAGCTCATGTGCGCGTCGACGGCGTGCCAGGCGATGATCACGGAGATCG

Alfa-cinamomina
Beta-cinamomina
Hae-Alfa-cinamonmina
Hae-Beta—-cinamomina

Consensus TCGCGCTGAACCCTCCTGACTGCGACCTGACGGTGCCGACGAGCGGTCTG
301 350
Alfa-cinamomina GTGCTCAACGTGTACT

Beta-cinamomina
Hae-Alfa-cinamonmina
Hae-Beta-cinamomina
Consensus

Alfa-cinamomina
Beta-cinamomina
Hae-Alfa-cinamonmina
Hae-Beta-cinamomina
Consensus (351

GCTGTCGTC
GCTGTCGTCGTCG -~ ~TCEGECTAR

GCTGTCGTC TCG TCG C TAA

Figura 13: Alinhamento de sequéncias genéticas das elicitinas do cluster presentes no GenBank.
Alinhamento de sequéncias codificantes. Homologia entre as sequéncias: 66,9 %.
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1 50

HaeBeta-NovaSeq- (CDS) (1) ATGAAGTTCACTGCCGECCTCECCEEE ---BCCECGECCCTCETCREATC
Alfa-NovaSeg- (CDS) (1) ATGAACTTCCGCGCTTTGTTCGCCGCCACCGTCGCCGCGCTCGTCGGCTC
HaeAlfa-NovaSeq- (CDS) (1) ATGAACTTCGCCACCCTCCTCGCTGCCACCGCCGCCGCCCTCGTCGGATC
Beta-NovaSeg- (CDS) (1) ATGAACTTCACCGCTCTGCTCGCTGCCGTCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTC
Consensus (1) ATGAACTTCACCGCTCTGCTCGCTGCCACCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTC

51 100

HaeBeta-NovaSeqg- (CDS) (48)

Alfa-NovaSeg- (CDS) (51)
HaeAlfa-NovaSeq- (CDS)  (51) CGECTCCGCCACGGCCTGCACTTCCACCCAGCAGACCGCCGCCTACGTCG
(51) A

(51)

Beta-NovaSeg- (CDS)

Consensus CGTCTCCGCCACGGCCTGCACTTCCACCCAGCAGACCGCCGCGTACGTGG
101 150
HaeBeta-NovaSeg- (CDS) CGCTCGTGAC
Alfa-NovaSeqg- (CDS)
HaeAlfa-NovaSeqg- (CDS)
Beta-NovaSeq- (CDS) CGCTCGTGAGTATCCTGTCC
Consensus CGCTCGTGAGCATCCTCTCGGAGTCGTCCTTCTCACCGTGCTCGAGGGAC
151 200
HaeBeta-NovaSeq- (CDS)  (148) TCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGEACTTCCCACGACGECCCAGTA
Alfa-NovaSeq-(CDS)  (151) TCGGGCTACTCGATGCTGACGGCCACCTCGCTGECCACGACGECGCAGTA
(

HaeAlfa-NovaSeqg-—

(148)
(151)
CDS)  (151) TCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCGCTTCCCACGACGGCTCAGTA
(151)
(151)

Beta-NovaSeg- (CDS) 151 ACTGCCCACCAACGCGCAGTA
Consensus (151) TCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCGCTTCCCACGACGGCGCAGTA
201 250
HaeBeta-NovaSeq-(CDS)  (198) CAAGCTICATGIGCGCGICGACGGCGTGCANCACCATGATCACTGAGATCA
Alfa-NovaSeq-(CDS)  (201) CAAGCTCATGIGCGCGTCGACGGCGTGCAACACCATGATCAAGAAGATCG
HaeAlfa-NovaSeq-(CDS)  (201) CAAGCTCATGIGCGCGICGACCGCGTGCCAGGAGATGATCACGGAGATCA

Beta-NovaSeq- (CDS)  (201) CACGGCCTGCAACACCATGATCAAG,
Consensus  (201) CAAGCTCATGTGCGCGTCGACGGCGTGCAACACCATGATCACGGAGATCG
251 300
HaeBeta-NovaSeq-(CDS)  (248) ECTEGTTGAGCCCGECTGACTGCGACCTGACCECCECGACCAGEGETCTC
Alfa-NovaSeq-(CDS)  (251) HGACGCTGAACCCTCCTGACTGCGAGCTGACGGTGCCCACCAGCGECCTE
HaeAlfa-NovaSeq- (CDS)  (251) _G-GIC_G-TI

Beta-NovaSeq-(CDS)  (251) [CGCGCTGAACCCTCCTGACTGCGACCTGACCGTC
)

Consensus (251 TCGCGCTGAACCCTCCTGACTGCGACCTGACGGTGCCGACCAGCGGTCTG

301 350
HaeBeta-NovaSeq- (CDS)  (298) GTGCTGGACGTGTACACGTACGCAAACGECTTTGCETCGACGTGCECETT
Alfa-NovaSeq-(CDS)  (301) GTGCICAACGTGTACTCGTACGCGAACGGCTTCTCGGCCACGTGEGCETC
HaeAlfa-NovaSeq- (CDS)  (301) CAACGTGTACGAGTACTCGAACGACTTTGTGTCGACGTGCGCGTC
Beta-NovaSeg- (CDS)  (301) C cECGTICC,

Consensus (301) GTGCTGGACGTGTACACGTACGCGAACGGCTTTTCGTCGACGTGCGCGTC

351 375

HaeBeta-NovaSeqg- (CDS) 348) GCIGICGICGICG---TCGGECTAR

(
Alfa-NovaSeg- (CDS)
(

( )
(351) GCTGTAA
HaeAlfa-NovaSeg- (CDS) (351) GCTGICGICCTCGGCGICGTCTTAA
( )
( )

Beta-NovaSeg- (CDS) GCTcTaa
Consensus GCTGTCGTC TCG TCG C TAA

Figura 14: Alinhamento de sequéncias genéticas das elicitinas obtidas para o isolamento PA45.
Alinhamento de sequéncias codificantes. Homologia entre as sequéncias: 66,7 %.

-223 -



Estudo do papel biolégico das elicitinas de Phytophthora cinnamomi
e do seu envolvimento no processo infeccioso Anexos

FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601
FragHaeAlfa (1629-2192)
FragBeta (289-778)
Consensus

1) GCACCCTACCCTC CCACCACCCCCCAAGATGAACTTCACCGCTCTGCTCGCT

56 110
GCC-——GCCGCGGCCCTCGTCGGATCCGTCARCGCCACGGCCTGCACTTCCACCC
GCCACCETCECCECGETCRTCGECTCCACETCGGCCACCALGTGCACGTEGACGE
GCCACCGCCGCCGCCCTCGTCGGATCCGTCTCCGCCACGGCCTGCACTTCCACCC

GCCGTCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTCCGCCARCGCCACGGCCTGCACGGCCACCE

GCCACCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTCCGTCTCCGCCACGGCCTGCACTTCCACCC

FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601
FragHaeAlfa (1629-2192)
FragBeta (289-778)
Consensus

FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601)
FragHaeAlfa (1629-2192)
FragBeta (289-778)
s

FragBeta (289-778
Consensu

163) GCAGTGCTCCAAGGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCACTGCCCACC

166) ACCGTGCGCCAGGGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCGCTTCCCACG

Consensu AGCAGACCGCCGCGTACGTGGCGCTCGTGAGCATCCTCTCGGAGTCGTCCTTCTC
166 220
FragHaeBeta (5089-5611) (160) HACGTGCGCCAGCGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCACTICCCACG
Fraghlfa (4065-4601) (162) CCAGTGCGCGACGGACTCGGGCTACTCGATGCTGACGGCCACCTCGCTGECCACE
FragHaeAlfa (1629-2192) AACGTGCGCCAGCGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCGCTTCCCACG
)
S

221 275
FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601
FragHaeAlfa (1629-2192) GCGTGCCAGGAGATGATCACEG
) CACGGCCTGCAACACCATGATCAAGA
s

ACGGCGCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCGACGGCGTGCCAGGCGATGATCACGG

FragBeta (289-778
Consensu

276 330
FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601
FragHaeAlfa (1629-2192)
FragBeta (289-778)
Consensus

AGATCGTCGCGCTGAACCCTCCTGACTGCGACCTGACGGTGCCGACGAGCGGTCT

331 385
( CGTGCTGGACGTGTACACGTACGCGAACGGCTTTACGTTGACGTGCGCGTCGCTG
( GGTGCTCAACGTGTACTCGTACGCGAACGGCTTCTCGGCCACGTGCGCGTCGCTG
( CAACGTGTACGAGTACTCGAACGACTTTGTGICGACGTGCGCGTCGCTG
(
(

FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601)
FragHaeAlfa (1629-2192)
FragBeta (289-778)
Consensus

CGTGCTGGACGTGTACACGTACGCCAACGGCTTCTCGTCCAAGTGCGCGTCGCTC

331) GGTGCTGGACGTGTACACGTACGCGAACGGCTTTTCGTCGACGTGCGCGTCGCTIG

386 440
[CGTCGTCG-—-TCEECCTARGCTTTAR
TAAGEAGCTTEGITCETGTGAGTCGCCACAC

FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601
FragHaeAlfa (1629-2192)
)
s

FragBeta (289-778

& TTCAAGGGTTGTCGCT c
418) ITG-C***GA-CICIAITGIGIA-TTCIc TCTCTGTATCGGCTAGCE

441) T TAACGT A TGGGCTGCGCGT TCTTCCCGAGTTGTCTCTGTTTCAAGTAGGC

FragBeta (289-778
Consensu

Consensu 386) TCGTC TCG CGTCGGC TGAGTCCTCAAAC TGGGTGTCGCTTCTC GTC

441 495

FragHaeBeta (5089-5611) 424) --TAGCEA-AGTIGCECTGTECTGCTATICTCCAGTT-TCTCCAGITCARGG-GEA

FragAlfa (4065-4601) 431) IA- GT TGGGTCAAGTACGC
FragHaeAlfa (1629-2192)
)
S

496 550
(474) TECTEACTERGACCEA - AGCTACHANTECTTCATT-GEARNAGACT A0 -
(483) HGOTTGAGCAGATAGT TTCEACCEARGTTIEGCTGICETERAGCETTIGTARAGE
(495) BECATGICGAGACTGA -G TTCAGCCGOTCITATG GARTECCCCS0C60
(
(

FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601)
FragHaeAlfa (1629-2192)
FragBeta (289-778)
Consensus

469) ATTTACTGAGBATGEA-——GGAGCA——————————————————————————————

496) ACCTTGTGCAGAT GA GGCTTCAG TGCTTCTT CGCGAA G CT CCCGC

FragHaeBeta (5089-5611
FragAlfa (4065-4601)
FragHaeAlfa (1629-2192)
FragBeta (289-778)
Consensus

Figura 15: Alinhamento de sequéncias genéticas das elicitinas do cluster presentes no GenBank.
Alinhamento de sequéncias que incluem as zonas 5 e 3> UTR. Homologia entre as sequéncias: 48,2 %.
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1 55

GITCACTECCGHCCTEEEC

HaeBeta-NovaSeqg- (CDS+UTR

)
Alfa-NovaSeqg- (CDS+UTR)
)
)

HaeAlfa-NovaSeg- (CDS+UTR AR TT Cl
Beta-NovaSeq- (CDS+UTR ACATCCACTCGECACCTNCAC
Consensus GCACCCTACCCTC CCACC CCCTCCAAGATGAACTTCACCGCTCTGCTCGCT

HaeBeta-NovaSeqg- (CDS+UTR
Alfa-NovaSeg- (CDS+UTR
HaeAlfa-NovaSeqg- (CDS+UTR
Beta-NovaSeq- (CDS+UTR

)
)
)
)

Consensus  (56) GCCACCGCCGCCGCCCTCGTCGGCTCCGTCTCCGCCACGGCCTGCACTTCCACCC
111 165
HaeBeta-NovaSeq- (CDS+UTR)  (105) AGCAGACCACCGCCTACGICGCGCICEIGAC

( )« CATCCTCTCGGAGICGTACTTCTC
Alfa-NovaSeq- (CDS+UTR)  (107) AGCAGACCGCCGCGTACGTGGCTCTGGIGAGCATCCICICGGACTCGTCGITCAG
HaeAlfa-NovaSeqg- (CDS+UTR) (111) AGCAGACCGCCGCCTACGIC! ACTTCTC
Beta-NovaSeq- (CDS+UTR)  (108) AGCAGACCGCCGCGTACAAGACGCTCGTIGAGTATCCTGICC
c (

onsensus 111) AGCAGACCGCCGCGTACGTGGCGCTCGTGAGCATCCTCTCGGAGTCGTCCTTCTC

166 220
HaeBeta—-NovaSeqg- (CDS+UTR

) ARCGTGCTCGAGCGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCACTTCCCACG

Alfa-NovaSeq- (CDS+UTR)  (162) CCAGTGCGCGACGGACTCGEGCTACTCGATGCTGACGGCCACCTEGCTGCCCACG
HaeAlfa-NovaSeq- (CDS+UTR)  (166) BACGTGCGCCAGCGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCGCTTCCCACG
)«
(

Beta-NovaSeq- (CDS+UTR)  (163) GCAGTGCTCCAAGGACTCEGECTACTCCATGCTGACGECCACGECACTGECCACC

Consensus (166) ACCGTGCTCGAGGGACTCGGGCTACTCCATGCTGACGGCCACGGCGCTTCCCACG
221 275
HaeBeta-NovaSeq- (CDS+UTR ACGGCCCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCGACGGCGTGCAACACCATGATCACTG

HaeAlfa-NovaSeq- (CDS+UTR GGAGATGATCACGG
Beta-NovaSeq- (CDS+UTR AGA
Consensus

)

Alfa-NovaSeq- (CDS+UTR) ACGGCGCAGTACAAGCTCATGTGCGCGTCGACGGCGTGCAACACCATGATCAAGA
)
)

HaeBeta-NovaSeqg- (CDS+UTR)
Alfa-NovaSeqg- (CDS+UTR)
HaeAlfa-NovaSeqg- (CDS+UTR)
)

CGTGCTGGACGTGTACACGTACGCCAACGGCTTCTCGTCCAAGTGCGCGTCGCTC
331) GGTGCTGGACGTGTACACGTACGCGAACGGCTTTTCGTCGACGTGCGCGTCGCTG

Beta-NovaSeq- (CDS+UTR cBIC
Consensus AGATCGTCGCGCTGAACCCTCCTGACTGCGACCTGACGGTGCCGACCAGCGGTCT
331 385
HaeBeta-NovaSeq- (CDS+UTR)  ( CGTGCTGGACGTGTACACGTACGCARACGGCTTTGCGTCGACGTGCGCGICGCTG
Alfa-NovaSeq- (CDS+UTR)  ( GGIGCTCAACGTGTACTCGTACGCGAACGGCTTCTCGGCCACGTGCGCGTCGCTG
HaeAlfa-NovaSeg- (CDS+UTR)  ( GETGATCARCGTGTACGAGTACTCGAACGACTTIGT!
Beta-NovaSeg— (CDS+UTR) (
c (

onsensus

HaeBeta-NovaSeqg- (CDS+UTR
Alfa-NovaSeg- (CDS+UTR
HaeAlfa-NovaSeqg- (CDS+UTR
Beta-NovaSeq- (CDS+UTR

)
)
)
)

Consensus (386) TCGTC TCG CGTCGGC TGAGTCCTCAAGCTG GGTGGCG CCTGT

441 495

HaeBeta-NovaSeq- (CDS+UTR)  (420) GGTTAGCGAAGTGCGETGTGCG-————-——- GGITTCTCGAGTTCA--AGGGECT
Alfa-NovaSeq- (CDS+UTR)  (426) TCATCEATAAGGTGCCGATGCGTGIGG-CATGCTGACTTGTCTTIGGGTCAAGTA

)
)
HaeAlfa-NovaSeqg- (CDS+UTR)

Beta-NovaSeq- (CDS+UTR)

(
(
(441) CBTGACGICACTGGACTGAACGAATGTTCAAGGGTTGTCECTITIGETAGCECCA
(413) GAGETITGAACGCGAGACICECCCITG-CGTACCTTCTC-TCTCIGTATCGGCTA
(

Consensus (441) GGTTAT TAAGTGGACTGTGCG TGG CATGGTTTCTCGTCTTTGG TGGGGTA

496 550

HaeBeta-NovaSeq— (CDS+UTR)  (464) CCTTACTCAGACCGAAGCTACAGATGCTTCATTGCARAAGACTTACCCG————-
Alfa-NovaSeg- (CDS+UTR 480) CGCAGCTTIGAGCAGATAGITTNGGCG-TAAGTITGGCTGTICGCTCGA! TIGTA

( ) (
( ) (
HaeAlfa-NovaSeq- (CDS+UTR) (496) CGATGTCCAGACIGAAGTITCAGGCGCTTCTIACGGAATGGCCCGCCCGCTTIGGT
Beta-NovaSeq- (CDS+UTR)  (466) GCCA--TTTA-CTGAGGCIGGAGGAG-CA
c (

onsensus 496) CGCTGCTTAGACTGAAGCTTCAGGCGCTTC TTGG AATGGCTCGCCCG TTG
551 563
HaeBeta-NovaSeg- (CDS+UTR) (513) ————mmm
Alfa-NovaSeg- (CDS+UTR)  (534) ARGC--——--—--—-
HaeAlfa-NovaSeqg- (CDS+UTR) (551) TITGAGGGCGAGC
Beta-NovaSeg- (CDS+UTR) (491) —————mm—
Consensus (551) A

Figura 16: Alinhamento de sequéncias genéticas das elicitinas obtidas para o isolamento PA45.
Alinhamento de sequéncias que incluem as zonas 5’ e 3> UTR. Homologia entre as sequéncias: 48,5 %.
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Anexo 8 — Resultados da quantificacao por PCR em Tempo Real

e As tabelas seguintes apresentam os resultados para a quantifica¢do, por PCR em tempo real com sondas
Tagman, da expressdo dos genes do cluster de elicitinas de P. cinnamomi, bem como do gene da actina
(referéncia).

e  Asamostras analisadas foram obtidas a partir ou de culturas in vitro (micélio cultivado em meio VgC ou
meio MSE, por 3 ou 15 dias) ou culturas in planta (raizes de Q. suber infectadas com o patogénio, 12,
24 ou 36 h apés a infeccdo).

e Para cada caso foram efectuados trés ensaios independentes (cultura, extraccdo de RNA, transcrig@o
reversa) e em cada reac¢do de quantificagdo foram efectuados trés replicados por amostra.

e As tabelas tipo A apresentam os valores dos ciclos limiares (Ct) para cada um dos replicados, bem
como seu valor médio e o respectivo desvio padrdo. Apresentam, também, o logaritmo do nimero de
copias e o nimero de copias da sequéncia alvo presentes em cada amostra.

® O célculo do niimero de copias foi efectuado automaticamente pelo sofware do equipamento usado, o
iCycler iQ Detection System (BIORAD), com base na leitura dos Cts das amostras de concentragdo
conhecida.

L . ~ = 37
e Estes célculos baseiam-se nas equagdes geradas pelas curvas padrio, do tipo™':

y=mx+b

¢ O logaritmo do nimero de cdpias presente na amostra foi obtido por:

Log cépias = (Ct-b)/m

De onde vem que Cépias = 10(Ctbym

e Os factores de normalizacdo das amostras sdo constantes que as relacionam com a amostra padrdo,
tendo por base a expressdo de um gene referéncia cuja expressao se mantém invaridvel. Neste caso, é
relacionado o nimero de cépias de actina presentes em cada amostra em estudo com a amostra padrao,
micélio do isolamento PA45 cultivado em meio VgC durante 3 dias. Esta constante normaliza as
quantidades de amostra em comparacao e foi obtida por:

Factor de normalizacdo = Numero de copias de actina PA45, VsC, 3 dias
Numero cépias de actina amostra em estudo

e A normalizacdo das amostras foi obtida por:

N° de cépias do gene em estudo normalizadas = Factor de normalizacdo x N° de cépias do gene em estudo

e As eficiéncias das reaccdes PCR também foram calculadas pelo software a partir dos declives das
curvas padrdo:

Eficiéncia = ([10°1)] _ 1) x 100

37 As relagdes matematicas foram extraidas do ABI Prism 7700 Sequence Detection System — User Bulletin #2
(Applied Biosystems, 2001).
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ct |ctmedio Desvio | Média Log Média Factor de
Amostras 1 Actina | Actina Padrédo Ct| Copias Copias Normalizacédo . ~ ~

Actina | Actina | Actina | das Amostras Tabela Al: Quantificacio da expressdo do gene da
21,15

PA45-V8-3dias | 21,17 | 21,18 | 004 6,206 | 1,608E+06 1,000 actina em amostras de micélio (ensaio 1).
2123
21,30
PA45 -V8 - 15 dias :1 gg 2131 | 002 6170 [ 1477E+06 1,089 Curva padrdo gerada por 4 amostras de concentracdo
21.08 conhecida:
PA45 - MSE - 3 dias 2t ?g 2109 | 001 6,234 | 1,715E406 0,938 107, 10, 10* e 10° copias da sequéncia alvo.
21,28
PA45 - MSE - 15 dias | 2120 | 2123 | 004 6,191 | 1554E406 1,035 L.
2122 Ct = - 3,347 x Log (N° cépias) + 41,956
21,07 - el
FATSS-V8-3dias | 2113 | 21,13 | 0,06 6223 | 1,672E+06 0,962 Coeficiente de correlagao = 0,999
21,18
21,31 A =
FATSS-v8-15dias | 2128 | 2129 | 002 6174 | 1494E+06 1076 Eficiéncia da reac¢do PCR: 99,0%

21,08
21,04
FATSS - MSE - 3dias [ 21.12 | 21,06 | 006 6,244 | 1,755E406 0917
21,01
21,05
FATSS - MSE - 15dias | 21.23 | 2123 | 002 6,191 | 1554E406 1,035
21,22
2114
PA37-V8-3dias | 21.20 | 21,16 | 003 6212 | 1631E+06 0,986
21,15
2127
PA37-V8-15dias | 2126 | 2126 | 0,01 6,183 | 1526E406 1,054
21,25
20,99
PA37-MSE-3dias | 21,00 | 2104 | 005 6,250 | 1,779E406 0,904
21,03
2127
PA37 - MSE - 15 dias | 21.23 | 21,25 | 002 6,187 | 1540E406 1,045
21,24
21,13
13C-V8-3dias | 21.08 | 21,12 | 004 6,225 | 1680E+06 0,957
21,15
2132
21,09
21,06
21,14
13C-MSE-3dias | 2112 | 21,12 | 003 6,226 | 1684E406 0,955
21,09
21,23
13C-MSE-15dias [ 2123 | 2124 | 0,01 6,190 | 1550E+06 1,087
21,05

13C - V8 - 15 dias 21,29 0,03 6,174 1,494E+06 1,076

ct |ct Medio Desvio | Média Log Média Factor de
Amostras 2 " " Padrao Ct| Copias Copias Normalizagéao . e X 5
Actina | Actina [y =0 FHTORES | CORES | e Amootas Tabela A2: Quantificacio da expressdo do gene da

18,75 actina em amostras de micélio (ensaio 2).
PA45-V8-3dias | 1877 | 1872 | 008 6,165 | 1461E+06 1,000
18,63
18,83 5 =
PA45-V8-15dias | 18,84 | 1885 | 003 6124 | 1331E+06 1,098 Curva padrdo gerada por 4 amostras de concentra¢do

18,89 conhecida:
18.61 7 5 4 3, . A .
PA45 -MSE - 3dias | 1857 | 1858 | 003 6206 | 1,607E+06 0,909 10°, 10°, 10" e 10” copias da sequéncia alvo.
18,55
18.79
PA45- MSE - 15 dias | 18.80 | 18,78 | 002 6,145 | 12396E+06 1,047 Ct = - 3,374 x Log (N° c6pias) + 39,516
18,76 X ~

1873 Coeficiente de correlacdo = 0,995
FATSS-V8-3dias | 1874 | 1869 | 008 6172 | 1488E4+06 0,982

18,60

18,81 Eficiéncia da reac¢do PCR: 97,9%

1882 | 1883 | 003 6130 | 12349E4+06 1,083

18,87

18,59
FATSS - MSE - 3dias | 18.53 | 18,57 | 003 6,208 | 1615E406 0,905
18.59
18,78
FATSS - MSE - 15dias | 1881 | 1878 | 003 6,146 | 12399E4+06 1,044
18.75
18,76
PA37 - V8 - 3 dias 18,75 18,70 0,09 6,169 1,474E+06 0,991
18.60
18,81
PA37 - V8 - 15 dias 18,85 18,82 0,03 6,135 1,364E+06 1,071
18.79
18,59
PA37 - MSE - 3 dias 18,57 18,56 0,03 6,210 1,622E+06 0,901
18.53
18,77
PA37 - MSE - 15 dias 18,81 18,77 0,04 6,148 1,405E+06 1,039
18,74
18.73
13C - V8 - 3 dias 18,72 18,69 0,07 6,173 1,491E+06 0,980
18,61
18.83
13C - V8 - 15 dias 18,83 18,83 0,01 6,130 1,349E+06 1,083
18,84
18.59
13C-MSE-3dias | 1861 | 1859 | 003 6,203 | 1596E+06 0915
18,56
18,72
13C-MSE-15dias | 1879 | 1876 | 0,04 6152 | 1418E406 1,030
18,77

FATSS -V8 - 15 dias
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ct |ct Mediol Desvio | Média Log Média Factor de
Amostras 3 Actina | Actina Padrdo Ct| Copias Copias Normalizacdo . ~ ~

Actina | Actina | Actina | das Amostras Tabela A3: Quantificacio da expressdo do gene da
20,03

PA45-V8-3dias | 2004 | 2004 | 002 | 6237 | 1726E406 1,000 actina em amostras de micélio (ensaio 3).
206
PAA5 -V8 - 15 dias 022 | 2019 | 003 6194 | 1,563E+06 1,105 Curva padrdo gerada por 4 amostras de concentracdo
19,98 conhecida:
PA45 - MSE - 3 dias ‘112 gi 19,96 0,02 6,263 1,831E+06 0,943 107, 105’ 104 e 103 Cépias da Sequéncia alVO.
PA45 - MSE - 15 dias ggﬁ 20,11 0,02 6,218 1,654E+06 1,044

20,09 Ct=-3,394 x Log (N° copias) + 41,212
20.08 . s

FATSS-V8-3dias | 2007 | 20,07 | 001 6228 | 1691E+06 1,021 Coeficiente de correlagao = 0,999
20,07
20,14 o -
FATSS-V8-15dias | 2020 | 2017 | 003 6,200 | 1584E406 1,090 Eficiéncia da reac¢do PCR: 97,1%
2017
19.95
FATSS - MSE - 3 dias | 10.97 | 19.96 | 0,01 6262 | 1827E+06 0,945
19.96
20.09
FATSS - MSE - 15 dias | 20.10 | 20,10 | 002 6219 | 1657E+06 1,042
2012

19.98

PA37-V8-3dias | 2001 | 2001 | 003 6248 | 1770E+06 0,975
20,03
20.15
PA37-V8-15dias | 2016 | 2016 | 0,01 6203 | 1,595E406 1,082
2017
19.97
PA37-MSE-3dias | 19.04 | 1994 | 003 6267 | 1,847E+06 0,934
19.92
2015
PA37- MSE - 15 dias | 20,09 | 20,10 | 0,04 6219 | 1,657E+06 1,042
20,07
20,08
13C-V8-3dias | 2006 | 20,06 [ 002 6231 | 1703E+06 1,014
20.05
2017
13C-V8-15dias [ 2024 | 2020 | 004 6190 | 1549E+06 1,115
20.20
19.95
13C-MSE-3dias | 1993 | 1994 | 001 6267 | 1847E+06 0,934
19.95
20.13
13C-MSE-15dias | 2016 | 2013 | 003 6211 | 1624E406 1,063
2011

Desvio | Média Log Média Factorde | Média Copias
Padrdo Ct| Copias Normalizacédo Beta

Copias Beta N . ~ ~
Ecta &R Sasmcstzs] (Nommalizadas Tabela A4: Quantificacio da expressio do
32,06

PA45-V8-3dias | 3203 | 3203 | 0,03 1,742 | 5517E401 1,000 5,517E+01 gene ficin em amostras de micélio (ensaio 1).

32,01
32,86
PA45-V8-15dias | 3289 | 32,88 | 0,02 1480 | 3,017E+01 1,089 3,284E401 Curva padrio gerada por 4 amostras de
32,90 ~ .
25,01 concentra¢do conhecida:

PA45 - MSE - 3dias [ 2503 | 2506 | 0,06 3894 | 7,829E+03 0,938 7,342E+03 107.10%. 10%* e 10° copias da sequéncia alvo
25,13 ’ ’ :

29.35
PA45 - MSE - 15 dias 29,23 29,26 0,08 2,596 3,946E+02 1,035 4,084E+02 s .
2921 i i Ct =- 3,242 x Log (N° c6pias) + 37,680

ND H 30 =
FATSS - V8 - 3 dias ND__| #DIV/0! | #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 0,962 #DIV/0! Coeficiente de Correlagao - 0’999

ND

ND A ~
FATSS -V8 - 15 dias ND_| #DIV/0! [ #DIviol | #Divio! #DIV/O! 1,076 #DIV/0! Eficiéncia da reac¢do PCR: 103,5%

ND
D
FATSS - MSE - 3 dias D #DIV/0! | #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 0,917 #DIV/0!

3 ND = Valor de Ct Nao Detectado

FATSS - MSE - 15 dias ND #DIV/0! [ #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,035 #DIV/0! | — 4 3
NG #DIV/0! = Erro na folha de calculo derivado

32,08 da insercdo de ND, valor ndo numérico
PA37 - V8 - 3 dias 32,04 32,05 0,03 1,738 5,465E+01 0,986 5,391E+01
32,02
33,02
32,89
32,84
24,97
PA37 - MSE - 3 dias 24,94 24,96 0,02 3,922 8,365E+03 0,904 7,562E+03
24,98
29,14
PA37 - MSE - 15 dias | 29,05 29,08 0,06 2,654 4,505E+02 1,045 4,706E+02
29,04
32,21
32,28
32,29
32,94
32,88
32,97
25,01
13C - MSE - 3 dias 2511 25,04 0,06 3,900 7,941E+03 0,955 7,685E+03
2499
29,14
13C - MSE - 15 dias 29,03 29,08 0,06 2,652 4,484E+02 1,037 4,651E+02
29,08

Ct Médio

Amostras 1 Ct Beta
Beta

PA37 - V8 - 15 dias 32,92 0,09 1,469 2,946E+01 1,054 3,106E+01

13C - V8 - 3 dias 32,26 0,04 1,672 4,697E+01 0,957 4,497E+01

13C - V8 - 15 dias 32,93 0,05 1,465 2,918E+01 1,076 3,141E+01
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Desvio | Média Log o Factor de | Média Cépias
pedla Normalizacao Beta

Copias Beta 5 ope ~ ~
il das Amostras | Normalizadas |  Tabela AS: Quantificacdo da expressdo do
gene ficin em amostras de micélio (ensaio 2).

Amostras 2 Ct Beta CHNC Padrédo Ct| Copias
Beta
Beta Beta

34,47
PA45-V8-3dias | 3442 | 3443 | 0,03 1716 | 5,206E+01 1,000 5,206E+01
34,41
35,42 ~
PA45-v8-15dias | 3537 | 3540 0,03 1,424 2,657E+01 1,098 2,917E+01 Curva padrao gerada por 4 amostras de
B4 concentragdo conhecida:
PA45-MSE-3dias | 2730 | 27,34 | 0,04 3866 | 7,339E+03 0,909 6,670E+03 107, 10, 10* e 10 copias da sequéncia alvo.
27,35
31,65
PA45 - MSE - 15 dias | 31,69 | 31,67 | 002 2554 | 3,582E+02 1,047 3,749E+02 _ -
67 Ct =- 3,299 x Log (N° cépias) + 40,096
] ND Coeficiente de correlacdo = 0,998
FATSS-V8-3dias | _ND | #DIV/0! | #DIV/o! | #DIV/io! | #DIviol 0,982 #DIV/O!
ND

ND . o s ~ .
FATSS -V8-15dias | _ND | #DIV/0! | #DIv/or | #DIv/or | #Div/ol 1,083 #DIV/0! Eficiéncia da reac¢do PCR: 101,0%
ND
ND
FATSS - MSE - 3 dias | 42,30 | 42,30 | #DIV/0! | -0,668 | 2,147E-01 0,905 1,943E-01

EB ND = Valor de Ct Nao Detectado

FATSS - MSE - 15dias | ND #DIV/0! | #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,044 #DIV/0! #DIV/O! = Erro na fOlha de calculo derivado da
ND

34,63 inser¢do de ND, valor ndo numérico
PA37 - V8 - 3 dias 34,55 34,58 0,05 1,673 4,710E+01 0,991 4,667E+01
34,55
35,31
PA37 - V8 - 15 dias 35,24 35,30 0,06 1,453 2,836E+01 1,071 3,037E+01
35,36

27,32

PA37 - MSE - 3 dias 27,31 0,02 3,877 7,529E+03 0,901 6,781E+03

27,29

27,31

31,48
PA37 - MSE -15dias | 31,49 | 3148 0,01 2,612 4,090E+02 1,039 4,251E+02
31,47
34,59
13C - V8 - 3 dias 34,58 | 34,58 0,02 1,673 4,710E+01 0,980 4,615E+01
34,56
35,24
13C - V8 - 15 dias 3527 | 3527 0,03 1,464 2,910E+01 1,083 3,151E+01
35,29
27,34
13C - MSE - 3 dias 27.37 | 27,37 0,03 3,859 7,220E+03 0,915 6,607E+03
27,39
31,56
13C - MSE - 15 dias 31,61 31,60 0,03 2,576 3,770E+02 1,030 3,883E+02
31,62

Ct Médio Desvio | Média Log Média Factor de | Média Cépias
Amostras3 | ClBeta) “pgy, |Pad@o Cll COPIS | Gopias Beta| hormalzacio | Beta Tabela A6: Quantificacdo da expressio do
eta Beta das Amostras | Normalizadas

o gene fcin em amostras de micélio (ensaio 3).

2ld |

PA45 - V8 - 3 dias 31,55 31,55 0,01 1,791 6,183E+01 1,000 6,183E+01
31,55 ~
32,51 Curva padrio gerada por 4 amostras de

PA45 -V8 - 15 dias 32,46 32,49 0,03 1,507 3,214E+01 1,105 3,550E+01 ~ .
32.49 "’ ! concentragio conhecida:

7 5 4 3 4 P

24,46

PA45 - MSE - 3dias | 24,35 | 24,40 0,06 3952 8,946E+03 0,943 8,435E+03 10°, 10%, 10" e 10 cop1as da sequencia alvo.
24,39

28.75 .
PA45 - MSE - 15 dias | 2874 | 28,75 | 0,01 2637 | 4,332E402 1,044 4,522E402 Ct=-3,308 x Log (N° copias) + 37,472
28,76 Coeficiente de correlacdo = 0,998

38.91
FATSS - V8 - 3 dias 38,89 38,94 0,06 -0,443 3,608E-01 1,021 3,682E-01
39,01 PN . ~
3950 Eficiéncia da reaccdo PCR: 100,6%
[ 39.50 |
FATSS -V8 - 15 dias ND 39,50 #DIV/0! -0,613 2,437E-01 1,090 2,656E-01
ND
39.00
FATSS - MSE - 3 dias | 39,02 39,04 0,05 -0,474 3,357E-01 0,945 3,173E-01

39,10 ND = Valor de Ct Nao Detectado

39,07 | — 5 .
FATSS - MSE - 15dias |_ND_| 39,10 | 0,04 0,491 | 3,231E-01 1,042 3,365E-01 #DIV/0! = Erro na folha de cdlculo derivado da

50,12 insercdo de ND, valor ndo numérico
PA37 - V8 - 3 dias 31,57 31,57 0,02 1,785 6,098E+01 0,975 5,948E+01
31,55
32,38
32,44
32,46
24,37
2439
24,35
28,51
PA37 - MSE - 15 dias | 28,50 28,51 0,02 2,708 5,107E+02 1,042 5,319E+02
28,53
31,85
31,82
31,79
32,45
32,43
32,41
24,31
13C - MSE - 3 dias 24,42 24,36 0,06 3,965 9,220E+03 0,934 8,615E+03
2434
29,28
13C - MSE - 15 dias 29,25 29,25 0,03 2,485 3,058E+02 1,063 3,251E+02
29,22

}

PA37 - V8 - 15 dias 32,43 0,04 1,525 3,351E+01 1,082 3,627E+01

PA37 - MSE - 3 dias 24,37 0,02 3,961 9,135E+03 0,934 8,536E+03

13C - V8 - 3 dias 31,82 0,03 1,709 5,112E+01 1,014 5,182E+01

13C - V8 - 15 dias 32,43 0,02 1,524 3,343E+01 1,115 3,727E+01
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Amostras 1

Ct Alfa

Ct Médio
Alfa

Desvio
Padrao Ct
Alfa

Média Log
Copias Alfa

Média
Copias Alfa

Factor de
Normalizacédo
das Amostras

Média Copias
Alfa
Normalizadas

PA45 - V8 - 3 dias

30,53

=00 |

30,55

30,54

30,54

0,01

2,889

7,748E+02

1,000

7,748E+02

PA45 -V8 - 15 dias

34,38

34,39

34,33

34,37

0,03

1,799

6,294E+01

1,089

6,852E+01

PA45 - MSE - 3 dias

26,41
26,46
26,46

26,44

0,03

4,056

1,138E+04

0,938

1,068E+04

PA45 - MSE - 15 dias

31,03

30,95

30,96

30,98

0,04

2,764

5,805E+02

1,035

6,008E+02

FATSS - V8 - 3 dias

31,39

31,40

31,47

31,42

0,04

2,638

4,350E+02

0,962

4,183E+02

FATSS -V8 - 15 dias

35,22

35,24

35,33

35,26

0,06

1,543

3,495E+01

1,076

3,762E+01

FATSS - MSE - 3 dias

28,86
28,89
28,87

28,87

0,02

3,364

2,312E+03

0,917

2,119E+03

FATSS - MSE - 15 dias

3472

34,70

34,76

34,73

0,03

1,696

4,970E+01

1,035

5,144E+01

PA37 - V8 - 3 dias

30,47

30,50

30,41

30,46

0,05

2,912

8,165E+02

0,986

8,054E+02

PA37 - V8 - 15 dias

34,22

34,29

34,30

34,27

0,04

1,826

6,706E+01

1,054

7,070E+01

PA37 - MSE - 3 dias

26,33
2631

26,30

26,31

0,02

4,093

1,240E+04

0,904

1,121E+04

PA37 - MSE - 15 dias

30,96

30,92

30,91

30,93

0,03

2,778

5,999E+02

1,045

6,266E+02

13C - V8 - 3 dias

30,44

30,49

30,47

30,47

0,03

2,910

8,130E+02

0,957

7,783E+02

13C - V8 - 15 dias

34,19

34,25

34,22

34,22

0,03

1,841

6,930E+01

1,076

7,458E+01

13C - MSE - 3 dias

26,29
26,35
26,32

26,32

0,03

4,091

1,234E+04

0,955

1,179E+04

13C - MSE - 15 dias

31,00

30,98

30,92

30,97

0,04

2,768

5,856E+02

1,037

6,075E+02

Amostras 2

Ct Alfa

Ct Médio
Alfa

Desvio
Padrao Ct
Alfa

Média Log
Copias Alfa

Média
Copias Alfa

Factor de
Normalizagédo
das Amostras

Média Copias
Alfa
Normalizadas

PA45 - V8 - 3 dias

28,05
27,94

l

27,99

27,99

0,06

2,844

6,976E+02

1,000

6,976E+02

PA45 -V8 - 15 dias

32,16

32,19

32,14

32,16

0,03

1,659

4,556E+01

1,008

5,002E+01

PA45 - MSE - 3 dias

23,96

23,84

23,89

23,90

0,06

4,008

1,018E+04

0,909

9,253E+03

PA45 - MSE - 15 dias

28,67
28,69

28,58

28,65

0,06

2,658

4,549E+02

1,047

4,761E+02

FATSS - V8 - 3 dias

28,95

28,89

|<c.c9 |

28,93

28,92

0,03

2,579

3,796E+02

0,982

3,728E+02

FATSS -V8 - 15 dias

33,30

33,31

33,38

33,33

0,04

1,327

2,124E+01

1,083

2,300E+01

FATSS - MSE - 3 dias

26,46
26,38
26,38

26,41

0,05

3,294

1,970E+03

0,905

1,782E+03

FATSS - MSE - 15 dias

32,22

32,19

32,26

32,22

0,04

1,642

4,381E+01

1,044

4,674E+01

PA37 - V8 - 3 dias

27,94

27,88
27,86

27,89

0,04

2,872

7,448E+02

0,991

7,380E+02

PA37 - V8 - 15 dias

32,11

32,12

32,09

32,11

0,02

1,675

4,728E+01

1,071

5,062E+01

PA37 - MSE - 3 dias

23,90

23,82

23,83

23,85

0,04

4,021

1,050E+04

0,901

9,453E+03

PA37 - MSE - 15 dias

28,55
28 41
28,50

28,49

0,07

2,703

5,051E+02

1,039

5,251E+02

13C - V8 - 3 dias

27,95

27,92

28,09

27,99

0,09

2,846

7,007E+02

0,980

6,865E+02

13C - V8 - 15 dias

32,10

32,15

32,24

32,16

0,07

1,659

4,5656E+01

1,083

4,934E+01

13C - MSE - 3 dias

23,89

23,86

23,85

23,87

0,02

4,016

1,038E+04

0,915

9,501E+03

13C - MSE - 15 dias

28,60
28,61
28,60

28,60

0,01

2,670

4,680E+02

1,030

4,821E+02
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Tabela A7: Quantificacdo da expressdao do
gene acin em amostras de micélio (ensaio 1).

Curva padrdo gerada por 4 amostras de
concentragio conhecida:
107, 10°, 10* e 10° copias da sequéncia alvo.

Ct=-3,510 x Log (N° cépias) + 40,681
Coeficiente de correlacdo = 0,997

Eficiéncia da reac¢do PCR: 92,7%

Tabela A8: Quantificagdo da expressdo do
gene acin em amostras de micélio (ensaio 2).

Curva padrdo gerada por 4 amostras de
concentracio conhecida:
107, 10°, 10* e 10° copias da sequéncia alvo.

Ct=-3,519 x Log (N° cépias) + 38,000
Coeficiente de correlacdo = 0,998

Eficiéncia da reaccido PCR: 92,4%
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Ct Médio Desvio Média Log Média Faclo_r de~ Média Copias
Normalizacao Alfa

Amostras 3 Ct Alfa Padrao Ct
das Amostras | Normalizadas | Tabela A9: Quantificagdo da expressdo do gene

Alfa Alfa Copias Alfa| Copias Alfa
acin em amostras de micélio (ensaio 3).

30,02
PA45-V8-3dias | 3007 | 30,03 | 003 | 2939 | 8683E+02 1,000 8,683E+02
30,01

33,92 ~
PA45-v8-15dias | 3395 | 3362 0,54 1,920 8,327E+01 1,105 9,198E+01 Curva padrao gerada por 4 amostras de
55 concentragdo conhecida:
PA45-MSE-3dias | 2580 | 2586 | 0,04 4122 | 1,325E4+04 0,943 1,249E+04 107, 10°, 10* e 10 copias da sequéncia alvo.
25.81
3031

PA45 - MSE - 15 dias | 30,31 30,33 0,03 2,855 7,169E+02 1,044 7,484E+02 — 0 A G
30.36 Ct =- 3,526 x Log (N° copias) + 40,395

|06 | Coeficiente de correlagdo = 1,000
FATSS - V8 - 3 dias 30,89 30,86 0,04 2,705 5,072E+02 1,021 5,176E+02
30,82

34,56 s < .
FATSS-V8-15dias | 3452 | 3453 | 0,03 1,663 | 4,606E+01 1,090 5,020E+01 Eficiéncia da reacgdo PCR: 92,1 %

34,51
28,29
FATSS - MSE -3 dias | 2827 | 28,27 0,02 3,438 2,740E+03 0,945 2,590E+03
28,26
34,03
FATSS - MSE - 15dias | 33,94 | 33,96 0,06 1,825 6,684E+01 1,042 6,961E+01
33,91
29,93
PA37 - V8 - 3 dias 2994 | 29,95 0,03 2,962 9,168E+02 0,975 8,943E+02
29,98
33,76
33,88
33,87
2575
PA37 - MSE - 3 dias 2581 25,77 0,04 4,149 1,408E+04 0,934 1,316E+04
25,74
30,11
PA37 - MSE - 15dias | 30,16 | 30,15 0,04 2,905 8,028E+02 1,042 8,362E+02
30,19
30,09
13C - V8 - 3 dias 30,06 | 30,08 0,02 2,925 8,422E+02 1,014 8,537E+02
30,09
33,79
13C - V8 - 15 dias 33.80 | 33,78 0,02 1,875 7,501E+01 1,115 8,361E+01
33,76
25,68
13C - MSE - 3 dias 2566 | 25,66 0,02 4,178 1,507E+04 0,934 1,408E+04
25,65
30,40
13C - MSE - 15 dias 3035 | 30,36 0,04 2,847 7,030E+02 1,063 7,472E+02
30,32

|

PA37 - V8 - 15 dias 33,84 0,07 1,860 7,244E+01 1,082 7,841E+01

Ct Ct Médio Desvio | Médialog| Meédia Factor de Média Copias
Amostras 1 Hae Hae Beta Padrédo Ct |Copias Hae|Copias Hae| Normalizacao Hae Beta
Beta Hae Beta Beta Beta das Amostras | Normalizadas

3556 Tabela A10: Quantificacdo da expressdo

PA45 - V8 - 3 dias 3858 | 3856 0,03 1,521 | 3,317E+01 1,000 3,317E+01 do gene Hae,Bcin em amostras de micélio
38,53 .

39,90 (ensaio 1).
PA45-V8-15dias | 3991 | 39,92 0,03 1,121 | 1,321E+401 1,089 1,438E+01
39,95
] 34,38 Curva padrdo gerada por 4 amostras de
PA45- MSE -3 dias | 3435 | 3434 0,04 2757 | 5711E+02 0,938 5,356E+02 - R
34,30 concentragio conhecida:

39,00 7 5 4 3 < A
PA45 - MSE - 15 dias 38,96 0,04 1,402 | 2,526E+01 1,035 2,615E+01 107, 10°, 10" e 10 copias da sequéncia

38,93
38,95 alvo.

39,27

FATSS - V8 - 3 dias 39,23 39,23 0,04 1,322 2,100E+01 0,962 2,020E+01
oo Ct =- 3,409 x Log (N° cpias) + 43,741

FATSS - V8 - 15dias | 40,01 40,16 0,16 1,051 | 1,126E+01 1,076 1,211E+01 Coeficiente de correlagﬁo =0.990
40.14 ’

37,02
FATSS - MSE - 3 dias | 37,03 37,06 0,07 1,959 9,096E+01 0,917 8,337E+01

5714 Eficiéncia da reac¢do PCR: 96,5%

39,53

FATSS - MSE - 15 dias | 39,55 39,55 0,02 1,230 1,700E+01 1,035 1,759E+01
39,56
38,46
38,48
38,50
39,83

PA37 - V8 - 15 dias 39.86 39,85 0,02 1,141 1,385E+01 1,054 1,460E+01

39,86

34,27

PA37 - MSE - 3 dias 3424 34,25 0,02 2,785 6,096E+02 0,904 5511E+02
34,23
38,95
38,90
38,89
38,51

13C - V8 - 3 dias 38.49 38,51 0,02 1,535 3,431E+01 0,957 3,285E+01
38,52
39,84
39,90
39,88
34,28
34,26
34,24
39,02

38,88

38,92

PA37 - V8 - 3 dias 38,48 0,02 1,543 3,494E+01 0,986 3,446E+01

PA37 - MSE - 15 dias 38,91 0,03 1,416 2,607E+01 1,045 2,723E+01

|

13C- V8- 15 dias 39,87 0,03 1,135 1,363E+01 1,076 1,467E+01

13C - MSE - 3 dias 34,26 0,02 2,781 6,042E+02 0,955 5,771E+02

13C - MSE - 15 dias 38,94 0,07 1,408 2,561E+01 1,037 2,656E+01
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Amostras 2

Ct Hae
Beta

Ct Médio
Hae Beta

Desvio
Padréo Ct
Hae Beta

Média Log
Copias Hae|
Beta

Média
Copias Hae|
Beta

Factor de
Normalizagéao
das Amostras

Média Copias
Hae Beta
Normalizadas

PA45 - V8 - 3 dias

38,33
38,35
38,30

38,33

0,03

1,486

3,059E+01

1,000

3,059E+01

PA45 -V8 - 15 dias

39,71

39,76

39,78

39,75

0,04

1,069

1,173E+01

1,098

1,288E+01

PA45 - MSE - 3 dias

34,30

34,37

34,35

34,34

0,04

2,652

4,484E+02

0,909

4,075E+02

PA45 - MSE - 15 dias

38,88
38,81
38,85

|

38,85

0,04

1,334

2,155E+01

1,047

2,256E+01

FATSS - V8 - 3 dias

8,92
38,99
38,98

i

38,96

0,04

1,299

1,993E+01

0,982

1,957E+01

FATSS -V8 - 15 dias

40,92
40,93

l

40,97

40,94

0,03

0,721

5,263E+00

1,083

5,700E+00

FATSS - MSE - 3 dias

36,68
36,82
36,75

.

36,75

0,07

1,947

8,846E+01

0,905

8,004E+01

FATSS - MSE - 15 dias

40,01

40,04

39,90

39,98

0,07

1,001

1,002E+01

1,044

1,047E+01

PA37 - V8 - 3 dias

38,22
38,29
38,25

di

38,25

0,04

1,507

3,214E+01

0,991

3,185E+01

PA37 - V8 - 15 dias

9,44
39,46
39,51

H:

39,47

0,04

1,151

1,416E+01

1,071

1,517E+01

PA37 - MSE - 3 dias

34,13

34,06

34,09

34,09

0,04

2,724

5,294E+02

0,901

4,768E+02

PA37 - MSE - 15 dias

39,05
39,07

38,94

39,02

0,07

1,283

1,918E+01

1,039

1,994E+01

13C- V8 - 3 dias

38,26
3

38,32

38,26

0,06

1,504

3,193E+01

0,980

3,128E+01

13C - V8- 15 dias

39,06

=220 |
39,04

39,01

39,04

0,03

1,278

1,897E+01

1,083

2,054E+01

13C - MSE - 3 dias

3434

34,35

34,31

34,33

0,02

2,654

4,504E+02

0,915

4,122E+02

13C - MSE - 15 dias

39,27

39,33

39,31

39,30

0,03

1,200

1,585E+01

1,030

1,632E+01

Amostras 3

Ct Hae
Beta

Ct Médio
Hae Beta

Desvio
Padrao Ct
Hae Beta

Média Log
Copias Hae|
Beta

Média
Copias Hae|
Beta

Factor de
Normalizacédo
das Amostras

Média Copias
Hae Beta
Normalizadas

PA45 - V8 - 3 dias

37.81

37,90

37,95

37,89

0,07

1,588

3,873E+01

1,000

3,873E+01

PA45 -V8 - 15 dias

38,98
38,97
38,95

38,97

0,02

1,273

1,873E+01

1,106

2,069E+01

PA45 - MSE - 3 dias

33,30

33,35

33,31

33,32

0,03

2,922

8,351E+02

0,943

7,874E+02

PA45 - MSE - 15 dias

38,41
38,44
38,45

B

38,43

0,02

1,428

2,681E+01

1,044

2,799E+01

FATSS - V8 - 3 dias

38,65
38,62
38,60

|

38,62

0,03

1,373

2,360E+01

1,021

2,408E+01

FATSS -V8 - 15 dias

40,65

40,63

40,70

40,66

0,04

0,778

5,998E+00

1,090

6,537E+00

FATSS - MSE - 3 dias

36,54
36,50
36,562

36,52

0,02

1,987

9,708E+01

0,945

9,175E+01

FATSS - MSE - 15 dias

38,97

39,02

39,05

39,01

0,04

1,259

1,815E+01

1,042

1,891E+01

PA37 - V8 - 3 dias

37,71

37,83

37,92

37,82

0,11

1,607

4,050E+01

0,975

3,951E+01

PA37 - V8 - 15 dias

38,93
38,97
38,99

38,96

0,03

1,274

1,877E+01

1,082

2,032E+01

PA37 - MSE - 3 dias

33,18

33,27

33,25

33,23

0,05

2,947

8,852E+02

0,934

8,271E+02

PA37 - MSE - 15 dias

38,29

38,17

38,21

|

38,22

0,06

1,490

3,088E+01

1,042

3,216E+01

13C - V8 - 3 dias

37,72

37,76

37.80

37,76

0,04

1,625

4,217E+01

1,014

4,275E+01

13C- V8- 15 dias

38,54

38,65
38,67

38,62

0,07

1,374

2,365E+01

1,115

2,636E+01

13C - MSE - 3 dias

33,22

33,31

33,28

33,27

0,05

2,936

8,636E+02

0,934

8,070E+02

13C - MSE - 15 dias

39,46

39,38

39,39

39,41

0,04

1,143

1,390E+01

1,063

1,478E+01
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Tabela A11: Quantificacdo da expressdo
do gene Haefcin em amostras de micélio
(ensaio 2).

Curva padrdo gerada por 4 amostras de
concentra¢io conhecida:

107, 10°, 10* e 10* cépias da sequéncia
alvo.

Ct=-3,419 x Log (N° cépias) + 43,406
Coeficiente de correlagdo = 0,999

Eficiéncia da reaccdo PCR: 96,1%

Tabela A12: Quantificacdo da expressdo
do gene Haeficin em amostras de micélio
(ensaio 3).

Curva padrdo gerada por 4 amostras de
concentragdo conhecida:

107, 10°, 10* e 10° cépias da sequéncia
alvo.

Ct=-3,424 x Log (N° copias) + 43,324
Coeficiente de correlagdo = 0,997

Eficiéncia da reaccdo PCR: 95,9%



Estudo do papel bioldgico das elicitinas de Phytophthora cinnamomi
e do seu envolvimento no processo infeccioso Anexos

Ct Hae| Ct Médio Desvio | MédiaLog| Média Factor de Média Copias
Amostras 1 Alfa | Hae Alfa Padrao Ct |Copias Hae| Copias | Normalizacido Hae Alfa
Hae Alfa Alfa Hae Alfa | das Amostras | Normalizadas Tabela A13: Quantificagio da expressﬁo
37.87 . e
PA45-V8-3dias [3798| 37,86 0,12 0643 | 4,397E400 1,000 4,397E+00 do gene Haeacin em amostras de micélio
37,74 (ensaio 1).
ND
PA45-V8-15dias | ND | #DIV/0! | #DIV/ol | #DIvV/o! | #DIV/o! 1,089 #DIV/O!
o Curva padrio gerada por 4 amostras de
PA45 - MSE - 3 dias gj ;tg 34,22 0,16 1,713 5,163E+01 0,938 4,842E+01 Concentragﬁo conhecida:
7 5 4 3 - A .
ND 107, 10°, 10™ e 10° cépias da sequéncia
PA45-MSE-15dias | ND_| #DIV/0! | #DIV/ol | #DIv/or | #DIv/o! 1,035 #DIV/O! 1
D alvo.
D
FATSS - V8 - 3 dias D | #DIv/ol | #DIivor | #DIviol | #Divio! 0,962 #DIV/O! o s
D Ct=- 3,409 x Log (N° cépias) + 40,056
ND . ~
FATSS-V8-15dias [ ND | #DIV/O! | #DIvo! | #DIv/ol | #DIV/o! 1,076 #DIV/0! Coeficiente de correlagio = 0,993
ND
39,65 a ~
FATSS - MSE - 3 dias [39.61] 39,62 0,03 0129 [1,345E400[ 0,917 1,233E400 Eficiéncia da reac¢do PCR: 96,5%
39.59
ND
FATSS-MSE-15dias [ ND_| #DIV/0! | #DIv/ol | #DIv/ol | #DIv/o! 1,035 #DIV/O!
ND
3768 ND = Valor de Ct Nao Detectado
PA37-V8-3dias [3763| 37,65 0,03 0,706  |5,079E+00 0,986 5,010E+00 p
3764 #DIV/0! = Erro na folha de cdlculo
ND . . - ~
PA37-V8-15dias | ND | #DIV/0! | #DIV/o! | #DIV/ol | #DIv/o! 1,054 #DIV/O! derlv’afio da inser¢ao de ND, valor nao
ND numérico
34,10
PA37-MSE-3dias [3401] 34,06 0,05 1,758 | 5,727E+01 0,904 5,177E+01
34,08
D
PA37-MSE-15dias | ND_| #DIV/0! | #DIV/ol | #DIv/or | #DIV/o! 1,045 #DIV/O!
D
37,56
13C-V8-3dias [3743| 37.47 0,08 0,760  |5,749E+00 0,957 5,503E+00
37.41
ND
13C-V8-15dias | ND | #DIV/O! | #DIV/o! | #DIV/ol | #DIv/o! 1,076 #DIV/O!
ND
34,03
13C-MSE-3dias [3415] 34,10 0,06 1,747 | 5,587E+01 0,955 5,336E-+01
34,12
D
13C - MSE - 15 dias D | #DIviol | #Divior | #DIvol | #Divior 1,087 #DIV/O!
D
Am Ct Hae| Gt Médio Des_wo Mee!la Log Me(!la Facto.r de_ Média Cépias
ostras 2 Alfa | Hae Alfa Padrao Ct |Copias Hae| Copias | Normalizagiao Hae Alfa Tabela A14: ifi jo d ~
Hae Alfa Alfa Hae Alfa | das Amostras | Normalizadas abela . Quantl ICB.QB.O a expressao
35,44 do gene Haeocin em amostras de micélio
PA45-V8-3dias [3543| 3542 0,03 0726 |5316E+00 1,000 5,316E+00 .
] * * (ensaio 2).
ND
PA45-V8-15dias | ND | #DIV/0l | #DIV/ol | #DIv/or | #DIv/o! 1,098 #DIV/O! B
ND Curva padrio gerada por 4 amostras de
3263 - L
PA45-MSE -3 dias [3264]| 32,69 0,09 1,523 | 3,333E+01 0,909 3,030E+01 Cogceml; 3930400nhe%1da~
8219 107, 10°, 10" e 10° cépias da sequéncia
PA45 -MSE-15dias [ ND | #DIV/0! | #DIV/ol | #DIv/o! | #DIV/o! 1,047 #DIV/0! alvo.
D
D
FATSS - V8 - 3 dias NS #DIV/Ol | #DIv/or | #DIvol | #Divsor 0,982 #DIV/O! Ct =- 3,424 x Log (N° c6pias) + 37,901
ND Coeficiente de correlacdo = 0,998
FATSS -V8 - 15 dias D | #DIvior | #Divor | #Diviol | #Divsor 1,083 #DIV/O!
D
) . a . - .
FATSS-MSE-3dias [ ND | #DIV/O! | #DIV/o! | #DIV/ol | #DIv/o! 0,905 #DIV/O! Eficiéncia da reac¢do PCR: 95,9%
D
ND
FATSS -MSE-15dias [ ND_| #DIV/0! | #DIv/o! | #DIV/ol | #DIv/o! 1,044 #DIV/O!
o ND = Valor de Ct Nao Detectado
PA37 - V8 - 3 dias gg % 36,71 0,06 0,349 | 2,233E+00 0,991 2,212E+00 #DIV/0! = Erro na folha de célculo
D derivado da inser¢do de ND, valor ndo
PA37 - V8 - 15 di #DIV/Ol | #DIV/or | #DIv/ol | #DIvsor 1,071 #DIV/O! ‘o
ias :)) 0 0 0 0 ,0 0 numérico
32,20
PA37-MSE-3dias 3214 3217 003 1,673 | 4,708E+01 0,901 4,240E+01
32,18
ND
PA37-MSE-15dias [ ND | #DIV/0! | #DIV/ol | #DIv/o! | #DIV/o! 1,089 #DIV/O!
ND
36,15
13C-V8-3dias [3617] 36,14 0,04 0515 | 3,276E400 0,980 3,209E+00
36,09
D
13C - V8 - 15 dias D | #DIviol | #Divior | #Divol | #Divior 1,083 #DIV/O!
D
32,03
13C-MSE-3dias [3205] 3205 0,03 1,708 | 5,103E+01 0915 4,670E+01
32,08
ND
13C-MSE-15dias [ ND | #DIV/o! | #DIv/ol | #DIvol | #Divio! 1,080 #DIV/O!
ND
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Estudo do papel bioldgico das elicitinas de Phytophthora cinnamomi
e do seu envolvimento no processo infeccioso Anexos

Ct Hae| Ct Médio Desvio | MédiaLog| Média Factorde | Média Copias
Amostras 3 Padrédo Ct |Copias Hae| Copias | Normalizacao Hae Alfa
Alfa | Hae Alfa ‘ . - -
Hae Alfa Alfa Hae Alfa | das Amostras | Normalizadas Tabela A15: Qu antific acdo da expressao
36.59 . . e
PA45-V8-3dias [3658] 36,60 0,03 0988 |9726E400| 1,000 9,726E400 do gene Haeacin em amostras de micélio
36.64 (ensaio 3).

PA45 -V8 - 15 dias ND #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,105 #DIV/0!

Curva padrdo gerada por 4 amostras de
PA45 - MSE - 3 dias | 33,92 33,93 0,02 1,767 5,852E+01 0,943 5,517E+01 Concentragao conhecida:

ND 107, 10°, 10* ¢ 10 cépias da sequéncia
PA45 - MSE - 15 dias D #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,044 #DIV/0! alVO

FATSS - V8 - 3 dias #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,021 #DIV/0!

Ct =- 3,426 x Log (N° c6pias) + 39,988

#0Iv/or | #DIvior | #Divior | #DIvio! 1,090 #DIV/O! Coeficiente de correlagdo = 0,998

FATSS -V8 - 15 dias

FATSS -MSE-3dias [ ND_| #DIv/0! | #DIv/or | #DIviol | #Divor 0,945 #DIV/O! Eficiéncia da reac¢cdo PCR: 95,8%

FATSS - MSE - 15dias [ ND #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,042 #DIV/0!

36,35 ND = Valor de Ct Nao Detectado
PA37 - V8 - 3 di 36,73 0,58 0,952 8,952E+00 0,975 8,732E+00 2

as 304 * * #DIV/0! = Erro na folha de cdlculo
ND derivado da inser¢do de ND, valor ndo

PA37 - V8 - 15 dias ND #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,082 #DIV/0! L.
ND numerico

PA37 - MSE - 3 dias | 33.99 33,96 0,09 1,760 5,760E+01 0,934 5,383E+01

PA37 - MSE - 15 dias D #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,042 #DIV/0!

13C - V8 - 3 dias 37.17 37,21 0,05 0,811 6,469E+00 1,014 6,568E+00

13C - V8 - 15 dias ND #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,115 #DIV/0!

13C - MSE - 3 dias 33.78 33,82 0,04 1,801 6,329E+01 0,934 5,914E+01

13C - MSE - 15 dias D #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1,063 #DIV/0!

e Nas tabelas seguintes, denominadas de tipo B, sdo resumidos os valores médios do nimero de cépias
obtido em cada ensaio independente para cada um dos genes; apresentam também um valor médio
global dos trés ensaios, bem como o respectivo desvio padrdo; no caso da actina é mostrado um factor
de normalizag@o global dos trés ensaios e nos genes das elicitinas sdo calculados factores de inducio,
que revelam se o gene sofreu um aumento ou diminui¢do de expressdo em relagdo a sua expressdo na
amostra padrao.

Factor de inducdo = Niimero de cépias do gene da elicitina em PA45, VsC, 3 dias
Nuimero cépias normalizadas do gene da elicitina na amostra em estudo

-235-



Estudo do papel bioldgico das elicitinas de Phytophthora cinnamomi
e do seu envolvimento no processo infeccioso Anexos

Amostras Micélio Média Copias Média Copias Média Copias Média Copias Desvio Factor de
Acllﬁ 1 Acllﬁ 2 Acllﬁ 3 Acllﬂ Padrao Normallzagéo
— Tabela Bl: Resumo da
PA45 - V8 - 3 di 1,608E+06 1,461E+06 1,726E+06 1,598E+06 1,330E+05 1,000 S = =
as 0085 AoTE 1205 U8R SI0EH ’ quantificacdo da expressdo do
gene da actina em amostras de
PA45 -V8 - 15 dias 1,477E+06 1,331E+06 1,563E+06 1,457E+06 1,173E+05 0,911 NPT
micélio.
PA45 - MSE - 3 dias 1,715E+06 1,607E+06 1,831E+06 1,718E+06 1,118E+05 1,075
PA45 - MSE - 15 dias 1,554E+06 1,396E+06 1,654E+06 1,534E+06 1,300E+05 0,960
FATSS - V8 - 3 dias 1,672E+06 1,488E+06 1,691E+06 1,617E+06 1,125E+05 1,012
FATSS -V8 - 15 dias 1,494E+06 1,349E+06 1,584E+06 1,476E+06 1,186E+05 0,923
FATSS - MSE - 3 dias 1,755E+06 1,615E+06 1,827E+06 1,732E+06 1,078E+05 1,084
FATSS - MSE - 15 dias 1,554E+06 1,399E+06 1,657E+06 1,5637E+06 1,300E+05 0,961
PA37 - V8 - 3 dias 1,631E+06 1,474E+06 1,770E+06 1,625E+06 1,478E+05 1,016
PA37 - V8 - 15 dias 1,526E+06 1,364E+06 1,595E+06 1,495E+06 1,182E+05 0,935
PA37 - MSE - 3 dias 1,779E+06 1,622E+06 1,847E+06 1,749E+06 1,156E+05 1,094
PA37 - MSE - 15 dias 1,540E+06 1,405E+06 1,657E+06 1,534E+06 1,261E+05 0,960
13C - V8 - 3 dias 1,680E+06 1,491E+06 1,703E+06 1,625E+06 1,163E+05 1,016
13C - V8 - 15 dias 1,494E+06 1,349E+06 1,549E+06 1,464E+06 1,032E+05 0,916
13C - MSE - 3 dias 1,684E+06 1,596E+06 1,847E+06 1,709E+06 1,274E+05 1,069
13C - MSE - 15 dias 1,550E+06 1,418E+06 1,624E+06 1,531E+06 1,042E+05 0,958
Amostras Micélio Média Copias Beta| Média Copias Beta| Média Copias Beta| Média Copias Beta Desvio Factor de
1 2 3 | Nor Padréo indugéo Tabela B2: Resumo da
quantificacdo da expressdo do
PA45 - V8 - 3 dias 5,517E+01 5,206E+01 6,183E+01 5,635E+01 4,993E+00 1,000 .
" * * * " gene fcin em amostras de
micélio.
PA45 -V8 - 15 dias 3,284E+01 2,917E+01 3,550E+01 3,250E+01 3,178E+00 0,577
PAA45 - MSE - 3 dias 7,342E+03 6,670E+03 8,435E+03 7,482E+03 8,910E+02 132,774
#DIV/0! = Erro na folha de
PA45 - MSE - 15 dias 4,084E+02 3,749E+02 4,522E+02 4,118E+02 3,877E+01 7,307 CalCUIO deeradO da l‘nsergao de
ND, valor ndo numérico
FATSS - V8 - 3 dias #DIV/0! #DIV/0! 3,682E-01 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS -V8 - 15 dias #DIV/0! #DIV/0! 2,656E-01 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - MSE - 3 dias #DIV/0! 1,943E-01 3,173E-01 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - MSE - 15 dias #DIV/0! #DIV/0! 3,365E-01 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA37 - V8 - 3 dias 5,391E+01 4,667E+01 5,948E+01 5,335E+01 6,420E+00 0,947
PA37 - V8 - 15 dias 3,106E+01 3,037E+01 3,627E+01 3,257E+01 3,228E+00 0,578
PA37 - MSE - 3 dias 7,562E+03 6,781E+03 8,536E+03 7,626E+03 8,792E+02 135,328
PA37 - MSE - 15 dias 4,706E+02 4,251E+02 5,319E+02 4,759E+02 5,361E+01 8,444
13C - V8 - 3 dias 4,497E+01 4,615E+01 5,182E+01 4,764E+01 3,663E+00 0,845
13C - V8 - 15 dias 3,141E+01 3,151E+01 3,727E+01 3,339E+01 3,354E+00 0,593
13C - MSE - 3 dias 7,585E+03 6,607E+03 8,615E+03 7,602E+03 1,004E+03 134,904
13C - MSE - 15 dias 4,651E+02 3,883E+02 3,251E+02 3,929E+02 7,014E+01 6,971
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Estudo do papel bioldgico das elicitinas de Phytophthora cinnamomi

e do seu envolvimento no processo infeccioso Anexos
Amostras Micélio Média Copias Alfa | Média Copias Alfa | Média Copias Alfa | Média Copias Alfa Desto Faclornde
1 2 3 Padrao inducao
Tabela B3: Resumo da
PA45 - V8 - 3 dias 7,748E+02 6,976E+02 8,683E+02 7,802E+02 8,545E+01 1,000 o =
quantificacdo da expressdo do
gene ocin em amostras de
PA45 -V8 - 15 dias 6,852E+01 5,002E+01 9,198E+01 7,017E+01 2,103E+01 0,090 « e
micélio.
PA45 - MSE - 3 dias 1,068E+04 9,253E+03 1,249E+04 1,081E+04 1,625E+03 13,852
PA45 - MSE - 15 dias 6,008E+02 4,761E+02 7,484E+02 6,084E+02 1,363E+02 0,780
FATSS - V8 - 3 dias 4,183E+02 3,728E+02 5,176E+02 4,362E+02 7,405E+01 0,559
FATSS -V8 - 15 dias 3,762E+01 2,300E+01 5,020E+01 3,694E+01 1,361E+01 0,047
FATSS - MSE - 3 dias 2,119E+03 1,782E+03 2,500E+03 2,164E+03 4,054E+02 2,773
FATSS - MSE - 15 dias 5,144E+01 4,574E+01 6,961E+01 5,560E+01 1,247E+01 0,071
PA37 - V8 - 3 dias 8,054E+02 7,380E+02 8,943E+02 8,126E+02 7,837E+01 1,041
PA37 - V8 - 15 dias 7,070E+01 5,062E+01 7,841E+01 6,658E+01 1,434E+01 0,085
PA37 - MSE - 3 dias 1,121E+04 9,453E+03 1,316E+04 1,127E+04 1,854E+03 14,449
PA37 - MSE - 15 dias 6,266E+02 5,251E+02 8,362E+02 6,626E+02 1,586E+02 0,849
13C - V8 - 3 dias 7,783E+02 6,865E+02 8,537E+02 7,728E+02 8,375E+01 0,991
13C - V8 - 15 dias 7,458E+01 4,934E+01 8,361E+01 6,918E+01 1,776E+01 0,089
13C - MSE - 3 dias 1,179E+04 9,501E+03 1,408E+04 1,179E+04 2,289E+03 15,111
13C - MSE - 15 dias 6,075E+02 4,821E+02 7,472E+02 6,123E+02 1,327E+02 0,785
Média Copias Média Copias Média Copias Média Copias Desvio .,
Amostras Micélio Hae Beta Hae Beta Hae Beta Hae Beta pa . e
Padrao inducao
1 | Nor 2 | Nor 3
Tabela B4: Resumo da
PA45 - V8 - 3 dias 3,317E+01 3,059E+01 3,873E+01 3,416E+01 4,156E+00 1,000 quantificagﬁo da expressﬁo dO
gene Haefcin em amostras de
PA45 -V8 - 15 dias 1,438E+01 1,288E+01 2,069E+01 1,598E+01 4,147E+00 0,468 Py
micélio.
PA45 - MSE - 3 dias 5,356E+02 4,075E+02 7,874E+02 5,768E+02 1,933E+02 16,885
PA45 - MSE - 15 dias 2,615E+01 2,256E+01 2,799E+01 2,556E+01 2,763E+00 0,748
FATSS - V8 - 3 dias 2,020E+01 1,957E+01 2,408E+01 2,128E+01 2,445E+00 0,623
FATSS -V8 - 15 dias 1,211E+01 5,700E+00 6,537E+00 8,117E+00 3,487E+00 0,238
FATSS - MSE - 3 dias 8,337E+01 8,004E+01 9,175E+01 8,505E+01 6,034E+00 2,489
FATSS - MSE - 15 dias 1,759E+01 1,047E+01 1,891E+01 1,566E+01 4,541E+00 0,458
PA37 - V8 - 3 dias 3,446E+01 3,185E+01 3,951E+01 3,527E+01 3,893E+00 1,032
PA37 - V8 - 15 dias 1,460E+01 1,517E+01 2,032E+01 1,669E+01 3,153E+00 0,489
PA37 - MSE - 3 dias 5,511E+02 4,768E+02 8,271E+02 6,184E+02 1,846E+02 18,100
PA37 - MSE - 15 dias 2,723E+01 1,994E+01 3,216E+01 2,644E+01 6,152E+00 0,774
13C- V8- 3 dias 3,285E+01 3,128E+01 4,275E+01 3,562E+01 6,217E+00 1,043
13C - V8 - 15 dias 1,467E+01 2,054E+01 2,636E+01 2,052E+01 5,846E+00 0,601
13C - MSE - 3 dias 5,771E+02 4,122E+02 8,070E+02 5,988E+02 1,983E+02 17,526
13C - MSE - 15 dias 2,656E+01 1,632E+01 1,478E+01 1,922E+01 6,404E+00 0,563
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e do seu envolvimento no processo infeccioso Anexos
Média Copias Média Copias Média Copias Média Copias
Amostras Micélio Hae Alfa Hae Alfa Hae Alfa Hae Alfa BT Ractonce
5 © © Padrao indugdo
1 2 3 | Nor
Tabela B5: Resumo da
PA45 - V8 - 3 dias 4,397E4+00 5,316E+00 9,726E+00 6,480E+00 2,849E+00 1,000 S =
" * * * " quantificacdo da expressdo do
gene Haeacin em amostras de
PA45 -V - 15 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! .
micélio.
PA45 - MSE - 3 dias 4,842E+01 3,030E+01 5,517E+01 4,463E+01 1,286E+01 6,888
| =
PA45 - MSE - 15 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/0! i Erro nfl folha de
célculo derivado da insergdo de
FATSS - V8 - 3 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! ND, valor néo numérico
FATSS -V8 - 15 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
FATSS - MSE - 3 dias 1,233E+00 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
FATSS - MSE - 15 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
PA37 - V8 - 3 dias 5,010E+00 2,212E+00 8,732E+00 5,318E+00 3,271E+00 0,821
PA37 - V8 - 15 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
PA37 - MSE - 3 dias 5,177E+01 4,240E+01 5,383E+01 4,933E+01 6,091E+00 7,613
PA37 - MSE - 15 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
13C - V8 - 3 dias 5,503E+00 3,209E+00 6,558E+00 5,090E+00 1,712E+00 0,786
13C - V8 - 15 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
13C - MSE - 3 dias 5,336E+01 4,670E+01 5,914E+01 5,307E+01 6,224E+00 8,190
13C - MSE - 15 dias #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!

e Nas tabelas de tipo C estdo apresentados os resultados dos cédlculos de quantificagdo que foram
efectuados segundo as recomendagdes do “ABI Prism 7700 Sequence Detection System - User Bulletin
#2” fornecido pela Applied Biosystems. Estes cdlculos foram efectuados para confirmar se a
quantificacdo mostrada nas tabelas anteriores estava correcta. Efectivamente, a quantificacdo anterior é
vélida, como pode ser verificado pelos factores de indugdo semelhantes obtidos num e noutro caso.
Simplesmente a normalizagdo foi efectuada de modos distintos nos dois métodos.

e Para estes célculos foram utilizados os valores médios dos nimeros de copias dos genes obtidos nos trés
ensaios.
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e A quantidade normalizada de um gene € um nimero sem unidades que é usado para comparar as
quantidades relativas de sequéncias alvo em amostras distintas. Neste caso, a quantidade normalizada
foi obtida por:

Quantidade normalizada do gene da elicitina = Nimero médio de cépias do gene da elicitina
Nuimero cépias da actina

e O desvio padrao deste quociente ¢ dado por

cv elicitina normalizada = \/(CV elicitina)® + (cv actina)?
Onde cv gene = desvio padrdo do gene(S)/média de cépias do gene

Como S = cv gene x média copias do gene

também,
S elicitina normalizada = cv elicitina normalizada x média normalizada

e O factor de inducdo (ou elicitina relativamente a amostra padrdo) é dado por

Quantidade normalizada do gene da elicitina na amostra em estudo

Quantidade normalizada do gene da elicitina em PA45, V8, 3 dias

e O desvio padrao deste quociente € igual ao cv da elicitina normalizada

. Média Copias Desvio Padrdo | Média Copias | Desvio Padrao Beta Beta Relativ PA45,
SicstasiMicalo Actina Actina Beta Beta normalizada CYEstat SEEEY V8, 5d Tabela Cl
PAA5 - V8 - 3 dias 1,598E+06 1,330E+05 5,635E+01 4,993E400 3506E-05 | 1,215E-01 | 4,285E-06 1,00 Cilculos
alternativos para a
PA45 -V8 - 15 dias 1,457E+06 1,173E+05 2,963E+01 2,822E+00 2,034E-05 1,247E-01 | 2,536E-06 0,58 quantificacdo da
expressdo do gene
PA45 - MSE - 3 dias 1,718E+06 1,118E+05 8,038E+03 8,239E+02 4,680E-03 1,214E-01 | 5681E-04 132,73 ﬁcin em amostras
de micélio.
PA45 - MSE - 15 dias 1,534E+06 1,300E+05 3,953E+02 3,749E+01 2,576E-04 1,272E-01 | 3,276E-05 7,31
FATSS - V8 - 3 dias 1,617E+06 1,125E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/0! = Erro na
folha de calculo
FATSS -V8 - 15 dias 1,476E+06 1,186E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! derivado da
insercdo de ND,
FATSS - MSE - 3 dias 1,732E+06 1,078E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! ~
* valor ndo
numérico
FATSS - MSE - 15dias |  1,537E+06 1,300E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
PA37 - V8 - 3 dias 1,625E+06 1,478E+05 5,424E+01 6,947E+00 3,339E-05 1,571E-01 | 5,245€-06 095
PA37 - V8 - 15 dias 1,495E+06 1,182E+05 3,045E+01 2,711E+00 2,037E-05 1,191E-01 | 2,425E-06 0,58
PA37 - MSE - 3 dias 1,749E+06 1,156E+05 8,343E+03 8,032E+02 4,769E-03 1,168E-01 | 5,568E-04 135,27
PA37 - MSE - 15 dias 1,534E+06 1,261E+05 4,567E+02 5,115E+01 2,977E-04 1,389E-01 | 4,136E-05 844
13C - V8 - 3 dias 1,625E+06 1,163E+05 4,840E+01 2,359E+00 2,979E-05 8,659E-02 | 2,579E-06 084
13C - V8 - 15 dias 1,464E+06 1,082E+05 3,057E+01 2,478E+00 2,088E-05 1,074E-01 | 2,244E-06 0,59
13C - MSE - 3 dias 1,709E+06 1,274E+05 8,127E+03 1,013E+03 4,755E-03 1,452E-01 | 6,906E-04 134,87
13C - MSE - 15 dias 1,531E+06 1,042E+05 3,771E+02 7,128E+01 2,463E-04 2,009E-01 | 4,949E-05 6,99
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Amostras Micélio | V642 00pias | Desvio Padrdo | Média Copias | Desvio Padtdo. | pa normalizadal ovAlfaN | s Atan [ Alf2 Relatlv PASS,
- Tabela C2:
PA45 - V8 - 3 dias 1,598E+06 1,330E+05 7,802E+02 8,545E+01 4,881E-04 1,375E-01 | 6,713E-05 1,00 Célculos
alternativos para a
PA45 -V8 - 15 dias 1,457E+06 1,173E+05 6,393E+01 1,887E+01 4,388E-05 3,060E-01 | 1,343E-05 0,09 quantificagdo da
expressdo do gene
PA45 - MSE - 3 dias 1,718E+06 1,118E+05 1,161E+04 1,547E+03 6,757E-03 1,483E-01 | 1,002E-03 13,84 acin em amostras
de micélio.
PA45 - MSE - 15 dias 1,534E+06 1,300E+05 5,841E+02 1,310E402 3,807E-04 | 2,398E-01 | 9,127E-05 078
FATSS - V8 - 3 dias 1,617E+06 1,125E405 4,406E+02 6,396E+01 2,725E-04 1,610E-01 | 4,386E-05 056
FATSS -V8 - 15 dias 1,476E+06 1,186E+05 3,408E+01 1,244E401 2,310E-05 3,736E-01 | 8,629E-06 0,05
FATSS - MSE - 3 dias 1,732E+06 1,078E+05 2,341E+03 3,859E+02 1,352E-03 1,762E-01 | 2,382E-04 277
FATSS - MSE - 15dias |  1,587E+06 1,300E+05 5,345E+01 1,196E+01 3,478E-05 2,393E-01 | 8322E-06 0,07
PA37 - V8 - 3 dias 1,625E+06 1,478E+05 8,260E+02 8,641E+01 5,084E-04 1,386E-01 | 7,048E-05 1,04
PA37 - V8 - 15 dias 1,495E+06 1,182E405 6,226E+01 1,325E401 4,165E-05 2,270E-01 | 9,454E-06 0,09
PA37 - MSE - 3 dias 1,749E+06 1,156E+05 1,233E+04 1,795E+03 7,046E-03 1,599E-01 | 1,127E-03 14,43
PA37 - MSE - 15 dias 1,534E+06 1,261E+05 6,359E+02 1,521E+02 4,145E-04 | 2529E-01 | 1,048E-04 085
13C - V8 - 3 dias 1,625E+06 1,163E+05 7,853E+02 7,472E+01 4,834E-04 1,191E-01 | 5,755E-05 0,99
13C - V8 - 15 dias 1,464E+06 1,032E+05 6,329E+01 1,562E+01 4,323E-05 2,566E-01 | 1,109E-05 0,09
13C - MSE - 3 dias 1,709E+06 1,274E405 1,260E+04 2,352E+03 7,371E-03 2,011E-01 | 1,482E-03 15,10
13C - MSE - 15 dias 1,531E+06 1,042E+05 5,855E+02 1,175E+02 3,825E-04 | 2,119E-01 | 8,104E-05 078
- Média Copias Desvio Padrdao | Média Copias | Desvio Padrao Hae Beta cv Hae Hae Beta Relativ
Amostras Micélio Actina Actina Hae Beta Hae Beta normalizada | BetaN |> M2 BetaN Tprs5 vg g Tabela C3:
PA45 - V8 - 3 dias 1,598E+06 1,330E+05 3,416E+01 4,156E+00 2,137E-05 1,474E-01 | 3,150E-06 1,00 Calculo‘s
alternativos para a
PA45 -V8 - 15 dias 1,457E+06 1,173E+05 1,456E+01 3,690E+00 9,992E-06 | 2,660E-01 | 2,658E-06 0,47 quantificagdo da
expressdo do gene
PA45 - MSE - 3 dias 1,718E+06 1,118E+05 6,182E+02 1,976E+02 3,599E-04 3,262E-01 | 1,174E-04 16,84 Haeﬁcm cm
amostras de
PA45 - MSE - 15 dias 1,534E+06 1,300E+05 2,454E+01 2,702E+00 1,599E-05 1,389E-01 | 2,222E-06 075 micélio.
FATSS - V8 - 3 dias 1,617E+06 1,125E405 2,151E+01 1,887E+00 1,330E-05 1,120E-01 | 1,489E-06 0,62
FATSS -V8 - 15 dias 1,476E+06 1,186E+05 7,506E-+00 3,269E+00 5,086E-06 4,429E-01 | 2,252E-06 0,24
FATSS - MSE - 3 dias 1,732E+06 1,078E+05 9,217E+01 4,436E+00 5,322E-05 7,868E-02 | 4,187E-06 2,49
FATSS - MSE - 15dias |  1,587E+06 1,300E+05 1,506E-+01 4,397E+00 9,799E-06 3,040E-01 | 2,979E-06 0,46
PA37 - V8 - 3 dias 1,625E+06 1,478E+05 3,586E+01 4,256E+00 2,207E-05 1,496E-01 | 3,301E-06 1,03
PA37 - V8 - 15 dias 1,495E+06 1,182E405 1,560E+01 2,757E+00 1,043E-05 1,937E-01 | 2,020E-06 0,49
PA37 - MSE - 3 dias 1,749E+06 1,156E+05 6,748E+02 1,866E+02 3,857E-04 | 2,843E-01 | 1,097E-04 18,05
PA37 - MSE - 15 dias 1,534E+06 1,261E+05 2,538E+01 5,881E+00 1,654E-05 2,459E-01 | 4,067E-06 077
13C - V8 - 3 dias 1,625E+06 1,163E+05 3,614E+01 5,360E+00 2,224E-05 1,647E-01 | 3,663E-06 1,04
13C - V8 - 15 dias 1,464E+06 1,032E+05 1,875E+01 5,013E+00 1,281E-05 2,765E-01 | 3,541E-06 0,60
13C - MSE - 3 dias 1,709E+06 1,274E405 6,394E+02 2,089E+02 3741E-04 | 3,350E-01 | 1,253E-04 17,50
13C - MSE - 15 dias 1,531E+06 1,042E+05 1,845E+01 6,271E+00 1,205E-05 3,466E-01 | 4,178E-06 056
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P Média Copias Desvio Padrdo | Média Copias | Desvio Padrao Hae Alfa cv Hae Hae Alfa Relativ
AEoStES icsl Actina Actina Hae Alfa Hae Alfa normalizada AN | SHae AlfaN| o 45, v8, 5d Tabela C4:
PA45 - V8 - 3 dias 1,598E+06 1,330E+05 6,480E+00 2,849E+00 4,054E-06 4,474E-01 | 1,814E-06 1,00 Cilculos
alternativos para a
PAd45 -V8 - 15 dias 1,457E+06 1,173E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! quantificacdo da
expressao do gene
PA45 - MSE - 3 dias 1,718E+06 1,118E+05 4,783E+01 1,302E+01 2,784E-05 | 2,798E-01 | 7,791E-06 6,87 Haeocin em
amostras de
PA45 - MSE - 15 dias 1,534E+06 1,300E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! micélio
FATSS - V8 - 3 dias 1,617E+06 1,125E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
#DIV/0! = Erro na
FATSS -V8 - 15 dias 1,476E+06 1,186E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! )
folha de céalculo
derivado da
FATSS - MSE - 3 dias 1,732E406 1,078E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/0! . N
insercdo de ND,
FATSS - MSE - 15dias |  1,537E+06 1,300E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! valor} qao
numerico
PA37 - V8 - 3 dias 1,625E+06 1,478E+05 5,421E+00 3,373E+00 3,337E-06 | 6,288E-01 | 2,098E-06 0,82
PA37 - V8 - 15 dias 1,495E+06 1,182E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
PA37 - MSE - 3 dias 1,749E+06 1,156E+05 5,398E+01 5,983E+00 3,086E-05 1,290E-01 3,982E-06 7.61
PA37 - MSE - 15 dias 1,534E+06 1,261E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
13C- V8- 3 dias 1,625E+06 1,163E+05 5,164E+00 1,675E+00 3,179E-06 | 3,321E-01 | 1,056E-06 078
13C - V8 - 15 dias 1,464E+06 1,082E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
13C - MSE - 3 dias 1,709E+06 1,274E+05 5,673E+01 6,173E+00 3,319E-05 1,319E-01 4,378E-06 8,19
13C - MSE - 15 dias 1,531E+06 1,042E+05 #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!
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e Nas amostras provenientes de raizes usaram-se como padrdo os valores de expressdo genética média
obtidos para o micélio do isolamento PA45 cultivado durante 3 dias em meio V;C.

® As amostras dos ensaios 1 e 2 foram analisadas num mesmo ensaio de quantificagdo.

Desvio
Padrao Ct
Actina

Ct |Ct Médio|

Amostras Raiz 1 Actina | Actina

Média Log
Copias
Actina

Média
Copias
Actina

28,62
28,67
28,68

PA45-12h 28,66 0,03

2,885

7,674E+02

Factor de
Normalizacao

das Amostras

2,083E+03

26,54
26,30
26,12

PA45-24 h 26,32 0,21

3,622

3,327E+03

4,804E+02

23,67
23,45
23,71

PA45-36 h 23,61 0,14

4,261

1,823E+04

8,766E+01

32,19
32,21
32,25

FATSS-12h 32,22 0,03

1,914

8,213E+01

1,946E+04

28,69

28,95
28,93

FATSS -24 h 28,86 0,14

2,831

6,769E+02

2,361E+03

26,10
26,03
26,09

FATSS -36 h 26,07 0,04

3,589

3,884E+03

4,115E+02

28,32
28,33
28,35

PA37-12h 28,33 0,02

2,978

9,401E+02

1,700E+03

26,19
26,26
26,24

PA37-24 h 26,23

3,547

3,521E+03

4,540E+02

23,67
23,65
23,65

PA37-36 h 23,66 0,01

4,248

1,771E+04

9,026E+01

28 41
28,35
28,39

13C-12h 28,38 0,03

2,960

9,111E+02

1,754E+03

26,16
26,17
26,03

13C-24h 26,12 0,08

3,577

3,772E+03

4,237E+02

23,80
23,84
23,82

13C-36h 23,82 0,02

4,204

1,598E+04

1,000E+02

Desvio
Padrao Ct
Actina

Ct |Ct Médio|

Amostras Raiz 2 Actina | Actina

Média Log
Copias
Actina

Média
Copias
Actina

29,05
29,11
29,23

PA45-12h 29,13 0,09

2,756

5,702E+02

Factor de
Normalizacao

das Amostras

2,803E+03

26,97
26,93
26,92

PA45-24 h 26,94 0,03

3,353

2,255E+03

7,090E+02

24,04
24,13
24,06

PA45-36 h 24,08 0,05

4,134

1,360E+04

1,175E+02

32,40
32,58
32,61

FATSS-12h 32,53 0,11

1,829

6,746E+01

2,369E+04

28,34
28,35
28,37

FATSS -24 h 28,35 0,02

2,968

9,284E+02

1,722E+03

26,57
26,55
26,55

FATSS-36 h 26,56 0,01

3,458

2,868E+03

5,573E+02

28,93
28,92
29,20

PA37-12h 29,02 0,16

2,787

6,122E+02

2,611E+03

26,54
26,67
26,58

PA37-24h 26,60 0,07

3,447

2,797E+03

5,715E+02

23,62
23,59
23,65

PA37-36 h 23,62 0,03

4,258

1,812E+04

8,821E+01

29,47
29,51
29,55

13C-12h 29,51 0,04

2,652

4,492E+02

3,569E+03

26,43
26,38
26,40

13C-24h 26,40 0,03

3,499

3,158E+03

5,062E+02

23,75
23,73
23,84

13C-36h 23,77

4,216

1,646E+04

9,712E+01
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Tabela A16: Quantificacdo da expressdo
do gene da actina em amostras de raizes
(ensaio 1).

Curva padrdo gerada por 4 amostras de
concentra¢ao conhecida:

107, 10°, 10* e 10° copias da sequéncia
alvo.

Ct =- 3,668 x Log (N° copias) + 39,239
Coeficiente de correlacdo = 0,996

Eficiéncia da reaccido PCR: 87,3%

Valor para normalizagdo das amostras:
(média copias actina em PA45, V8, 5d)
1,598E+06

Tabela A17: Quantificagdo da expressdo
do gene da actina em amostras de raizes
(ensaio 2).

Curva padrdo gerada por 4 amostras de
concentragio conhecida:

107, 10°, 10* e 10° copias da sequéncia
alvo.

Ct =- 3,668 x Log (N° cépias) + 39,239
Coeficiente de correlacdo = 0,996

Eficiéncia da reaccido PCR: 87,3%
Valor para normalizagdo das amostras:

(média cOpias actina em PA45, V8, 5d)
1,598E+06
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Amostras Raiz 3

Ct
Actina

Ct Médio
Actina

Desvio
Padréo Ct
Actina

Média Log
Copias
Actina

Média
Copias
Actina

PA45-12h

30,70

30,75

30,74

30,73

0,03

2,986

9,692E+02

Factor de
Normalizacao

das Amostras

1,649E+03

PA45-24 h

28,15

28,10

28,19

28,15

0,05

3,688

4,874E+03

3,280E+02

PA45-36 h

25,88

25,82

25,88

25,86

0,03

4,309

2,036E+04

7,852E+01

FATSS -12h

34,34

34,37

34,45

34,39

0,06

1,994

9,853E+01

1,622E+04

FATSS-24h

31,03

31,07

29,98

30,69

0,62

2,996

9,917E+02

1,612E+03

FATSS -36 h

28,51

28,43

28,19

28,38

0,17

3,625

4,221E+03

3,787E+02

PA37-12h

30,67

30,74

30,76

30,72

2,988

9,733E+02

1,642E+03

PA37-24 h

27,98

27,97

27,89

27,95

0,05

3,742

5,523E+03

2,894E+02

PA37-36 h

25,66

25,69

25,70

25,68

0,02

4,357

2,273E+04

7,031E+01

13C-12h

31,01

31,06

31,04

31,04

0,03

2,903

8,001E+02

1,998E+03

13C-24h

28,11

28,05

28,09

28,08

0,03

3,705

5,070E+03

3,152E+02

13C-36h

25,87

25,95

25,90

25,91

0,04

4,296

1,977E+04

8,084E+01

Tabela A18: Quantificacdo da expressdo
do gene da actina em amostras de raizes
(ensaio 3).

Curva padrdo gerada por 4 amostras de
concentracio conhecida:
107, 10°, 10* e 10° copias da sequéncia

alvo.

Ct=- 3,683 x Log (N° copias) + 41,729
Coeficiente de correlagdo = 0,991

Eficiéncia da reac¢do PCR: 86,8%

Valor para normalizagdo das amostras:
(média copias actina em PA45, V8, 5d)
1,598E+06

Amostras Raiz 1

Ct Beta

Ct Médio
Beta

Desvio
Padrao Ct
Beta

Média Log
Copias
Beta

Média
Copias Beta

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Beta
Normalizadas

PA45-12h

39,16

39,20

39,15

39,17

0,03

0,676

4,738E+00

2082,795

9,868E+03

PA45-24 h

37,42

37,43

37,45

37,43

0,02

1,175

1,495E+01

480,403

7,182E+03

PA45-36 h

34,96

35,03

35,00

35,00

0,04

1,875

7,496E+01

87,656

6,570E+03

FATSS-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

19462,682

#DIV/0!

FATSS -24 h

47,30

47,40

ND

47,35

-1,675

2,113E-02

2361,414

4,991E+01

FATSS-36 h

48,25

ND

48,97

48,61

-2,037

9,182E-03

411,488

3,778E+00

PA37-12h

39,15

39,13

39,16

39,15

0,02

0,682

4,811E+00

1700,187

8,180E+03

PA37-24h

37,31

37,29

37,29

37,30

0,01

1,214

1,636E+01

454,014

7,429E+03

PA37-36 h

34,85

34,87

34,83

34,85

0,02

1,917

8,260E+01

90,262

7,455E+03

13C-12h

39,16

39,15

39,17

39,16

0,01

0,678

4,769E+00

1754,398

8,367E+03

13C-24h

37,26

37,23

37,25

37,25

0,02

1,228

1,691E+01

423,721

7,167E+03

13C-36h

35,05

35,01

35,07

35,04

1,861

7,268E+01

100,008

7,268E+03
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Tabela A19: Quantificacdo da
expressio do gene fcin em
amostras de raizes (ensaio 1).

Curva padrdo gerada por 4
amostras de concentragao
conhecida:

10° 10% 10° e 10* cépias da
sequéncia alvo.

Ct = - 3,480 x Log (N° copias) +
41,521

Coeficiente de correlacdo =
0,984
Eficiéncia da
93,8%

reaccdo PCR:

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico
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Amostras Raiz 2

Ct Beta

Ct Médio
Beta

Desvio
Padréo Ct
Beta

Média Log
Copias
Beta

Média
Copias Beta

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Beta
Normalizadas

PA45-12h

39,94

39,94

39,88

39,92

0,03

0,460

2,884E+00

2803,435

8,086E+03

PA45-24 h

38,05

38,09

38,01

38,05

0,04

0,997

9,941E+00

708,981

7,048E+03

PA45-36 h

35,32

35,43

35,45

35,40

0,07

1,759

5,740E+01

117,492

6,744E+03

FATSS-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

23693,333

#DIV/0!

FATSS-24 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1721,668

#DIV/0!

FATSS-36 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

557,349

#DIV/0!

PA37-12h

39,56

39,47

39,45

39,49

0,06

0,583

3,825E+00

2610,914

9,987E+03

PA37-24 h

37,37

37,31

37,34

37,34

0,03

1,201

1,590E+01

571,521

9,088E+03

PA37-36 h

34,86

34,84

34,91

34,87

1,911

8,151E+01

88,208

7,190E+03

13C-12h

40,31

40,33

40,28

40,31

0,03

0,349

2,233E+00

3558,682

7,948E+03

13C-24h

37,46

37,34

37,42

37,41

0,06

1,182

1,522E+01

506,203

7,702E+03

13C-36h

35,11

35,13

35,18

35,14

0,04

1,834

6,817E+01

97,121

6,621E+03

Amostras Raiz 3

Ct Beta

Ct Médio|
Beta

Desvio
Padrao Ct
Beta

Média Log
Copias
Beta

Média
Copias Beta

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Beta
Normalizadas

PA45-12h

39,04

39,15

39,13

39,19

0,08

0,709

5,117E+00

1649,165

8,438E+03

PA45-24 h

36,58

36,56

36,56

36,54

1,410

2,570E+01

327,977

8,428E+03

PA45-36 h

34,52

34,48

34,52

34,57

0,05

1,966

9,248E+01

78,519

7,261E+03

FATSS-12h

ND

ND

#DIV/0!

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

16222,368

#DIV/0!

FATSS-24 h

ND

ND

#DIV/0!

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1611,790

#DIV/0!

FATSS-36 h

ND

ND

#DIV/0!

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

378,697

#DIV/0!

PA37-12h

39,13

39,13

39,10

39,05

0,715

5,192E+00

1642,306

8,527E+03

PA37-24 h

36,69

36,60

36,65

36,65

1,386

2,433E+01

289,427

7,043E+03

PA37-36 h

34,58

34,57

34,57

34,55

0,02

1,954

8,999E+01

70,308

6,327E+03

13C-12h

39,39

39,33

39,36

39,36

0,03

0,645

4,419E+00

1997,697

8,827E+03

13C-24h

36,55

36,52

36,56

36,60

0,04

1,411

2,575E+01

315,244

8,118E+03

13C-36h

34,48

34,49

34,49

34,50

0,01

1,975

9,444E+01

80,843

7,635E+03

244 -

Tabela A20: Quantificacdo da
expressio do gene fcin em
amostras de raizes (ensaio 2).

Curva padrdo gerada por 4
amostras  de  concentragdo
conhecida:

10%, 10% 10° e 10® cépias da
sequéncia alvo.

Ct = - 3,480 x Log (N° cépias) +
41,521

Coeficiente de correlacio =
0,984
Eficiéncia da reaccdo PCR:
93,8%

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico

Tabela A21: Quantificacdo da
expressio do gene fcin em
amostras de raizes (ensaio 3).

Curva padrio gerada por 4
amostras de concentracio
conhecida:

105 10% 10° e 10® copias da
sequéncia alvo.

Ct = - 3,662 x Log (N° cépias) +
41,723
Coeficiente de
0,998

correlacdio =

Eficiéncia da
87,5%

reac¢do PCR:

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico
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Amostras Raiz 1

Ct Alfa

Ct Médio
Alfa

Desvio
Padréo Ct
Alfa

Média Log
Copias Alfa

Média
Copias Alfa

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Alfa
Normalizadas

PA45-12h

40,65

40,76

40,87

40,76

0,11

0,362

2,299E+00

2082,795

4,789E+03

PA45-24 h

37,12

37,17

37,21

37,17

0,05

1,315

2,068E+01

480,403

9,933E+03

PA45-36 h

33,72

33,64

33,61

33,66

0,06

2,247

1,767E+02

87,656

1,549E+04

FATSS-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

19462,682

#DIV/0!

FATSS-24 h

41,12

41,08

41,14

41,11

0,03

0,268

1,853E+00

2361,414

4,375E+03

FATSS -36 h

38,79

38,83

38,83

38,82

0,02

0,877

7,541E+00

411,488

3,103E+03

PA37-12h

40,37

40,48

40,50

40,45

0,07

0,444

2,779E+00

1700,187

4,724E+03

PA37-24 h

36,95

36,89

36,86

36,90

0,05

1,386

2,434E+01

454,014

1,105E+04

PA37-36 h

33,53

33,54

33,55

33,54

2,278

1,898E+02

90,262

1,713E+04

13C-12h

40,51

40,37

40,37

40,42

0,08

0,453

2,836E+00

1754,398

4,975E+03

13C-24h

36,89

37,02

36,99

36,97

0,07

1,369

2,336E+01

423,721

9,900E+03

13C-36h

33,87

33,90

33,91

33,89

0,02

2,184

1,529E+02

100,008

1,529E+04

Amostras Raiz 2

Ct Alfa

Ct Médio
Alfa

Desvio
Padrao Ct
Alfa

Média Log
Copias Alfa|

Média
Copias Alfa

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Alfa
Normalizadas

PA45-12h

41,14

41,12

41,16

41,14

0,02

0,261

1,823E+00

2803,435

5,109E+03

PA45-24 h

37,62

37,67

37,61

37,63

1,192

1,554E+01

708,981

1,102E+04

PA45-36 h

34,34

34,31

34,33

34,33

0,02

2,069

1,173E+02

117,492

1,378E+04

FATSS-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

23693,333

#DIV/0!

FATSS -24 h

40,21

40,25

40,23

40,23

0,02

0,502

3,179E+00

1721,668

5,473E+03

FATSS-36 h

36,25

36,32

36,28

36,28

0,04

1,550

3,548E+01

557,349

1,977E+04

PA37-12h

41,03

41,07

41,03

41,00

0,04

0,289

1,945E+00

2610,914

5,079E+03

PA37-24h

37,42

37,44

37,40

37,33

1,254

1,796E+01

571,521

1,027E+04

PA37-36 h

33,56

33,59

33,57

33,55

0,02

2,271

1,867E+02

88,208

1,647E+04

13C-12h

41,49

41,48

41,46

41,42

0,04

0,175

1,496E+00

3558,682

5,323E+03

13C-24h

37.14

37,16

37,14

37,13

0,02

1,322

2,097E+01

506,203

1,062E+04

13C-36h

33,73

33,79

33,75

33,72

0,04

2,223

1,672E+02

97,121

1,624E+04
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Tabela A22: Quantificacdo da
expressio do gene oacin em
amostras de raizes (ensaio 1).

Curva padrdo gerada por 4
amostras de concentragao
conhecida:

10° 10% 10° e 10* cépias da
sequéncia alvo.

Ct =- 3,767 x Log (N° copias) +
42,122

Coeficiente de correlacdo =
0,998
Eficiéncia da
84,3%

reaccdo PCR:

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico

Tabela A23: Quantificacdo da
expressdao do gene acin em
amostras de raizes (ensaio 2).

Curva padrio gerada por 4
amostras de concentracio
conhecida:

105 10% 10° e 10® copias da
sequéncia alvo.

Ct =- 3,767 x Log (N° cépias) +
42,122
Coeficiente de
0,998

correlacio =

Eficiéncia da
84,3%

reac¢do PCR:

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico
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Amostras Raiz 3

Ct Alfa

Ct Médio
Alfa

Desvio
Padréo Ct
Alfa

Média Log
Copias Alfa

Copias Alfa

Média

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Alfa
Normalizadas

PA45-12h

41,35

41,36

41,36

41,37

0,01

0,381

2,403E+00

1649,165

3,964E+03

PA45-24 h

37,11

37,05

37,09

37,10

0,03

1,488

3,075E+01

327,977

1,009E+04

PA45-36 h

33,98

34,04

33,98

33,92

0,06

2,293

1,962E+02

78,519

1,541E+04

FATSS-12h

ND

ND

#DIV/0!

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

16222,368

#DIV/0!

FATSS-24 h

40,13

40,10

40,11

40,11

0,02

0,704

5,056E+00

1611,790

8,149E+03

FATSS-36 h

36,23

36,25

36,23

36,22

0,02

1,709

5,117E+01

378,697

1,938E+04

PA37-12h

41,02

41,16

41,10

41,12

0,07

0,448

2,807E+00

1642,306

4,609E+03

PA37-24 h

36,85

36,88

36,84

36,79

0,05

1,662

3,563E+01

289,427

1,031E+04

PA37-36 h

33,49

33,54

33,52

33,52

2,413

2,587E+02

70,308

1,819E+04

13C-12h

41,31

41,35

41,35

41,39

0,04

0,383

2,418E+00

1997,697

4,830E+03

13C-24h

36,99

37,06

37,03

37,03

0,04

1,503

3,188E+01

315,244

1,005E+04

13C-36h

34,01

34,05

34,05

34,10

0,05

2,274

1,878E+02

80,843

1,518E+04

Amostras Raiz 1

Ct Hae|
Beta

Ct Médio
Hae Beta

Desvio
Padrao Ct
Hae Beta

Média Log
Copias Hae
Beta

Média
Copias Hae
Beta

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Hae Beta
Normalizadas

PA45-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

2082,795

#DIV/0!

PA45-24 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

480,403

#DIV/0!

PA45-36 h

41,74

41,78

41,72

41,75

0,03

0,927

8,448E+00

87,656

7,406E+02

FATSS-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

19462,682

#DIV/0!

FATSS-24 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

2361,414

#DIV/0!

FATSS-36 h

42,30

42,45

42,34

42,36

0,08

0,761

5,762E+00

411,488

2,371E+03

PA37-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1700,187

#DIV/0!

PA37-24h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

454,014

#DIV/0!

PA37-36 h

41,26

41,29

41,31

41,29

0,03

1,051

1,124E+01

90,262

1,015E+03

13C-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1754,398

#DIV/0!

13C-24h

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

423,721

#DIV/0!

13C-36h

42,05

42,02

42,07

42,05

0,03

0,846

7,013E+00

100,008

7,014E+02
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Tabela A24: Quantificagdo da
expressio do gene ocin em
amostras de raizes (ensaio 3).

Curva padrio gerada por 4
amostras de  concentragdo
conhecida:

105, 10%, 10° e 10® cépias da
sequéncia alvo.

Ct = - 3,860 x Log (N° copias) +
42,830

Coeficiente de correlagio =
0,998

Eficiéncia da reac¢do PCR:
81,6%

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico

Tabela A2S5: Quantificacdo da
expressdo do gene Haefcin em
amostras de raizes (ensaio 1).

Curva padrio gerada por 4
amostras de concentracio
conhecida:

105 10% 10° e 10® copias da
sequéncia alvo.

Ct =- 3,710 x Log (N° cépias) +
45,185

Coeficiente de correlagio =
0,997

Eficiéncia da reaccdo PCR:
86,0%

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico
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Amostras Raiz 2

Ct Hae|
Beta

Ct Médio
Hae Beta

Desvio
Padréo Ct
Hae Beta

Média Log
Copias Hae
Beta

Média
Copias Hae
Beta

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Hae Beta
Normalizadas

PA45-12h

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

2803,435

#DIV/0!

PA45-24 h

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

708,981

#DIV/0!

PA45-36 h

42,24

0,02

0,793

6,207E+00

117,492

7,293E+02

FATSS-12h

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

23693,333

#DIV/0!

FATSS-24 h

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1721,668

#DIV/0!

FATSS - 36 h

43,08

0,04

0,567

3,693E+00

557,349

2,058E+03

PA37-12h

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

2610,914

#DIV/0!

PA37-24 h

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

571,521

#DIV/0!

PA37-36 h

40,89

40,71

40,76

40,79

0,09

1,186

1,533E+01

88,208

1,352E+03

13C-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

3558,682

#DIV/0!

13C-24h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

506,203

#DIV/0!

13C-36h

41,27

41,22

41,26

41,25

0,03

1,061

1,150E+01

97,121

1,117E+03

Amostras Raiz 3

Ct Hae|
Beta

Ct Médio
Hae Beta

Desvio
Padrao Ct
Hae Beta

Média Log
Copias Hae|
Beta

Média
Copias Hae
Beta

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Hae Beta
Normalizadas

PA45-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1649,165

#DIV/0!

PA45-24 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

327,977

#DIV/0!

PA45-36 h

40,23

40,25

40,28

40,25

0,03

1,297

1,982E+01

78,519

1,556E+03

FATSS-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

16222,368

#DIV/0!

FATSS -24 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1611,790

#DIV/0!

FATSS-36 h

46,35

46,39

46,28

46,34

0,06

-0,346

4,511E-01

378,697

1,708E+02

PA37-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1642,306

#DIV/0!

PA37-24h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

289,427

#DIV/0!

PA37-36 h

41,02

41,01

41,01

41,01

0,01

1,092

1,236E+01

70,308

8,689E+02

13C-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1997,697

#DIV/0!

13C-24h

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

315,244

#DIV/0!

13C-36h

40,93

40,90

40,95

40,93

0,03

1,115

1,304E+01

80,843

1,054E+03
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Tabela A26: Quantificacdo da
expressdo do gene Haeficin em
amostras de raizes (ensaio 2).

Curva padrdo gerada por 4
amostras de concentragao
conhecida:

10° 10% 10° e 10* cépias da
sequéncia alvo.

Ct =- 3,710 x Log (N° copias) +
45,185

Coeficiente de correlacdo =
0,997
Eficiéncia da
86,0%

reaccdo PCR:

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico

Tabela A27: Quantificacdo da
expressdo do gene Haeficin em
amostras de raizes (ensaio 3).

Curva padrdo gerada por 4
amostras de concentragao
conhecida:

10° 10% 10° e 10* cépias da
sequéncia alvo.

Ct = - 3,705 x Log (N° copias) +
45,059

Coeficiente de correlacdo =
0,987
Eficiéncia da
86,2%

reaccdo PCR:

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico
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Amostras Raiz 1

Ct Hae|
Alfa

Ct Médio
Hae Alfa

Desvio
Padréo Ct
Hae Alfa

Média Log
Copias Hae
Alfa

Média
Copias Hae
Alfa

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Hae Alfa
Normalizadas

PA45-12h

40,20

40,21

40,22

40,21

0,01

0,265

1,841E+00

2082,795

3,835E+03

PA45-24 h

39,67

39,66

39,58

39,64

0,05

0,420

2,629E+00

480,403

1,263E+03

PA45-36 h

39,23

39,43

39,30

39,32

0,10

0,505

3,200E+00

87,656

2,805E+02

FATSS-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

19462,682

#DIV/0!

FATSS-24 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

2361,414

#DIV/0!

FATSS-36 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

411,488

#DIV/0!

PA37-12h

40,86

40,89

40,78

40,84

0,06

0,094

1,243E+00

1700,187

2,113E+03

PA37-24 h

40,21

40,24

40,31

40,25

0,05

0,253

1,792E+00

454,014

8,137E+02

PA37-36 h

38,87

38,84

38,82

38,84

0,634

4,302E+00

90,262

3,883E+02

13C-12h

40,62

40,80

40,77

40,73

0,10

0,125

1,333E+00

1754,398

2,339E+03

13C-24h

40,11

40,19

40,18

40,16

0,04

0,279

1,899E+00

423,721

8,048E+02

13C-36h

39,22

39,25

39,26

39,24

0,02

0,526

3,356E+00

100,008

3,356E+02

Amostras Raiz 2

Ct Hae|
Alfa

Ct Médio
Hae Alfa

Desvio
Padrao Ct
Hae Alfa

Média Log
Copias Hae
Alfa

Média
Copias Hae
Alfa

Factor de
Normalizacao
das Amostras

Média Copias
Hae Alfa
Normalizadas

PA45-12h

40,73

40,71

40,72

40,72

0,01

0,128

1,341E+00

2803,435

3,761E+03

PA45-24 h

39,71

39,75

39,73

39,73

0,395

2,481E+00

708,981

1,759E+03

PA45-36 h

39,12

39,10

39,07

39,10

0,03

0,565

3,676E+00

117,492

4,319E+02

FATSS-12h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

23693,333

#DIV/0!

FATSS-24 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

1721,668

#DIV/0!

FATSS-36 h

ND

ND

ND

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

#DIV/0!

557,349

#DIV/0!

PA37-12h

40,94

40,96

40,85

40,92

0,075

1,187E+00

2610,914

3,100E+03

PA37-24 h

40,81

40,85

40,82

40,83

0,099

1,255E+00

571,621

7,175E+02

PA37-36 h

38,77

38,76

38,69

38,74

0,04

0,662

4,587E+00

88,208

4,046E+02

13C-12h

40,71

40,75

40,81

40,76

0,05

0,118

1,311E+00

3558,682

4,666E+03

13C-24h

40,02

40,08

40,11

40,07

0,05

0,303

2,008E+00

506,203

1,017E+03

13C-36h

38,69

38,56

38,68

38,64

0,07

0,688

4,871E+00

97,121

4,731E+02
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Tabela A28: Quantificacdo da
expressdo do gene Haeacin em
amostras de raizes (ensaio 1).

Curva padrdo gerada por 4
amostras  de  concentragdo
conhecida:

10%, 10% 10° e 10* cépias da
sequéncia alvo.

Ct = - 3,708 x Log (N° cépias) +
41,193

Coeficiente de correlacio =
0,998
Eficiéncia da reaccdo PCR:
86,1%

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico

Tabela A29: Quantificacdo da
expressdao do gene Haeocin em
amostras de raizes (ensaio 2).

Curva padrio gerada por 4
amostras de concentracio
conhecida:

105 10% 10° e 10® copias da
sequéncia alvo.

Ct =- 3,708 x Log (N° cépias) +
41,193
Coeficiente de
0,998

correlacdio =

Eficiéncia da
86,1%

reac¢do PCR:

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico
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. Desvio | Média Log Média Factor de Média Copias
. Ct Hae| Ct Médio = P - Ayt
Amostras Raiz 3 Alfa | Hae Alfa Padrao Ct |Copias Hae| Copias Hae| Normalizacao Hae Alfa
Hae Alfa Alfa Alfa das Amostras | Normalizadas
40,24
PA45-12h 40,25| 40,27 0,04 0,318 2,081E+00 1649,165 3,432E+03
40,31
39,63
PA45-24 h 39,61 39,61 0,02 0,497 3,140E+00 327,977 1,030E+03
39,60
37,97
PA45-36 h 3799| 37,99 0,02 0,941 8,723E+00 78,519 6,849E+02
38,01
ND
FATSS-12h ND | #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 16222,368 #DIV/0!
ND
ND
FATSS-24 h ND_| #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 1611,790 #DIV/0!
ND
ND
FATSS-36 h ND | #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 378,697 #DIV/0!
ND
39,73
PA37-12h 40,74 | 40,43 0,61 0,274 1,878E+00 1642,306 3,084E+03
40,82
40,12
PA37-24 h 40,15] 40,15 0,03 0,351 2,244E+00 289,427 6,496E+02
40,17
38,67
PA37-36 h 38,65| 38,64 0,04 0,764 5,806E+00 70,308 4,082E+02
38,59
40,52
13C-12h 40,53 | 40,51 0,02 0,251 1,782E+00 1997,697 3,560E+03
40,49
40,02
13C-24h 39,98 | 40,00 0,02 0,391 2,461E+00 315,244 7,760E+02
40,00
38,76
13C-36h 38,75| 38,78 0,04 0,726 5,316E+00 80,843 4,298E+02
38,82
TS Média Copias Média Copias Média Copias Média Copias Desvio Factor de
Acliﬂ 1 Acliﬂ 2 Acliﬂ 3 Actiﬁ Padrao Normalizagio
PA45 - Raiz-12 h 7,674E+02 5,702E+02 9,692E+02 7,689E+02 1,995E+02 2078,719
PA45 - Raiz-24 h 3,327E+03 2,255E+403 4,874E+03 3,485E+03 1,317E+03 458,642
PA45 - Raiz - 36 h 1,823E+04 1,360E+04 2,036E+04 1,740E+04 3,453E+403 91,869
FATSS - Raiz- 12 h 8,213E+01 6,746E+01 9,853E+01 8,271E+01 1,554E+01 19326,207
FATSS - Raiz- 24 h 6,769E+02 9,284E+02 9,917E+02 8,657E+02 1,665E+02 1846,455
FATSS - Raiz- 36 h 3,884E+03 2,868E+03 4,221E403 3,658E+03 7,044E+402 436,997
PA37 - Raiz-12 h 9,401E+02 6,122E+02 9,733E+02 8,419E+02 1,996E+02 1898,640
PA37 - Raiz-24 h 3,521E+03 2,797E+03 5,523E+03 3,947E+03 1,412E+03 405,001
PA37 - Raiz - 36 h 1,771E+04 1,812E+04 2,273E+04 1,952E+04 2,790E+03 81,880
13C - Raiz- 12 h 9,111E+402 4,492E+402 8,001E+02 7,201E402 2,411E+402 2219,632
13C - Raiz- 24 h 3,772E+03 3,158E+03 5,070E+03 4,000E+03 9,765E+02 399,591
13C - Raiz- 36 h 1,598E+04 1,646E+04 1,977E+04 1,740E+04 2,064E+03 91,841
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Tabela A30: Quantificacdo da
expressdo do gene Haeacin em
amostras de raizes (ensaio 3).

Curva padrio gerada por 4
amostras de  concentragdo
conhecida:

105, 10% 10° e 10® cépias da
sequéncia alvo.

Ct = - 3,658 x Log (N° copias) +
41,431

Coeficiente de correlagio =
0,998

Eficiéncia da reac¢do PCR:
87,7%

ND = Valor de Ct Nao Detectado
#DIV/0! = Erro na folha de
cdlculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico

Tabela B6: Resumo da
quantificacdo da expressdo do
gene da actina em amostras de
rafzes.

Valor para normalizagdo das
amostras: (média copias actina
em PA45, V8, 5d)

1,598E+06
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R Média cé_pias Beta | Média cé_pias Beta |Média cé_pias Beta|Média Cé;_’ias Betal Desv_io F_actor_de
1 Nor 2 3 Padréo inducdo
PA45 - Raiz-12h 9,868E+03 8,086E+03 8,438E+03 8,797E+03 9,435E+02 156,111
PA45 - Raiz-24 h 7,182E+03 7,048E+03 8,428E+03 7,552E+03 7,612E+02 134,019
PA45 - Raiz-36 h 6,570E+03 6,744E+03 7,261E+03 6,859E+03 3,5695E+02 121,706
FATSS - Raiz-12h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-24 h 4,991E+01 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz- 36 h 3,778E+00 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA37 - Raiz-12h 8,180E+03 9,987E+03 8,5627E+03 8,898E+03 9,5689E+02 157,903
PA37 -Raiz-24 h 7,429E+03 9,088E+03 7,043E+03 7,854E+03 1,086E+03 139,360
PA37 - Raiz-36 h 7,455E+03 7,190E+03 6,327E+03 6,991E+03 5,897E+02 124,051
13C-Raiz-12h 8,367E+03 7,948E+03 8,827E+03 8,381E+03 4,398E+02 148,712
13C- Raiz-24 h 7,167E+03 7,702E+03 8,118E+03 7,662E+03 4,767E+02 135,967
13C-Raiz-36 h 7,268E+03 6,621E+03 7,635E+03 7,175E+03 5,132E+02 127,316
R Média Cé_pias Alfa | Média Cé_pias Alfa | Média Cé_pias Alfa| Média Cépias Alfal Desv_io F_actor_de
1 2 Nor Padréo inducdo
PA45 - Raiz-12h 4,789E+03 5,109E+03 3,964E+03 4,621E+03 5,911E+02 5,922
PA45 - Raiz-24 h 9,933E+03 1,102E+04 1,009E+04 1,035E+04 5,888E+02 13,261
PA45 - Raiz-36 h 1,549E+04 1,378E+04 1,541E+04 1,489E+04 9,614E+02 19,089
FATSS - Raiz-12h #DIV/0! #DIV/0O! #DIV/0O! #DIV/0! #DIV/O! #DIV/O!
FATSS - Raiz-24 h 4,375E+03 5,473E+03 8,149E+03 5,999E+03 1,941E+03 7,689
FATSS - Raiz- 36 h 3,103E+03 1,977E+04 1,938E+04 1,408E+04 9,512E+03 18,052
PA37 - Raiz-12h 4,724E+03 5,079E+03 4,609E+03 4,804E+03 2,449E+02 6,158
PA37 -Raiz-24 h 1,105E+04 1,027E+04 1,031E+04 1,054E+04 4,390E+02 13,513
PA37 - Raiz-36 h 1,713E+04 1,647E+04 1,819E+04 1,726E+04 8,678E+02 22,124
13C-Raiz-12h 4,975E+03 5,323E+03 4,830E+03 5,043E+03 2,532E+02 6,463
13C-Raiz-24 h 9,900E+03 1,062E+04 1,005E+04 1,019E+04 3,781E+02 13,058
13C- Raiz-36 h 1,529E+04 1,624E+04 1,518E+04 1,557E+04 5,826E+02 19,960
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Tabela B7: Resumo da
quantificacdo da expressdo do
gene pcin em amostras de
rafzes.

Valor para normalizagdo das
amostras: (média copias fcin
em PA45, V8, 5d)
5,635E+01

#DIV/0! = Erro na folha de
cdlculo derivado da insergdo de
ND, valor ndo numérico

Tabela B8: Resumo da
quantificacdo da expressdo do
gene acin em amostras de
raizes.

Valor para normalizagdo das
amostras: (média copias acin
em PA45, V8, 5d)
7,802E+02

#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da insergdo de
ND, valor ndo numérico
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: Média Copias Média Copias Média Copias Média Copias Desvio i
Amostras Raizes Hae_Beta , Hae_Beta , Hae_Beta . Hae Qela Padrio indugso
PA45 - Raiz-12h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA45 - Raiz-24 h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA45 - Raiz-36 h 7,406E+02 7,293E+02 1,556E+03 1,009E+03 4,742E+02 29,524
FATSS - Raiz- 12 h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-24 h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz- 36 h 2,371E+03 2,058E+03 1,708E+02 1,533E+03 1,190E+03 44,882
PA37 -Raiz-12h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA37 -Raiz-24 h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA37 - Raiz-36 h 1,015E+03 1,352E+03 8,689E+02 1,079E+03 2,479E+02 31,570
13C - Raiz-12h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
13C-Raiz-24 h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
13C - Raiz-36 h 7,014E+02 1,117E+03 1,054E+03 9,575E+02 2,240E+02 28,026
: Média Copias Média Copias Média Copias Média Copias Desvio .
Amostras Raizes Hae_Alfa , Hae_AIfa , Hae_Alfa . Hae {\Ifa Padrio inducso
PA45 - Raiz-12h 3,835E+03 3,761E+03 3,432E+03 3,676E+03 2,143E+02 567,283
PA45 - Raiz-24 h 1,263E+03 1,759E+03 1,030E+03 1,350E+03 3,723E+02 208,406
PA45 - Raiz-36 h 2,805E+02 4,319E+02 6,849E+02 4,658E+02 2,043E+02 71,881
FATSS - Raiz- 12 h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-24 h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz- 36 h #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA37 - Raiz-12h 2,113E+03 3,100E+03 3,084E+03 2,765E+03 5,654E+02 426,771
PA37 -Raiz-24 h 8,137E+02 7,175E+02 6,496E+02 7,269E+02 8,248E+01 112,188
PA37 - Raiz-36 h 3,883E+02 4,046E+02 4,082E+02 4,004E+02 1,061E+01 61,791
13C - Raiz-12h 2,339E+03 4,666E+03 3,560E+03 3,522E+03 1,164E+03 543,466
13C - Raiz-24 h 8,048E+02 1,017E+03 7,760E+02 8,658E+02 1,315E+02 133,617
13C - Raiz-36 h 3,356E+02 4,731E+02 4,298E+02 4,128E+02 7,028E+01 63,710
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Tabela B9: Resumo da
quantificacdo da expressdo do
gene Haeficin em amostras de
rafzes.

Valor para normalizaggo das
amostras: (média cépias
Haeficin em PA45, V8, 5d)
3,416E+01

#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da inser¢do de
ND, valor ndo numérico

Tabela B10: Resumo da
quantificacdo da expressdo do
gene Haeocin em amostras de
raizes.

Valor para normalizagdo das
amostras: (média copias
Haeacin em PA45, V8, 5d)
6,480E+00

#DIV/0! = Erro na folha de
célculo derivado da insergdo de
ND, valor ndo numérico
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PA45 - Raiz-12h 7,689E+02 1,995E+02 4,246E+00 1,195E+00 5,522E-03 3,827E-01 | 2,114E-03 156,63
PA45 - Raiz-24h 3,485E+03 1,317E+03 1,686E+01 8,051E+00 4,838E-03 6,088E-01 | 2,946E-03 137,24
PA45 - Raiz-36 h 1,740E+04 3,453E+03 7,495E+01 1,754E+01 4,307E-03 3,069E-01 1,322E-03 122,18
FATSS - Raiz-12h 8,271E+01 1,554E+01 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-24 h 8,657E+02 1,665E+02 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-36 h 3,658E+03 7,044E+02 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA37 - Raiz-12h 8,419E+02 1,996E+02 4,610E+00 7,055E-01 5,476E-03 2,822E-01 1,545E-03 155,31
PA37-Raiz-24h 3,947E+03 1,412E+03 1,887E+01 4,741E+00 4,780E-03 4,372E-01 2,090E-03 135,59
PA37 - Raiz-36 h 1,952E+04 2,790E+03 8,470E+01 4,617E+00 4,339E-03 1,530E-01 6,638E-04 123,07
13C-Raiz-12h 7,201E+02 2,411E+02 3,807E+00 1,374E+00 5,287E-03 4,923E-01 | 2,603E-03 149,95
13C-Raiz-24h 4,000E+03 9,765E+02 1,929E+01 5,657E+00 4,823E-03 3,815E-01 1,840E-03 136,81
13C-Raiz-36h 1,740E+04 2,064E+03 7,843E+01 1,405E+01 4,506E-03 2,148E-01 | 9,679E-04 127,82
PA45 - Raiz-12h 7,689E+02 1,995E+02 2,175E+00 3,097E-01 2,829E-03 2,960E-01 8,372E-04 5,79
PA45 - Raiz-24 h 3,485E+03 1,317E+03 2,232E+01 7,738E+00 6,406E-03 5,127E-01 3,284E-03 13,12
PA45 - Raiz-36 h 1,740E+04 3,453E+03 1,634E+02 4,109E+01 9,392E-03 3,204E-01 3,009E-03 19,24
FATSS - Raiz-12h 8,271E+01 1,554E+01 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-24 h 8,657E+02 1,665E+02 3,362E+00 1,610E+00 3,884E-03 5,159E-01 | 2,004E-03 7,96
FATSS - Raiz-36 h 3,658E+03 7,044E+02 3,139E+01 2,210E+01 8,583E-03 7,297E-01 6,263E-03 17,58
PA37-Raiz-12h 8,419E+02 1,996E+02 2,510E+00 4,894E-01 2,982E-03 3,069E-01 9,152E-04 6,11
PA37 - Raiz-24h 3,947E+03 1,412E+03 2,598E+01 8,946E+00 6,582E-03 4,966E-01 | 3,269E-03 13,48
PA37-Raiz-36 h 1,952E+04 2,790E+03 2,117E+02 4,071E+01 1,085E-02 2,396E-01 | 2,599E-03 22,22
13C-Raiz-12h 7,201E+02 2,411E402 2,250E+00 6,857E-01 3,124E-03 4,528E-01 1,415E-03 6,40
13C-Raiz-24h 4,000E+03 9,765E+02 2,540E+01 5,730E+00 6,351E-03 3,324E-01 2,111E-03 13,01
13C-Raiz-36 h 1,740E+04 2,064E+03 1,693E+02 1,755E+01 9,729E-03 1,575E-01 1,532E-03 19,93
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Tabela C5: Cilculos
alternativos para a
quantificagdo da
expressdo do gene fcin
em amostras de raizes.

Quantidade normalizada
de gene fcin na amostra
padrdo (PA45, V8, 5d)
usada para cdlculo do
factor de inducao:
3,526E-05

#DIV/0! = Erro na folha
de célculo derivado da
inser¢io de ND, valor
nao numérico

Tabela C6: Calculos
alternativos para a
quantificacdo da
expressdo do gene acin
em amostras de raizes.

Quantidade normalizada
de gene acin na amostra
padrdo (PA45, V8, 5d)
usada para célculo do
factor de indugéo:
4,881E-04

#DIV/0! = Erro na folha
de célculo derivado da
insercdo de ND, valor
nao numérico



Estudo do papel bioldgico das elicitinas de Phytophthora cinnamomi
e do seu envolvimento no processo infeccioso

Anexos

(e RS Média (_26pias Desvio _Padrio Média Copias | Desvio Padrao Hae B_ela cv Hae S Hae |Hae Beta Relativ|
Actina Actina Hae Beta Hae Beta normalizada BetaN BetaN PA45, V8, 5d
PA45 - Raiz-12h 7,689E+02 1,995E+02 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA45 - Raiz-24 h 3,485E+03 1,317E+03 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA45 - Raiz-36 h 1,740E+04 3,453E+03 1,149E+01 7,298E+00 6,605E-04 6,654E-01 | 4,395E-04 30,90
FATSS - Raiz-12h 8,271E+01 1,554E+01 #DIV/O! #DIV/0! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-24 h 8,657E+02 1,665E+02 #DIV/O! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/0!
FATSS - Raiz-36 h 3,658E+03 7,044E+02 3,302E+00 2,677E+00 9,027E-04 8,332E-01 | 7,522E-04 42,24
PA37 - Raiz-12h 8,419E+02 1,996E+02 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
PA37 - Raiz-24 h 3,947E+03 1,412E+03 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/0!
PA37 - Raiz-36 h 1,952E+04 2,790E+03 1,298E+01 2,114E+00 6,647E-04 2,167E-01 1,441E-04 31,10
13C-Raiz-12h 7,201E+02 2,411E+02 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
13C-Raiz-24 h 4,000E+03 9,765E+02 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
13C-Raiz-36h 1,740E+04 2,064E+03 1,052E+01 3,132E+00 6,043E-04 3,205E-01 | 1,937E-04 28,27
TS Média Copias | Desvio Padréo | Média Cépias | Desvio Padrdao Hae Alfa cv Hae S Hae AlfaN Hae Alfa Relativ
Actina Actina Hae Alfa Hae Alfa normalizada AlfaN PA45, V8, 5d
PA45 - Raiz-12h 7,689E+02 1,995E+02 1,755E+00 3,774E-01 2,282E-03 3,370E-01 7,691E-04 562,87
PA45 - Raiz-24 h 3,485E+03 1,317E+03 2,750E+00 3,459E-01 7,890E-04 3,982E-01 3,142E-04 194,62
PA45 - Raiz-36 h 1,740E+04 3,453E+03 5,200E+00 3,061E+00 2,988E-04 6,212E-01 1,857E-04 73,72
FATSS - Raiz-12h 8,271E+01 1,554E+01 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-24 h 8,657E+02 1,665E+02 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
FATSS - Raiz-36 h 3,658E+03 7,044E+02 #DIV/O! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/O! #DIV/0!
PA37 - Raiz-12h 8,419E+02 1,996E+02 1,436E+00 3,837E-01 1,706E-03 3,673E-01 6,093E-04 420,72
PA37 - Raiz-24 h 3,947E+03 1,412E+03 1,764E+00 4,951E-01 4,470E-04 4,547E-01 | 2,032E-04 110,26
PA37 - Raiz-36 h 1,952E+04 2,790E+03 4,898E+00 7,990E-01 2,509E-04 2,169E-01 | 5,442E-05 61,90
13C-Raiz-12h 7,201E+02 2,411E+02 1,475E+00 2,656E-01 2,049E-03 3,802E-01 7,789E-04 505,39
13C-Raiz-24h 4,000E+03 9,765E+02 2,123E+00 2,981E-01 5,308E-04 2,816E-01 1,495E-04 130,92
13C-Raiz-36h 1,740E+04 2,064E+03 4,514E+00 1,028E+00 2,5694E-04 2,567E-01 6,659E-05 63,99
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Tabela C7: Cilculos
alternativos para a
quantificagdo da
expressdo do gene
Haefcin em amostras de
rafzes.

Quantidade normalizada
de gene Haeficin na
amostra padrdo (PA45,
V38, 5d) usada para
célculo do factor de
indugdo:

2,137E-05

#DIV/0! = Erro na folha
de célculo derivado da
inser¢io de ND, valor
nao numérico

Tabela C8: Célculos
alternativos para a
quantificacdo da
expressdo do gene
Haeocin em amostras de
raizes.

Quantidade normalizada
de gene Haeacin na
amostra padrdo (PA45,
V8, 5d) usada para
calculo do factor de
indugdo:

4,054E-06

#DIV/0! = Erro na folha
de calculo derivado da
insercdo de ND, valor
nao numérico
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Anexo 9

Bases da metodologia cDNA-AFLP

RNAmensageiro T T I T T 1T T T T T T T T T T TTTT]1

SintesedecDNAcadeiadupla | [ T [T T T T T TITTITTITTTTTT]1

Eco RI Mse 1
Digestdo com enzimas de HEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
restricao
TS ST T T YS = 1T
Ligacao dos
adaptadores E I_\ ] | | | | | | | | | | | | \_l l{]:l:‘
—> —
Pré-amplificagio [ [ [ " S ITTTTITTTITITT] = =111
<= <=

Amplificacao selectiva
com primer marcado ST T T T T I T T Iw
<=

Perfil electroforético em —
gel de poliacrilamida
desnaturante

Figura 17: Esquema da estratégia de obtencéo de perfis de expressdo genética por cDNA-AFLP.

A partir do RNAm € sintetizado cDNA de cadeia dupla (com primers oligo dT). Aos
fragmentos obtidos apds a digestdo com enzimas de restri¢do, sdo ligados adaptadores que
vao servir de molde a uma primeira reaccdo de amplificagdo nao selectiva.Nucle6tidos
selectivos sdo adicionados a extremidade 3’ dos primers de modo a que apenas um subgrupo
dos fragmentos de restricdo seja re-amplificado numa segunda amplificagdo em que um dos
primers estd marcado radioactivamente. Os fragmentos amplificados sdo entao analizados por
electroforese em gel desnaturante de poliacrilamida, gerando perfis diferenciais de expressao
genética. Os fragmentos de interesse podem ser excisados do gel, reamplificados e,

posteriormente, sequenciados.

(Fonte de informagao: Bachem et al., 1996, 1998; AFLP analysis system I, Life Technologies).
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Anexo 10 - Sequéncias nucleotidicas dos fragmentos cDNA-AFLP

A designagdo dos fragmentos corresponde a utilizada na Tabela III.15.

>2A
ACCTGGAATATGATAGTGCAAGTTGCCAAACAATGCTCTGAATACAAAAGAAAAGCACAACATGA
ATCGCATTACGAAATTTTAGAGATATTTTATCTTATTTTTCGAGGTTTACGCCAATTGCACTCAGGG
TGAGCCCCCGCTTACCGTGTATCCCTCCTCCATACCGGCGGCTACGGTTGTTTCGGACTGCTACCTA
TACACTAAGTAATAGTTTCTGACGGTGTGCCTGCCACGCTTGCAAGTGATCAGCTTAGTGCTCAT

>5A
ATGGAAACTGTTTTCGACCTAGTTGTGCACTCTTCCGGCATGGTGGTCGTCTCTGTTCCCGAGTGGT
TCGCATGCCACTTTCCAGTGCGAGTTCGTATGGGCTCTCATCGTGGGGAAGTCAAAGGCTGGAGGT
GGACTCTACCTCAACAATATTTTAGTTGGTAACGACGGGATTAGGACGAATTTGGGATGACCACTG
GGGT

>22A
ATGGGGCCGAACGGCGTCAACACCGATCAATATCGCTCCTTCGAGCTGTATAGGCGTAACACTGCA
TGGCCGGAGATCATTACGTTGGACGAACTCTACGAGCGGGCAAGTTACATCGTCAATCACAATGGC
AGCTCAAAGCCAGTGGTCGCGGGATCAAATAGGCCGTGAACGGAAGACCGCATAGGACGCGAATC
GTGACGAAATTGTGGCGCCGTCCCTAGGCACGTCTTTTCTACTTCTATAGTGCAATGATGGATAGAT
GGCATAATCGGCATGAAAAAACGAATTTAGGGGGAATAGGATGGATCAAGAGGGT

>29A
ACCATAGGGATCTTCTGTTGCAGGTGTCGATCTGCTATAATAATCTAGATTTGTTACTTATTGAAAA
GAATCGAGTCATCAATTTCTTGTTTATTTTGCTTATACCAGACATCAACTCGGAAATCTCTTCAATA
TTGAATTCATCAAGAACAGCAGGAACTATACGAACCCGGCAAGATTTCCCTGTCTTTTCGGCTATG
AGCGCGGCCTCTTTTGTATATTTGACATCAAGAATACCTCCTCCCTTGTTGAAATCCACCATGTCAT
ACTTATTGCTAACTGTAAACTCTACCAATTCAATGCTGGTTTCATTCTCTACCACCAGATCAGGTGT
TCTCTGACTTTCAATATACTTAGAAAGGCTTACATCAGTTTCAAGATTCCTCTTCCCGAGGTCTTTG
GTGCAGAGGAACCCGAATGTGTTGTGCCTACACTTGTAATACAACTTGAGCACATAAGGGTGTGAC
ACAGAACCCGAAT

>45C
ACCCGCCAGATGTGAACATGCCTCCCGAACAGGCCACGCTGGAAGATCCACTGCGCCGCCAGTAA
GGTAACTGGACGGGTACGGAAAATCCCCCATCGCTAGAGTGTCGAACGCGAACAGCACCGACATC
GCCAAGTCTTCTCCCAGCTCTTCGCTTGTCAACGGTTCGCATAAT

>110A
ACCTCCCCTCTACTTTTGTTCTTAGAAGCCATCACCTAAGGGGGCCTCGATTGTTCCTATTTCTATTC
AACCTCCAGATTCTCTTGCTCTGTAATTCTGTGTCTCCTGCAAGCATGCCAGTCTGGAACATGACAA
CTATTTTGAATGTAACTAAAGGTATCACTGAACCAGTTCATTATTTACAAATTATCTTTCCTCGCAT
AGAATATTCAGATGCTGGAGTCATAGGCAACAGAGATGGCCAAGTAGCAACTATTCTTCTGTGGCA
ACGAGAGACCCTGTAAAAAGGACAATTTTGCTTTGGAGACTAAGCACCTCCACACCAGTCAGGAAT
GACTCTGCTTTTACTTTAGGCTGAGAGGTCAGAAGGGTCAGAATACTGAGGGTCAGAGGCCCTCAG
TATTCTCCTTTCCAAGACGGAGTATGGCCACTCTCCATCTCAGTCCCTGGAAGGTGTCCGGAGCTCC
CTGAGAATCCCTGCTCTGGGGCAGAATCACCAAGGCTCATCCTCGCCAGCTCCCCACAGGCTCCAG
CAGGGCTTTCCTGCCAGGTGCAGGGCACAGGAATGGCTCTATCTGTCTCTTGGTTAGAGGGAGGCT
ATGCAATGATGTTTGTATAAGAGGGACTGGGATTCTGGGTCTCCA

>119C
ACCGAAGACAAGCCAAAAGCACGCTCCGCACGTCAAGTCGTAGCGCAAAAGACTGCCGATCAAGA
TCAATTGGAGTCATCAGCCCCGAAACGACGACGAATCTCTGGTCCAACAATGGGTCCTCCGCAACA
GTCGAAGCTTAGCGAGCAAAAAGGTGACGACGCGAGTGTTTTGGAGGGAGGTGATCAGGTGTGGG
ACCCCCCGACAAACCAAACAGGAGATGGCCGCACGAAGCTGAACGACAAGTATGGATACTGATCT
CGCTAAAGACTCCGTTCAAGCAAAGGTTTACTCCA
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>112A
ACCCATGAAGGCCTGTACGTGAACCAGCACCGCAACTGGCAGCAGTTCCTGCTCAAGGGCCTGGAC
AGGCAAGCGCTGAAACTGCGGGAGGTGAAGTGATGAATGCGCAATTGCAGTACCGGATCGAGCAA
TTCTTCTACCGCAAGTCCGAGCTGTGCGATGCACAGGACTGGGACGCCTATGTGCAGCTGTTCGAT
ACGCAAAGCGAGTTCCACCTGCCGCAATGGGACTCGGAACACGTCTACACCCGTGATCCCAAGCGC
GAGATGTCGTTGATCTATTACGCCAACCGCCCGGGCCTGGAAGACCGCGTGTTCCGCCTGCGCACG
GGCAAAGCCGCGTCGGCGACACCGATGCCGCGCACCTTGCACCTGATCAATAACGTGCGCATTGCC
GAGCAACCGGATGGAACGCTGGAGGTGAAATTGAACTGGCACACGATGTTCTATCGATTGGCTAC
ATCGGAGCAGTTCTACGGACAGGCTACCTACAGCCTCAAGCCCACTGGCGACAGTTGGTTGATCAC
CCGCAAACACGCGCTGCTGCTCAACGACACCA

>150E
TTGCCAGCGTTACGTACCATATATGGATGGTATAACTGCGGCCGAGCATGGGCATTTGCAAGTGGT
AACGTGGGTGCATGAACACTTCCCCAACTCGTTCAGTAACCACGAAATGGACGCCGCTGCAAGAA
ATGGTCACATGCATGTTATCGCGTGGCTTCATGAGAACCGAAGTGAGGGGTGCTCCGCAATGGCTT
CGTGTGATGCAGCACGAAATGGTCACTTGGAAACTGTTCAATGGCTCCACACACATTATCCCAGTA
CATTTGTACCACAGACAATGAATGGAGCAGCTGCGAATGGCTGTCTCGAGGTTGTCCAGTGGTTGC
ACGAGAATCGCCCCGAAGGCTGTACAGGAAGTGCTATGTACTTCGCCGCTACTAAAGACCACCTCG
ACGTATTCCTGTATCTACTTGAACACCGAACTGAAGGGTTTCCAAGCAGTACGAAGCAGGATGCGC
AAGATATCCATGTGTTGTGCCAGTTTGGCCCCGATATCCGTGGAAATCGACGACCCAATCGAGTTA
CTGGCGCGCAATTGAAGATACTGCAGACCGTATTCAAGCAGCGCCCGGCTTATCTTCAAGATTGTT
TGCGCTGCTTAGCATGGATTGCATGCAGTAGCGGCAACATCATTACGCTGGACTGGGTGAACCAGT
TTGGGATTCAGCTGCGGTCGACGACTCCCATCCGTAGCGCTATCGGCAGCGGCGACGTGAAGTTGT
TGCGGTGGTTTTCGGAGAACGGTTTTGTGGTGATGGGTCCGGATCTGCTCGAGTTCGCAGTCGAAC
GCGGCCAACTCGACGCAGCCAGTCGGCTTTCTGAGCACGGACATACG

>169B
TTGAGGGTAGTGCGCGTATTGGCGAGTATTCAGGCGAGCTAGGCGCCTGGACTTCAGTCTCGAGTG
AGCCTAGTGTGTGAGTGACCCACCGTCCGAGGGTCCAAAAGAATAAGTGACGGCTAGTTGCAGTGT
TGTATACTCTGTATTTGTTGGTTATCGGGCTAGGAGAGCACTTGGGGAAGGT

>175D
ACCTCTCAGCATGTTTGAATCAGTAGGAAAATGGAGCATCTCACAACAACACTGACCCTGCACAGA
ATTTCCAAAACAATACTGCAGCATAAATAAATGAAAAAATATTTGTTGAAGTACAGTGAAGACAA

>185A
ACCAAAAAAGGAAAACATTTGCTTCATGAGGAAATCCTCTCTTTGTGCTTTCCCACTGCGTAAGGA
TAAAAATGGTTGGATTCAA

>204A
ATTGATAGACTGAGTAAAGAAGACCATTGTCATCAATGTGGGTGGGCATCGTCCAATCCACAACGG
CCCAATAGAACACAAAGGTTAAGAAAAGACAAAGTTGCTCTCTCTTATTGAGCTGGAACATCCATT
TTCTCCTGCCCTTAGACACTGGAGCTTCTGCTTCTCTGGCCTTTGGACTCTGGGACTTAAATATATAT
CCTATTGGTTCTGTTTCTCTGGG

>223A
AGTAAGCTTTTTACGCCCCCTAGCTCAATGAGATGCTCTACCCCAAAAAAAGATTTTACTCAGGAC
TCATCGTCACCATGCCCGCCGGAGAAGCCAAGCTCAAGACCACGCCGCTGGACCCGTCGCTTCCCC
AACCAGAACCAGGCGCAGCACTGCTGGACGCGCTACAACGAGTACGTGCTGTGCCTCAAGAACAA
CGACGGCGACTAGGACGCGTGCAAGAAGTACTACCAGTACGCCGCCTCGCTCTGCCCCAACTTCTG
GACGGACCGCTGGAACGAGCAGCGCGAGGAGGGCACGTTCCAGGGCGTGCAGTACTTCAAGGAGG
AGTAAGAAGTTCGTCTCGTGTCCCTCTCTCCTTCTTCCTCTCTCTGCTGCATCATGTCACCAAGGCTG
TGAGAGACTGCAGCGTCGCTGGGCCAGCGTGGAGGCAAAAAAAGCTGTAGCTCTTCAGGTTGCGC
GCAGAGGACGTTGCAATTGACACCAAATCCCCCCAAATGAACGTTTGCCGTCTTGCCACTTTCGGC
CTCAGCATCCTGCACACCGTCCATCATTAGCCTGCAAAT
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>255A
CAGCCGAGAAAAACCATTGCTGCACCCGCTCAGAAAGCTTGGCACCACCACAAATCATGAACTCG
ATTCCACCGAGCTTGCGGCGCAAAGTAGAGAACACTAGTGCATCAGCGATCTTGAGTTTGGCGGCT
ACGGTGACCGGCAGCCGATCACCGGCACGACGGTACTGCTGGACGTCCCGGCCAGTAGCAAACGC
CCACCGCGAGACTCGACTCGCCAAGCGTCCCTGCGGATAGGCTGTCATGACTCCAGCGCGGATTTT
CTCAAAAATACGGGGCACACCACACATGACTCGGGGT

>266A
CACGATGAAACCCTGCCGCAGGAAGGCGCCAAGCAGGCCCACTTCTGTTCCATGTGTGGTCCGCAC
TTCTGCTCGATGAAGATCACGCAGGATGTGCGCGATTACGCCGACAAGCTGGGCGTGGATGAAAA
AGAAGCCCTGAGCAAGGGCATGCAGGAAAAAGCGATTGAGTTCGTGAAGAAGGGCTCCGAGGTAT
ATCAGAAGGT

>267A
ACACATGCAGCAAAGGATCCCGGCATGCTGACCTCTCTAGGAGCCAGTATGCTAGCTCATCAGGAA
ACCTGGGTTCATTCTCAACCAGCCATGCAATTTTGATAAAGTGTCCTTCAACCTCTGTGGCCCTCGC
TTCCTTCTTCTGTAATAAGGGAGTAGAATTTCATTTTTTTTGTAGGTTAGTGGGTAGGACTTACTGG
T

>275B
CACAGGGAGGAAAGTGTAATGTGACATGCCTGACCACCTATTCCCATCATGGCCTGAACTAGTGTT
TCAGGTTTAGTGTTTTAGAAGGCCCTTGGCTGAGAGAAGGGGGTCCATTCAGTTGGTTGAGGGACT
TAGAATTTTGTTTTTGGT

>310A

CCGACGAAATTCTATCGCAAAAATTTCAGGAGATGGTTTTGAGTATGGGCTTAGTGAAGCGATGCA
ATATGCTAGGCAAGATCTTCAAAAAGCTGGATTGTCTGAAGAAGCCA
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