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RESUMO

Uma caracteristica notdvel da interaccdo entre plantas e microrganismos
patogénios de espécies de Phytophthora é a producdo de proteinas inibidoras de
glucanases (GIP) relacionadas com a doenca da Tinta do castanheiro.

Dada a grande importancia do castanheiro (Castanea sativa Mill) ao nivel da
economia e ecologia na regido do Nordeste Transmontano, tornou-se necessario
melhorar o conhecimento sobre os mecanismos de infeccdo de Phytophthora
cinnamomi Rands, através do estudo da proteina GIP como mecanismo de resposta a
proteinas hidroliticas, endo-B-1,3-glucanases por parte da planta.

Este estudo, teve como objectivo clonar o gene gip e avaliar a expresséo por gel
de SDS-PAGE em diferentes tempos de inducdo e determinar em qual dos substratos
naturais utilizados existe maior expressdo por RT-gPCR.

Paralelamente foram efectuados biotestes com plantas Castanea sativa Mill e com
Phytophthora cinnamomi de modo a estudar a capacidade antimicrobiana de 6leos
essenciais extraidos de Mentha pulegium L.

Os resultados deste estudo revelaram que a clonagem foi bem sucedida apds a
visualizacdo em gel de agarose 0.8 % (v/v) de uma banda de 5369pb e outra de 940pb
corresponde ao vector pET-28a(+) e & ORF do gene gip. A expressdo da proteina
verificou-se as 8 horas de inducdo pela presenca de uma banda 31kDa observada por gel
SDS-PAGE. A andlise da expressdo por RT-qPCR indicou que a expressdo do gene gip
é maior quando o patogénio cresce na presenca de serrim 0.2 % (p/v) como substrato
indutor.

Os ensaios com 6leos essenciais extraidos de Mentha pulegium L revelaram que a
P. cinnamomi é inibida a uma concentracdo de 80 % (v/v), na qual a planta se mantem
viavel e a sua sobrevivencia ndo é afectada. Desta forma o uso deste produto natural
como agente activo € de grande importancia, especialmente nas regides que tém soutos
como recursos naturais, de grande valor econdmico, podendo vir a ser uma alternativa

ao controlo de P. cinnamomi.

Palavras-chave: Castanheiro, Phytophthora cinnamomi Rands, GIP, gip, RT-qPCR,

SDS-PAGE, Plasmidios, clonagem, Oleos essenciais, Mentha pulegium L.



ABSTRACT

A remarkable characteristic of the interaction between plants and pathogen
microorganisms of Phytophthora species is the production of inhibitory proteins of
glucanases (GIP) related with the chestnut ink disease.

Due to the great importance of the chestnut (Castanea sativa Mill) at economical
and ecological levels in the Nordeste Transmontano region, became necessary to
improve the knowledge about the infection mechanisms of Phytophthora cinnamomi
Rands, through the study of GIP proteins, as a response mechanism to hydrolytic
proteins, endo-B-1,3-glucanases, by the plant.

In the present study was intended to clone the gene gip and to evaluate the
expression by SDS-PAGE gel in different induction times and to determine in which
natural substrates used there is a higher expression for RT-gPCR.

At the same time were carried out bioassays with Castanea sativa Mill plants and
Phytophthora cinnamomi in order to study the antimicrobial activity of the essential oils
extracted from Mentha pulegium L.

The results obtained revealed that the cloning was well succeeded after the
visualization in a agarose 0.8 % (v/v) gel of two bands of 5369pb and 940pb
corresponding respectively to the vector pET-28a(+) and to the ORF of the gip gene.
The protein expression was observed at 8 hours of induction by the presence of a band
of 31kDa in a SDS-PAGE gel. The analysis of expression by RT-gPCR shown that the
expression of the gip gene is higher when the pathogen grows in the presence of 0.2 %
sawdust (w/v) as a inductor substract.

The essential oils extracted from Mentha pulegium L. revealed that P. cinnamomi
is inhibited in a concentration of 80 % (v/v), in which the plant remains viable and its
survival is not afected. By this way the use of this natural product as an active agent if
of great importance, specially in the regions that have chestnut orchards as natural
resources, with high economical value, and may ultimately be an alternative way in the

control of P. cinnamomi.

Keywords: Chestnut, Phytophthora cinnamomi Rands, GIP, gip, RT-qPCR, SDS-

PAGE, Plasmid, cloning, essential oils, Mentha pulegium L.
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1 - Introducéo Geral

1.1 - Doenca da Tinta do castanheiro

Ao longo dos ultimos séculos assistiu-se a uma regressdo das areas de ocupacao
do castanheiro (Castanea sativa Mill) no Norte da América e na Europa. Associada a
esta regressdo estd a doenca da Tinta do castanheiro, sendo considerada como uma das
principais causas do desaparecimento do castanheiro. Na América a doenca apareceu
em 1904 no leste americano levando a morte milhares de castanheiros. Na Europa o
comeco desta regressdo € bastante anterior a americana, no entanto, desde o seu
aparecimento a doenca expandiu-se com grande rapidez destruindo milhdes de
castanheiros (Cortizo et al., 1999).

A doenca da Tinta do castanheiro europeu (Castanea sativa Mill) surgiu em
Espanha em 1726, (Crandall, 1950). Em 1859 verificou-se o aparecimento de sintomas
da doenca da Tinta em castanheiros no Norte de Italia, nas provincias da Toscana,
Piemonte e Liguria, em Franca, nas regides de Gard, Lozére e Baixos Pireneus
(Elorrieta, 1949).

Em Portugal, os primeiros sintomas foram registados por volta de 1838 nas
margens do rio Lima, verificando-se amarelecimento e queda prematura das folhas e o
aparecimento de uma podriddo himida nas raizes que mais tarde conduzird a morte da
arvore (Fernandes, 1953).

A éarea de ocupacdo do castanheiro em Portugal tem vindo a sofrer um decréscimo
acentuado desde que esta doenca se instalou. O avanco da doenca tem sido de tal forma
devastador, que hoje praticamente ndo existem castanheiros no Minho e as areas de
ocupacdo regrediram em mais de 50 % em Tras-0s-Montes e Beira Alta, regides onde
existem ainda os maiores soutos de castanheiro. No fim do século XX a &rea de
castanheiro diminui de 60000 ha para 20000 ha (Abreu, 1995).

A doenca da Tinta que invariavelmente provoca a morte do castanheiro é uma
doenca endémica em todas as regiGes castaneicolas. Na regido de Tras-os-Montes
estima-se que 15 % das arvores sdo afectadas pela doenca mesmo nas regides de maior
aptiddo para o castanheiro como a Terra Fria Transmontana (Carvalheira, 1997; Martins
etal., 1997).



1.2 - Parasitas associados a doenca da Tinta do castanheiro

A doenca da Tinta do castanheiro estdo associadas duas espécies do género
Phytophthora, Phytophthora cinnamomi Rands e Phytophthora cambivora (Petri)
Buisman que de forma sistemética tém atingido todas as regides castaneicolas do pais e
do mundo. Em Portugal, a espécie P. cinnamomi é a mais frequentemente isolada e por
isso considerada a espécie preponderante no desenvolvimento da doenca (Fernandes,
1966, Gouveia, 2004).

P. cinnamomi foi descrita pela primeira vez em 1922, por Rands, na ilha de
Sumatra, apds ter sido detectada na arvore da canela (Cinnamomi burmamii Blume)
(Zentmyer, 1980). Desde entdo, foi registada a sua presenca em mais de 70 paises e em
quase 1000 hospedeiros os quais sdo predominantemente plantas lenhosas (Roberts &
Boothroyd, 1984). Os hospedeiros principais incluem o abacateiro, o eucalipto, o
ananaseiro, o castanheiro, varias espécies de pinheiro, muitas plantas ornamentais, e
ainda um numero elevado de plantas nativas da Australia.

P. cinnamomi é considerada como um dos patogénios mais destrutivos e versateis,
sendo o que possui maior distribuicdo geografica e maior nimero de hospedeiros
susceptiveis a sua acgdo (Vieitez et al., 1999).

Este parasita foi isolado do castanheiro pela primeira vez, no nosso pais, em 1941
por Moniz da Maia e mais tarde confirmado por Pimentel em 1942 que também isolou e
identificou P. cinnamomi e P. cambivora de castanheiros com sintomas da doenca
(Pimentel, 1947).

1.3 - O género Phytophthora

Phytophthora pertence a um grupo de transicdo entre os fungos inteiramente
aquaticos e completamente terrestres. Isto reflecte-se na complexidade do seu ciclo de
vida. Este organismo é dependente das condi¢fes de humidade para a sua sobrevivéncia,
mas tém a capacidade de esporulacgdo, dispersao, infeccdo e é capaz de adoptar varias
estratégias de adaptacéo as alteracdes edaficoclimaticas (Shearer, 1989).

Caracteriza-se em termos biologicos por possuir micélio cenocitico (alguns septos
podem estar presentes em culturas mais velhas), as hifas sdo hialinas podendo ter uma
aparéncia lisa, nodosa ou botriosa e ramificacOes laterais apresentam geralmente uma

ligeira constri¢do na base (Figura 1), (Gouveia, 2004).



Figura 1. Micélio de Phytophthora cinnamomi.

O género Phytophthora é constituido por 64 espécies, tendo sido recentemente
descritas novas espécies, como: Phytophthora kernoviae sp. nov (Clive et al., 2005),
Phytophthora austrocedri (Greslebin et al., 2007), Phytophthora asparagi (Saude et al.,
2008), Phytophthora rosacearum, Phytophthora sansomeana, (Hansen et al., 2009) e
Phytophthora morindae ( Nelson & Abad, 2010), todas elas com capacidade de causar
infeccdo em varios hospedeiros, podendo causar uma série de doengas em diferentes
espécies vegetais.

O género Phytophthora foi tradicionalmente classificado no reino Fungi, por se
tratar de organismos: 1) heterotr6ficos, 2) crescimento por polarizacdo das hifas, 3)
esporos vegetativos adaptados a dispersdo pelas correntes de ar ou pela agua e 4)
utilizarem estratégias de infeccdo das plantas semelhantes as dos fungos. No entanto,
em Phytophthora, sempre foram reconhecidas caracteristicas bioldgicas e fisioldgicas
que lhe conferiam singularidade no contexto do reino onde estava inserida, e que foram
sucessivamente ampliadas com estudos posteriores (Gouveia, 2004).

Em 1987 constatou-se que organismos classificados como Phytophthora possuiam
zoosporos que produziam parede celular no decorrer do processo de enquistamento
necessario para poderem germinar e causar infeccdo; os zo6sporos possuiam dois
flagelos com morfologia diferente; em cada oogonio era formado apenas um 06sporo; a

parede celular era constituida por glucano e alguma celulose, contrariamente aos fungos



em que a quitina era o principal constituinte; durante a fase vegetativa eram organismos
dipléides, enquanto que os fungos eram haploéides (Zentmyer, 1987).

Verificou-se que cumulavam micolaminarinas (p e 1-3-glucanas e manitol) como
substancias de reserva, enquanto os fungos acumulavam o manitol e ndo sintetizavam
esterdis, razao pela qual ndo seriam sensiveis aos fungicidas que interferiam com a sua
biossintese (Zentmyer, 1987).

A classificacdo taxonémica do género Phytophthora é baseada essencialmente em
caracteristicas morfoldgicas. Estas apresentam elevada plasticidade e sdo em ndmero
reduzido face ao elevado nimero de espécies descritas, tornando a classificacdo e
identificacdo um processo dificil, laborioso e muito moroso (Gouveia, 2004).

O Geénero Phytophthora pertence a classe dos Oomicetas, sendo por vezes
referido como um organismo fangico mas como se encontra actualmente classificado
por Dick (1995) num reino completamente diferente, o Reino Stramenopila,
anteriormente denominado Chromista por Cavalier-Smith (1986) caracteriza-se como
um exemplo de evolucdo convergente; Phytophthora é morfologicamente muito
semelhantes aos fungos verdadeiros, embora a sua historia evolutiva seja muito distinta.

Em contraste com fungos, Stramenopila sdo mais estreitamente relacionados as
plantas do que animais, desta forma atribui-se assim significado as singularidades
bioldgicas, fisioldgicas, bioquimicas do género Phytophthora (Dick, 1995).

1.4 - Biologia e ecologia de Phytophthora cinnamomi

P. cinnamomi é um patogénio do solo que depende de condicGes de humidade
favoraveis para a sua sobrevivéncia, esporulacdo e dispersdo (Shearer & Tippett, 1989).

Na Primavera e Outono as condi¢fes quentes e himidas observadas no solo e a
presenca de tecido susceptivel favorecem a fase de expanséo de P. cinnamomi. Durante
a época em que as condicdes Ihe sdo desfavoraveis, humidade baixa, auséncia de tecido
susceptivel e actividade microbiana elevada, 0 microrganismo possui a capacidade de
permanecer no solo, por longos periodos de tempo, devido a desintegragéo das hifas que
libertam os esporangios, estruturas de resisténcia, especializados em sobrevivéncia
(Gouveia & Abreu, 1994).

P. cinnamomi reproduz-se produzindo dois tipos de esporos, quando as condig¢oes
sdo desfavoraveis produz esporos grandes e capazes de resistir durante longos periodos

de tempo (clamiddsporos) e em ambiente favoravel produz zoosporos em largo nimero,



flagelados, com mobilidade no solo himido ou encharcado. Quando encontram as
extremidades de raizes finas, os zo6sporos produzem tubos de germinacdo que penetram
nos tecidos da raiz. O micélio cresce dentro das raizes, ou de raiz para raiz nos pontos
de contacto, sendo esta uma das formas de disseminacdo do fungo, (Vidhyasekaran,
1997).

Clamidosporos sdo propagulos de longa vida que permitem ao patogénio persistir
no solo e em condigdes propicias ao seu desenvolvimento provocam nova infec¢do
(Vidhyasekaran 1997; Hardham 2005; MacCarren et al., 2005). Os zo0sporos sdo
considerados o principal agente infeccioso de P. cinnamomi, sendo capazes de
distinguir raizes viaveis de tecidos mortos, usando indicadores, que podem ser
responsaveis pela selec¢do dos locais de infecgdo na superficie da raiz. O patogénio
também reconhece o hospedeiro por propriedades fisicas e quimicas dos tecidos, tais
como aminoacidos (aspartato, glutamato, asparagina, glutamina, arginina e metionina)
que formam a superficie do tecido vegetal (Tyler, 2002). Ao ultrapassar todas as
barreiras o patogénio instala-se no hospedeiro e os sintomas externos mais evidentes
surgem na parte superior da copa progredindo de cima para baixo, a partir da

extremidade dos ramos (Figura 2).

Figura 2. Castanheiro com sintomas da doenca da Tinta.



Na parte aérea observam-se: clorose, emurchecimento, dessecamento rapido das
folhas e flor que afectam a formacéo dos ouri¢os que muitas vezes ficam aderentes a
arvore, os frutos sdo de pequenas dimensbes e sem caracteristicas organolépticas,
podendo mesmo ocorrer o seu aborto (Fernandes 1966; Carvalheira 1997).

Ao longo do desenvolvimento da doenga, observa-se ao nivel da epiderme dos
ramos das pernadas principais e colo da &rvore, uma coloragdo escura com contornos
irregulares do qual se salienta o aparecimento de um liquido escuro, semelhante a tinta
de escrever, a este tipo de sintomas deu-se o nome vulgar da doenca da Tinta, que se
deve a oxidacao das substancias fenolicas que se libertam devido ao crescimento dos
tecidos s&os que dilaceram os tecidos doentes (Fernandes, 1966).

P. cinnamomi pode sobreviver em material vegetal morto, a fase saprofitica pode
levar a um aumento na populacdo do patogénio, embora espécies de Phytophthora
tenham uma capacidade saprdéfita limitada o que significa que apresentam crescimento
pobres e de baixa capacidade competitiva & presenca de outros microrganismos do solo,
(Cahill, 1993). A habilidade de P. cinnamomi para sobreviver como estruturas latentes
durante muitos anos faz o seu controlo em ambientes naturais dificil de alcancar (Erwin
& Ribeiro, 1996).

O seu controlo por métodos quimicos e por desenvolvimento de variedades
resistentes tem-se mostrado ineficaz pelo que o desenvolvimento de formas alternativas
de controlo da doenca assume grande importancia (Salesses et al., 1993; Abreu et al.,
1999).

Nos Ultimos anos, a investigacdo ao nivel da biologia molecular tém permitido o
desenvolvimento de novos conhecimentos sobre os mecanismos moleculares

responsaveis pela patogenicidade e no combate de doencas associadas a este patogenio.

1.5 - GIPs Proteinas inibidoras de glucanases

1.5.1 - O papel da proteina inibidora de glucanases (GIP) em Oomicetas

As plantas utilizam uma grande variedade de estratégias para se defenderem de
microganismos patogénicos. O desenvolvimento de mecanismos de defesa constitutiva,
tais como, a secrecdo de enzimas hidroliticas que degradam polissacaridos da parede
celular constitui um papel fundamental na reducdo da potencial invasdo de patogénios
(Ingo Hein et al., 2009).



Os principais constituintes da parede celular de Oomicetas sdo glucanos e quitina,
embora diferentes grupos taxonémicos possam apresentar composicao substancialmente
diferente (Ingo Hein et al., 2009).

Uma caracteristica notavel da interaccdo entre plantas e microganismos
patogénicos € a secrecdo de proteinas inibidoras de glucanses (GIP) como mecanismo
de resposta a proteinas hidroliticas, endo-f-1,3-glucanases (Kamoun, 2006).

A secrecdo de endo-B-1,3-glucanases permite tanto a planta quanto ao Oomiceta
degradar o B-1,3 glucano, presente na parede celular (Kauffman et al., 1987; Stintzi et
al., 1993) sendo esta uma resposta que representa um mecanismo de defesa tanto por
parte da planta como do patogénio (Van Loon et al., 2006).

A identificacdo de novas familias de GIP em P. sojae, P. ramorum e P. infestans
(Tyler et al., 2006) permitiu analisar a sua evolugdo, de modo, a demonstrar que as GIPs
possuiam homologia com a classe das quimiotripsinas, serinas protease (SP)
pertencendo a subfamilia S1A. No entanto verificou-se que estas ndo possuiam
actividade proteolitica devido a falta do dominio His-Asp-Ser pelo que foram incluidas
na classe das proteinas homologas das serinas proteases (Rose et al., 2002; York et al.,
2004).

Desde a recente identificacdo de GIPs, os estudos centram-se na caracterizacao
bioquimica, abordagem de -caracteristicas tais como propriedades de ligacdo e
especificidade do ligando (Rose et al., 2002 ; York et al., 2004).

Sendo as GIPs proteinas inibidoras de glucanases com grande interesse ao nivel
da patogenicidade e da resposta da planta hospedeira, torna-se necessario compreender

0s mecanismos moleculares inerentes as estas proteinas.

1.5.2 - Gene gip em Phytophthora cinnamomi

Em P. cinnamomi foi descrito anteriormente um gene gip (GenBank, cédigo
AM259384) que apresenta um tamanho total de 1141pb, uma ORF (grelha de leitura
aberta) de 810 nucleotideos e 269 aminodcidos. A amplificacdo do gene foi feita
recorrendo a primers degenerados concebidos com base na homologia de quadros de
leitura abertos de outras GIPs (Phytophthora sojae) e recorrendo a técnica de TAIL-
PCR, uma ferramenta simples e poderosa usada para a recuperacdo de fragmentos de
DNA gendémico desconhecido adjacentes as sequéncias conhecidas (Michiels et al.,

2003). Este gene codifica para uma proteina que promove a inibicdo da acgdo de
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endoglucanases envolvidas nas respostas de defesa da planta suprimindo assim a
degradacéo de glucanos na parede celular do Oomiceta.

As GIPs, sdo caracterizadas como proteinas que degradam polissacarideos e que
sdo susceptiveis de influenciar interaccdes planta-patdgeno. No entanto, o seu
significado bioldgico ndo foi ainda estabelecido, muitas questdes permanecem ao nivel
molecular, tais como a identidade dos dominios e de residuos de proteinas chave do
inibidor que contribuem para a especificidade de reconhecimento (Cynthia M. B et al.,
2008).

Com este trabalho pretende-se clonar o gene que codifica para a GIP em P.
cinnamomi bem como avaliar a sua expressdo em meios com diferentes substratos
indutores de forma a tentar perceber interac¢des planta-patégeno contribuindo de
alguma forma para o conhecimento sobre os mecanismos moleculares responsaveis pela

patogenicidade.

Nota: O gene gip depositado na data base (NCBI) cujo cédigo de acesso é AM259384, estd
descrito com um tamanho de 1141bp, no entanto, este gene na realidade tem um tamanho total de 1271pb,
apresentando uma ORF de 940pb este facto sugere fortemente tratar-se de erros de sequenciacdo. Neste
momento estdo a fazer-se as correccdes necessdrias; (Autores; Carvalho, C. M. S., Meirinho, S. G.
Choupina A. B, 2006)

1.6 - A utilizacdo de farmacos no controlo da doenca da Tinta do castanheiro

1.6.1 - Breve introducdo historica

A luta quimica no combate a doenca da Tinta do castanheiro teve inicio em
Espanha na década de 30 do século XX. O tratamento consistia em aplicar sais de cobre
na zona do colo e das raizes, previamente limpas da terra aderente, o qual ficou
conhecido como “M¢étodo Urquijo” (Fernandes, 1947). Este método foi seguido em
Portugal por Taveira Fernandes quando foi implementado o Plano de Valorizagédo e
Defesa do castanheiro, tendo sido aplicado nas regibes onde a doenca mostrava
tendéncia para alastrar (Fernandes, 1953). Em Portugal o método de Urquijo foi
amplamente usado, obtendo-se resultados de certo modo positivos mas, em
contrapartida, os custos eram elevados e os efeitos ambientais negativos, pelo facto de
se tratar de uma doenca radicular e o tratamento ter de ser feito no solo, raz0es que

conduziram ao abandono do método.



A aparicdo no mercado de compostos quimicos de acgdo sistémica abriu e
melhorou as possibilidades no combate a patogénios do género Phytophthora. O
desenvolvimento de fungicidas sistémicos para controlar Oomicetas, nos quais estao
incluidos parasitas obrigatorios como os mildios, Phytophthora e Pythium comeca em
1976 com o Cimoxanil (Serre, Carraro, 1976), seguido do Metalaxil (Urech et al.,
1977), Furalaxil (Schwinn et al., 1977), Ofurace (Lukens et al., 1978), Oxadixil (Gisi et
al., 1983) e Fosetil-Al (Bertrand et al., 1977; Williams et al., 1977).

O repetido uso de Metalaxil favoreceu o aparecimento de resisténcias em isolados
de P. infestans (Schwinn, 1987). Para evitar este problema, as empresas comecaram a
comercializar misturas de acilalaninas com fungicidas convencionais como 0s
ditiocarbamatos e ftalamidas para uso contra patogenios das folhas (Schwinn, 1987).

Tais misturas ndo foram desenvolvidas para patogénios do solo porque o risco da
resisténcia era considerado baixo. Apesar de ndo terem aparecido casos de resisténcia
em espécies de Phytophthora, que sejam patogénios do solo, como por exemplo P.
cinnamomi e P. cambivora as evidéncias genéticas demonstradas pela investigacdo em
P. infestans sugerem que a sistematica utilizacdo do metalaxil pode provocar um
aumento da resisténcia nestes patogénios (Erwin & Ribeiro, 1996). Recentemente, em
ensaios com fertilizantes Fosfonatos, considerados biopesticidas pela EPA-US (Agéncia
de Proteccdo Ambiental-Estados Unidos) e enquadrados nos fungicidas bioquimicos,
em termos regulamentares, dado o seu modo particular de accdo e por serem substancias
muito frequentes no ambiente (http//www.epa.esa.gov/pesticides/biopesticides),
verificou-se que, estes fertilizantes conferiam protec¢do contra P. cinnamomi, em
algumas plantas lenhosas, onde eles foram testado (Wilkinson et al., 2001; Hardy et al.,
2001; Barrett et al., 2003; Navarro et al., 2006; Coelho, 2009), embora a sua aplicacao,
obviamente, ndo remova P. cinnamomi do solo.

Os meios de luta disponiveis no combate & doenga da Tinta do castanheiro ndo
tém, até hoje, resolvido de forma eficiente e duradoura os problemas sanitarios das
culturas, atacadas por este parasita. Sendo uma doenca dificil de erradicar, actualmente
estéo a ser investigadas formas alternativas para o controlo desta doenca.

Os 6leos essenciais, sao0 compostos naturais volateis com um forte odor que tém
vindo a ser utilizados desde a Idade Média para diversas aplicagdes, como bactericidas,
virucidas, fungicidas e insecticida (Guimardes et al., 2010), devido as potenciais
caracteristicas que apresentam, recentemente, foram realizados estudos para avaliar a

capacidade do controlo de espécies de Phytophthora.



Como alternativa aos fungicidas sintéticos foram feitos estudos com dleos
essenciais, utilizados no controlo do Oomiceta Phytophthora infestans, agente causal da
doenca oidio do tomateiro (Mine et al., 2005). O anti-fangico de 6leos essenciais foi
obtido de partes aéreas de plantas aromaticas, como orégao (Origanum syriacum var.
bevanii), tomilho (Timbra spicata subsp. Spicata), lavanda (Lavandula subsp.
stoechas), alecrim (Rosmarinus officinalis), funcho (Foeniculum vulgare Mill) e
loureiro (Laurus nobilis). O estudo revelou que os 0Oleos essenciais afectam a taxa de
crescimento do micélio, e a producdo de esporangios (Mine et al., 2005).

A observacdo em microscopia electrénica indicou que as hifas do patogenio,
expostas aos Oleos essenciais apresentam alteracdes morfoldgicas, como a coagulacao
citoplasmatica, hifas enroladas e rebentamento de protoplastos (Mine et al., 2005).
Também para P. infestans foram testadas condicdes in vitro e em estufa, recorrendo a
19 oleos essenciais de plantas silvestres onde se verificou que ocorria inibicdo do

desenvolvimento do patogénio (Quintanilla et al., 2002).

1.6.2 - Propriedades de 0leos essenciais de plantas silvestres

Os Oleos esséncias sdo compostos liquidos, volateis, limpidos e solUveis em
lipidos e em solventes organicos, com uma densidade geralmente mais baixa do que a
da agua. Podem ser sintetizados por varios o6rgdos da planta: botbes, flores, folhas,
caules, ramos, sementes, frutos, raizes, madeira ou cascas, e sd0 armazenados em
células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares,
(Bakkali et al., 2008).

Os componentes dos Oleos essenciais sdo principalmente monoterpenos e
sesquiterpinos, que sdo hidratos de carbono com a férmula quimica geral (C5H8)n,
(Svoboda, K. P & Hampson, J. B., 1999). Compostos oxigenados derivados desses
hidratos de carbono incluem alcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fenois e dxidos.
Estima-se que existem mais de 1000 monoterpenos e 3000 estruturas sesquiterpénicas.
Outros compostos incluem fenilpropenos e compostos especificos contendo enxofre ou
azoto, (Svoboda, K. P & Hampson, J. B., 1999). Na natureza, desempenham um papel
importante na proteccdo das plantas, como agentes antibacterianos, antivirais,
antifangicos, insecticidas e também contra herbivoros, reduzindo o seu apetite para tais
plantas, podendo também ter o efeito de atraccdo de alguns insectos que favorecam a

dispersdo do polen e sementes, ou repelir outros indesejaveis (Bakkali et al., 2007).

10



1.6.3 - Oleo essencial de Mentha pulegium L. no controlo do parasita Phytophthora

cinnamomi

A Mentha pulegium L. caracteriza-se por ser uma especie herbacea vivaz, de 20 a
40 cm de tamanho, subprostrada, subglabra a tomentosa, fortemente aromatica, de
folhas pequenas (8 a 30 mm), eliptico-oblongas, atenuadas na base, curtamente
pecioladas, inteiras ou esparsamente dentadas, pilosas na pagina virada para o caule;
inflorescéncias em verticilastros esféricos com entrends visiveis, calice de dentes
ciliados; corola de cerca de 5 mm de tamanho, lilacinea, estames excertos; mericarpos
com 0,7 mm, acastanhados (Cunha et al., 2007). E uma espécie de lameiros e da beira-
rio, ocorrendo fundamentalmente ao longo das valas. Contudo, é possivel encontra-la
ainda nas beiras de caminhos que permanecem humidos durante parte do ano.

Esta planta silvestre que cresce espontaneamente em grande quantidade na regido
do Nordeste de Portugal e sendo fécil de identificar € usada neste trabalho com o
objectivo de avaliar a sua capacidade antimicrobiana no controlo de P. cinnamomi.

A perspectiva do uso deste produto natural como agente activo é de grande
importancia, especialmente nas regides que tém soutos como recursos naturais, de
grande valor econémico. Na regido do Nordeste, o recurso a 6leos essenciais extraidos
de Mentha pulegium, podera vir a ser uma alternativa ao controlo de P. cinnamomi,

inibindo o seu crescimento e consequentemente propagacdo em células vegetais.
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2 - Objectivos

2.1 - Objectivo geral

O objectivo geral desta tese consistiu em melhorar 0s conhecimentos sobre 0s
mecanismos moleculares responsaveis pela patogenicidade de Phytophthora cinnamomi
Rands, associada a doenca da Tinta do castanheiro, através da clonagem molecular do
gene gip, avaliacdo da expresséo por RT-gPCR (Transcrigcdo reversa e PCR quantitativo
em tempo real), bem como da proteina GIP por SDS-PAGE (Eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio) e testar novos fitofarmacos no controlo da

doenca.

2.2 - Objectivos especificos:

- Clonagem molecular do gene gip no plasmidio pET-28a(+) e analise da expressdo

heter6loga da proteina GIP por gel de poliacrilamida SDS-PAGE;

- Avaliar a expresséo por RT-gPCR do gene gip em trés meios indutores, glucose 2.0 %
(p/v), celulose 0.2 % (p/v) e serrim 0.2 % (p/v) (extracto de madeira de castanheiro) de

diferentes tempos de crescimento (2, 4, 6 e 8 dias);

- Estudar a actividade de Oleos essenciais de Mentha pulegium L em biotestes com

plantas de castanheiro e com P. cinnamomi;

- Extraccdo de OGleos essenciais por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger,
identificacdo quimica dos componentes maioritarios por cromatografia gasosa (GC) e
determinacdo das concentracdes bioactivas em biotestes com o hospedeiro e o

patogenio.
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3 - Material e Métodos

3.1 - Microrganismos utilizados

e Isolados de Phytopthora cinnamomi

O patogénio P. cinnamomi utilizado neste estudo foi obtido de castanheiros
(Castanea sativa Mill) com sintomas de doenga da Tinta, na regido do Nordeste
Transmontano, isolado por Gouveia (2001) e mantido na coleccdo de Phytophthora da

Escola Superior Agraria de Braganca. Ao isolado foi dado o codigo Pr120.

e Escherichia coli

Ao longo deste trabalho foi utilizada a estirpes de Escherichia coli DH5a, de
genotipo (supE44, AlacU169, (f80laczAM15), hsd R17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
relAl) (Hanahan, 1983).

3.2 - Manutencéo e conservagdo de microrganismos

3.2.1 - Manutencdo e conservacgdo do patogénio Phytophthora cinnamomi

O micélio do microrganismo filamentoso, P. cinnamomi foi obtido por
crescimento em meio PDA (Potato Dextrose Aga), (HIMEDIA) durante cinco dias,
sendo repicado periodicamente para placas de Petri com PDA e conservado a longo
prazo em glicerol 30 % (v/v) em &gua a uma temperatura de -20 °C.

3.2.2 - Condig0es de crescimento de bactérias Escherichia coli DH5a

As culturas bacterianas em meio liquido foram realizadas em meio de Luria
Bertani (LB) com arejamento a 37 °C e a 180 rpm em agitador orbital (Stuart®, S150).
Ao meio de cultura foi adicionado antibio6tico de acordo com a resisténcia apresentada
pelos plasmidios, canamicina numa concentra¢cdo de 30 pg/ml para o pET-28a(+)
(Novagen) e ampicilina numa concentracio de 100 pg/ml para o pGEM®-T Easy

(Promega).
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As colonias bacterianas foram isoladas em caixa de Petri, com LB-agar com
antibidtico e quando necessario para a identificacdo de recombinantes foi adicionado
IPTG (isopropil-B-D-galactosidase) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
galactopiranosideo) nas concentracdes 100 mM e 80 ug/ml. As caixa de Petri foram
incubadas durante a noite a 37 °C na estufa (MEMMERT).

3.2.3 - Manutenc&o e conservagdo das estirpes bacterianas e dos plasmidios

A estirpe bacteriana utilizada ao longo deste trabalho foi armazenada a -70 °C em
criotubos de 2 ml, no respectivo meio de cultura com 1/3 do volume de glicerol 100 %.
Quando se procedia ao seu uso, efectuavam-se repicagens para caixa de Petri com meio
LB-agar e guardavam-se a uma temperatura de 4 °C.

O plasmidio quando purificado, para armazenamento a longo prazo mantinha-se a

-20 °C e a curto prazo mantinha-se a 4 °C.

3.2.4 - Preparacdo de células competentes

Para a preparagdo de células competentes inoculou-se a estirpe de E. coli em LB
liquido, sem antibidtico, a uma temperatura de 37 °C com agitacdo constante de 180
rpm até se obter uma densidade O6ptica (D.O) entre 0.4-0.5. Centrifugaram-se as
bactérias durante 5 minutos a 4 °C. Posteriormente foram ressuspendidas numa solucao
0.1 M MgCl,, e mantiveram-se durante 10 minutos em gelo.

Repetiu-se a centrifugacdo e foram novamente ressuspendidas numa solucdo 0.1

M CacCl; contendo 15 % (v/v) de glicerol e armazenadas em aliquotas a -70 °C.
3.3 - Clonagem da ORF do gene gip no vector pGEM®-T Easy

A clonagem da ORF do gene gip, foi iniciada no vector pGEM®-T Easy, pois este
é um plasmidio replicativo que recebe directamente produtos de PCR (reac¢do em

cadeia da polimerase) e facilita posteriormente a clonagem no plasmidio de expressao
PET-28a(+).
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Vector de replicacdo de DNA
pGEM® -T Easy

Para a clonagem dos produtos de PCR utilizou-se o vector pGEM®-T Easy
(Figura 3), um vector linearizado de 3015pb preparado pela casa comercial Promega por
digestdo com EcoRV do vector pGEM-5Zf(+) (semelhante a0 pGEM®-T Easy mas
circular), e posterior adi¢do de uma timidina na posicdo 3' em cada um dos extremos. A
adicdo de timidina na posicdo 3' aumenta a eficiéncia de ligacdo do produto de PCR no
vector, porque a Taq polimerase deixa duas desoxiadenosinas nas extremidades 3' do
fragmento de DNA sintetizado na reaccdo de PCR. Os clones que contém insertos nesta
regido (o inserto inactiva o péptido) identificam-se directamente na auséncia de cor azul
em placas com X-Gal ¢ IPTG (a cor azul ¢ a consequéncia da actividade do péptido a da

[B-galactosidase).

Xmr | 2000
MNag |

Seal 1880 ?“;.?;_TT —_—
Y\ 1
f1or Apa | 14
Aat ll 20
Sphl 26
Bzslf | 31
Amp’ Neo | 37
' pGEM®-T Easy lacZ BstZ| | 43
Mol | 43
Yector T T Sacll | 49
(3015bp) ZeoR ps
Spe 64
EcoR 70
MNat | 77
BsiZ | 77
) Pat | g2
orl Sal | =T}
MNde | a7
Sac | 109
BsiX | 118
Msil 127
141

T sps

Figura 3. Estrutura do vector de replicagdo pGEM®-T Easy.

3.3.1 - Extracgdo de DNA de Phytophthora cinnamomi

Existem varios métodos para a extraccdo de DNA genomico (dependendo do tipo
de amostra bioldgica de partida), sendo comum a todos a lise celular, seguida de

desproteinizagéo e purificacdo do DNA.
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Para a extraccdo do DNA genomico de P. cinnamomi, cresceu em meio PDA,
coberto com uma pelicula de celofane e apds 6 dias de crescimento micelial, procedeu-
se a sua extraccao.

O processo de extraccao consistiu na utilizacdo de uma solucdo de lise, Tris-HCL
200 mM; EDTA 25 mM; NaCl 250 mM e SDS 0.5 (p/v) seguido de uma
desproteinizacdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e precipitacdo de
DNA por lavagem com etanol (100 % - 70 %) a -20 °C, sendo o sedimento de DNA
posteriormente dissolvido em agua ultrapura. O tratamento do DNA foi feito com

RNase 5 mg/ml durante 5 minutos a 37 °C.

3.3.2 - Quantificacdo de DNA gendémico de Phytophthora cinnamomi

O DNA de P. cinnamomi foi quantificado, recorrendo-se ao doseamento
espectrofotométrico. Este método baseia-se na quantidade de radiacdo ultravioleta
absorvida pelas bases nucleotidicas constituintes das cadeias de DNA, segundo a lei
Lambert-Beer:

A=clLe

Onde A ¢ a absorvancia da solugdo; ¢ é a concentracdo da solucdo; L é o percurso
6ptico atravessado pela radiacio (1cm) e ¢ a absortividade especifica (9,6x10° uM “em’
1. As leituras das densidades pticas foram efectuadas a 2 comprimentos de onda, 260
nm e 280 nm, num espectrofotémetro Genesys 10UV (Thermo electron corporation). O
grau de pureza do DNA gendmico foi calculado através da razdo entre os valores de
absorvancia nos dois comprimentos de onda (Azso/Azs). Para que um DNA seja
considerado puro, é necessario que esta razao esteja compreendida entre 1.65 e 2. Uma
razao Azsonm/Azsonm inferior a 1.65 indica que a amostra de DNA esta contaminada com
proteinas, por outro lado se essa razdo for superior a 2 existe uma contaminagdo com
RNA, sais e/ou reagentes utilizados durante a extraccdo. ApoOs a obtencdo das leituras
espectrofotométricas, fizeram-se as respectivas diluicdes das varias amostras de DNA,

de modo a obter uma concentragao final de DNA de 80 ng/ul.

3.3.3 - Amplificagéo por PCR da ORF do gene gip

Para a clonagem da ORF do gene gip foi necessério proceder a replicagdo “in

vitro” por PCR wusando primers com adaptadores que possuem os locais de
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reconhecimento das enzimas e que ap6s a digestdo permitam inserir através de uma T4
DNA ligase (Promega) o fragmento de DNA no vector. O desenho dos primers foi feito
tendo em conta o local de restricdo no polilinker do vector pET-28a(+), ndo possuirem
local de reconhecimento na ORF do gene e formarem extremos coesivos apos a
digestdo. Deste modo escolheram-se as enzimas Sac | e Hind Il (Promega), visto serem
as mais apropriadas (Figura 4).

Na figura 4, encontram-se desenhados os primers SacGIP sentido (5°-3") GAG
CTC GAC ATG TTT ACT TCC GG) e HindGIP sentido (3°-5") CCA AGC TTG TCC
TTA TGC CTT GAT G), a partir da sequéncia nucleotidica da ORF do gene gip do
GenBank (AM259384) usados para a clonagem. As bases marcadas a vermelho
representam a sequéncia de reconhecimento da enzima de restricdo Sac | e a verde a

sequéncia de reconhecimento da enzima Hind I11.

TTTTTGAAATTCAGTAGCAAATATGAGCTCGACATGTTTACTTCCGGAAGGGCTAAACGTTCAATCCAAT
GGGCGTTTGTGAACCGCTCTTTACTCTATCTAACGTCCACCTCCTCAAGCAATGGTTATCCACCATTGCG
GAATTTACCGCGCACTGCTCACTCCATTTCGCCATCTTCCGCTAACCATGACGGTTGTCTTCACCGTCGC
CACTGCACTCATTGTGGTGGTGCTCTCATCAGTCCCACCCACGTGCTTACCACTGCGTCATGCACGGCAT
ACGAGGAGGGCTCGTCCATCCCCCACTGGGCTGCAGTGGGCACGCACTACATCAACGGCGCGAAAGATGG
CGAGCGGATCAAGATCGTGTCGACCAAGAACCACACACTATACAACTCGAGCAGTTTCTCGTACAATTTC
GCTGTGTTGACACTTGAGAATCCAAGCAAGTTCGCCCCCGTCAAGCTCCCTAAGGCGGATGGCTCGGACA
TTTTCCCGCGCGGTGGTCGAAGGTTATGTCGCTGGGGTGATACCAGCTACCCGAACGGCAAACCCTCCGA
CGAGCTGCAGAGCGTTGACTTGAGGGTCTGGGGCGACAACGCCTGCGAAAACAAGTTCCTCGTGGACAAG
TCGTCGTTGTGTGCTGGTGGTGATGCTGGCAAAGATTCTTGCATTGGCGATACTGGTGATCCGCTGATCA
AGGAAAACGGCCGCGGTGACGCTGACGACATTGTCATCGGTTTGTCGGGCTGGGGAGCTGGTTGCGGTGA
CAAAGGCATCCCTGCTGTGTACTCTCGCGTGTCCGCTGGTATTGAGTGGATCAACTCTATCATCAAGGCA
TAAGGACAAGCTTGGTTGGGGCACTTCGCGTTCGAATGCGTTCGTGTTCTTTTCGCCCTTAGTTCGCGTT
CGAGCAAGGTTGGCCCATAACAAATATTTGCTCGATGAATCACTAGGGGAAAACATTATTGTGAAAACCA
CTTCGTTCTCACATTTTGCTTGTAAATTCATTGATCGATTTGCAAAACGATTGCGAGCTCCAACCACCTC
GGACTATCCTGATAATTCGACGATTTACGCAAGGGACGATATAGGTGCACTTGAAGCCGGATACCCACCC
ACCTTATCGTGCTGCATAATATCCATATCGCCCGCAACTTCTGACTCG

Figura 4. Imagem da ORF do gene gip, e o local onde foram desenhos os primers.

A mistura de reaccao para amplificagdo da ORF do gene gip continha, tampéo de
reaccdo 1X (Fermentas), dNTPs 0.8 mM primers 1.5 pmol/pl, enzima Taq polimerase
1.25 unidades/reaccdo, MgCl, 1.5 mM e agua para um volume total de 25 pl. A reacgdo

de PCR foi realizada com recurso ao programa descrito na tabela 1 (Anexo II).
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3.3.4 - Visualizagdo e purificagdo de produtos de PCR por gel de agarose low melting
0.8 % (p/v)

A visualizacdo e separagdo dos produtos de PCR foi realizada mediante
electroforese em gel de agarose low melting 0.8 % (p/v) em TAE (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM), com brometo de etideo a 0.5 pg/ml, durante 40 minutos a uma
intensidade de corrente de 80 V, tendo-se controlado 25 pl de produto amplificado ao
qual se adicionou 4ul de Orange blue 6x (Promega).

Apbs a irradiacdo ultravioleta do gel foi possivel visualizar o tamanho e
intensidade da banda pretendida por comparagdo com o marcador de peso molecular
100pb (Figura 5), a purificagdo foi feita através do kit comercial PCR Clean-Up System
(Promega), que consiste na passagem da amostra por uma coluna de cromatografia, na
qual, os &cidos nucleicos juntamente com uma solu¢do membrane binding ficam retidos
na membrana de silica, em seguida com uma solucdo de lavagem, sdo eliminados os
componentes da mistura de PCR. Por fim, o DNA ¢ eluido numa em 4&gua livre de

nucleases.

Figura 5. Marcador de peso molecular (Promega) com a indicacdo dos tamanhos (pb).
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3.3.5 - Ligacdo da ORF do gene gip no vector pGEM®-T Easy e transformagdo de
células competentes de E. coli

Apdbs a amplificacdo e purificacdo do fragmento correspondente a ORF do gene
gip procedeu-se & clonagem no vector pGEM®-T Easy. A reaccdo de ligacdo foi
realizada para um volume total de 10 pl numa relagdo de 50 ng de vector para 50 ng de
ORF do gene gip, 1 U/ul enzima T4 DNA ligase num tampéo de reac¢do 1X (Promega)
e decorreu durante 3 horas a 25 °C. Apos a ligacdo procedeu-se a transformacdo de 50
ul de células competentes da estirpe DH5a com o total do volume da reaccdo de
ligacdo. A mistura foi colocada em gelo durante 20 minutos, seguindo-se o choque
térmico a 42 °C, em banho-maria durante 45 segundos. As bactérias foram transferidas
para gelo durante 2 minutos e incubadas em 1 ml de meio LB sem antibiético, durante 1
hora e meia a 37 °C com uma agitacdo superior a 150 rpm, seguidamente foram
espalhadas em placas de Petri de LB-agar, com 100 pg/ml ampicilina, 100 mM IPTG e
80 pg/ml X-Gal. As colonias brancas foram repicadas para meio LB liquido com
ampicilina 100 pg/ml, seguindo-se uma incubacdo a 37 °C, durante a 16 horas com

agitacdo superior a 150 rpm.

3.3.6 - Extraccdo e quantificacdo do DNA plasmidico

Para a extraccdo de DNA plasmidico recorreu-se ao método descrito por
Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989), que consiste na concentracdo das bactérias por
centrifugacdo e ressuspensdo numa solucgéo PI (50 mM glucose, 20 mM Tris-HCL pH
8.0 e 10 mM EDTA), seguido de uma incubac¢do com uma solucdo de lise PIl (0.2 N
NaOH e 1 % (p/v) SDS) até a solucdo ficar translicida Em seguida adicionou-se uma
solucdo de neutralizacdo de lise PIII (acetato de potassio 5 M, e acido acético glacial 3
M), apds centrifugacdo recolheu-se o sobrenadante num tubo contendo lvolume de
isopropanol 100 % (v/v) a -20 °C. Por fim procedeu-se a lavagem do sedimento em
etanol a 75 % (v/v) e a secagem a 37 °C. O DNA extraido foi diluido em 20 ul de agua

ultra pura e quantificado de acordo com o ponto 3.3.2.
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3.3.7 - Andlise dos recombinantes no vector pGEM®-T Easy por digestdo enzimaética

para posterior clonagem no vector pET-28a (+)

Apdbs a quantificacdo, o DNA plasmidico 1 pg/pl foi digerido num tampéo de
reaccdo 1X com 10U/ul de Sac I e Hind 111 durante 3 horas a 37 °C para um volume de
30 pul. Deste modo, foi possivel verificar qual o clone que continha a ORF do gene gip
pela visualizacdo em gel de agarose 0.8 % (p/v) de duas bandas, uma corresponde ao
tamanho do vector pGEM®-T Easy e outra correspondente & ORF do gene gip por

comparacdo com o marcador 1kb (Figura 6).

Figura 6. Marcador de peso molecular (Promega) com a indicagdo dos tamanhos (pb).

3.4 - Clonagem do fragmento gip no vector de expressao pET-28a(+)

Vector de expressao de DNA
pET-28a(+)

Para a clonagem do gene gip, utilizou-se o vector pET28a(+), de 5369pb figura 7,
que permite clonar, expressar e purificar proteinas recombinantes em estirpes de E. coli

e utiliza factores de transcrigdo do bacteriofago T7.
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E um vector que tem uma configuragdo His-Tag/thrombin/T7Tag no extremo N-
terminal e uma sequéncia opcional His-Tag no extremo C-terminal. A sequéncia é
numerada por uma convecgdo pBR322, para que a regido da expressdo T7 se inverta
num mapa circular. E um plasmidio bacteriano autoreplicativo cuja sequéncia inclui o

gene de resisténcia a canamicina, e a origem de replicacdo relaxada colE1l. Os sitios
unicos de restricao estdo marcados no mapa circular da figura 7.

Xho 1(158)
Not I(166)
Eag l(166)
Hind H(173)
Sal I(179)
Sac l{190)
EcoR 1(192)
BamH I(198)

Bpu1102 I(80) Nhe 1(231)

Nde I(238)

Dra Ill{5127) | { Nco I(28¢)
8)

= —Xba 1(325)
= _-Bal ll401)
\A903'535 < SarA l(442)
& '0"\9\“ . Sph 1(598)
/S SN \
Pvu 1(4426) | / 6\\ o\
Sgf (4426) -/ // v°
Sma lia300) . /// & \ -\
a | N / nc;) \\\ »Miu l{1123)
[ 2 = \\X
/] & o |\ ~Bcl I{1137)
('] @ (AR R
Clalann | X e |
Nru 1(4083) ‘ [ :J‘ |1 \l BstE I1(1304;
w \
a pET-28a(+) 4 || \Apa I(1334)
| (5369bp) QK
\ N [
\ = [ J/BssH li(1534)
Eco57 1(3772) 4 | [[EcoR V(1573)
/ /\Hpa (1629)
AWN 1(3640) = ol
: O..
"\ 7
3 e ;
NN Ao
BssS I(3as7) 7~ 1 96y ~PshA 1(1968)
BspLU11 13222) / _ << Bl I(2187)
Sap 1(3108) / ™~ _—" \ “Fsp l{2205)
Bst1107 1(2995) / | o ———— \Psp5 11(2230)
Tth111 |(2969)

Figura 7. Estrutura do vector de clonagem bacteriana pET-28a(+)com indicag&o dos sitios de

restri¢do, incluindo os locais de clonagem mdaltipla.

3.4.1 - Digestédo do vector pET-28a(+) e da ORF do gene gip com enzimas de restricao

Apbs a anélise dos recombinantes no vector pPGEM®-T Easy referido no ponto
3.3.7 digeriu-se o vector pET-28a(+). Este foi digerido para um volume de 30 pl num
tampéo de reac¢do 1X com 10 U/ul de Sac I e 13 U/l Hind 111 durante 3 horas a 37 °C

para um volume de 30 ul. Os fragmentos obtidos foram visualizados, extraidos e
purificados através de gel de agarose 0.8 % (p/v) low melting.
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3.4.2 - Extraccdo do DNA e purificacdo por banda em gel de agarose 0.8 % (p/v) low
melting da ORF do gene gip e pET-28a(+)

Os fragmentos de DNA descritos no ponto 3.4.1 foram extraidos e purificados
recorrendo ao corte da banda em agarose e 0 DNA foi purificado com o kit comercial
PCR Clean-Up System”, como referido no ponto 3.3.4.

3.4.3 - Ligacao da ORF do gene gip no vector pET-28a(+) e transformacdo de células

competentes de E. coli

A reaccdo de ligagdo foi realizada para um volume total de 10 ul numa relagdo de
100 ng de vector para 600 ng de ORF do gene gip, 1 U/l enzima T4 DNA ligase num
tampdo de reaccdo 1X e decorreu durante 3 horas a temperatura ambiente (25 °C). A
transformacdo foi realizada por choque térmico de acordo com o ponto (3.3.5) e as
bactérias foram plaqueadas em LB-agar com canamicina 30 pg/ml e incubadas durante
16 horas a 37 °C.

3.4.4 - Rastreio das bactérias transformadas com o vector pET28a(+).

As coldnias obtidas no ponto anterior foram inoculadas em meio liquido LB com
canamicina 30 pg/ml e incubadas durante 16 horas a 37 °C de modo a proceder-se a
extraccdo e quantificagdo do DNA plasmidico com referido no ponto 3.3.6. A analise do
DNA plasmidico dos clones foi efectuada, por digestdo enzimatica com as respectivas
enzimas de restricdo Sac | e Hind I1I.

As condicBes em que ocorreu a digestao foram as seguintes: DNA 1ug/ul; Buffer
E; Sacl 10 U/ul; Hind 111 13 U/ul; num volume final de 20 pl, durante 4 horas a 37 °C.
A anélise dos produtos da digestdo foi efectuada por electroforese em gel de agarose 0.8
% (p/v) em TAE 1X e o DNA foi visualizado com brometo de etidio, numa

concentragéo final de 0.5 pg/ul.
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3.5 - Analise da expressdo da proteina GIP por SDS-PAGE

3.5.1 - Inducéo da expresséao da proteina GIP

As colonias de E. coli transformadas com o vector pET-28a(+), foram inoculadas
em meio LB liquido, com canamicina 30 pg/ml a 37 °C sob agitacdo 180 rpm até
atingirem uma absorvancia 0.5 a um comprimento de onda de 600 nm. Os pré-indculos
foram entdo diluidos de 1:50 em LB com canamicina 30 pg/ml e incubados a 37 °C até
atingirem uma absorvancia de 0.5. A inducdo da expressdo da proteina, foi realizada
pela adicdo de IPTG numa concentracdo final de 1 mM, apds as culturas atingirem a
densidade oOptica de 0.5. A inducéo realizou-se de 8 em 8 horas a 37 °C sobre agitacdo
vigorosa 220 rpm, durante 5 tempos de crescimento. As culturas foram centrifugadas a
3000 rpm durante 15 minutos a 4 °C onde se procedeu a precipitacdo das proteinas do

sobrenadante e a extraccdo e precipitacdo através da lise celular das E. coli.

3.5.2 - Preparacéo de proteinas a partir do meio de cultura

Ao sobrenadante resultante do ponto 3.5.1 foi adicionado TCA (acido
tricloroacético) para uma concentracao final de 8 % (v/v), para ocorrer a precipitacao
das proteinas. A precipitacdo decorreu durante 10 minutos. Seguidamente procedeu-se a
sedimentacdo do precipitado por centrifugacdo a 10000 rpm durante 10 minutos.

O sedimento proteico obtido, foi lavado com acetona refrigerada a -20 °C e
sedimentado por centrifugacdo a 10000 rpm durante 10 minutos. ApGs evaporacdo da
acetona, ressuspenderam-se os sedimentos proteicos numa solugdo de 1M Tris-HCL pH
6.8.

3.5.3 - Preparacdo de proteinas a partir de lisados bacterianos

Os sedimentos bacterianos obtidos como se refere no ponto 3.5.1 foram
ressuspendidos numa solucdo de lise (50 mM Tris-HCL pH 7.5, 50 mM EDTA e 1 mM
PMSF).

As bactérias foram lisadas com agitacdo no vortex, até que a solucdo se
apresentasse translucida. Posteriormente, centrifugou-se a solucdo para sedimentar o0s
detritos celulares, durante 30 minutos a 10000 rpm a uma temperatura de 4 °C. O lisado

celular clarificado foi ressuspendido numa solugéo 1 M Tris-HCL pH 6.8.
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3.5.4 - Quantificacdo da proteina GIP

A quantificacdo da proteina GIP foi feita recorrendo a Protein quantification kit-
general use (FluKa) usando o método Bradford. Este método é baseado na interaccdo
entre o corante Coomassie brilliant blue BG-250 e macromoléculas de proteinas que
contém aminoacidos de cadeias laterais bésicas ou aromaticas. No pH de reaccédo, a
interacgdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anionica, que absorve fortemente

em 595 nm. A concentracdo obtida da proteina GIP foi de 0.8 pg/ul.

3.5.5 - Andlise da proteina em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

A proteina foi analisada em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE),
constituido por um gel de concentracdo com 4 % (p/v) de acrilamida e um gel de
resolucdo com 15 % de acrilamida (p/v).

Inicialmente preparou-se o gel de resolucao constituido por acrilamida 15 %, Tris-
HCI 1.5 M para uma concentracdo final de 25 % (v/v), SDS 10 % para uma
concentracéo final de 1 % (v/v). Para a polimerizacdo do gel foi adicionado APS 10 %
(perssulfato de amdnia) para uma concentragdo final de 0.05 % (v/v) e TEMED (N, N,
N’, N’- tetrametiletilenodiamina) 0.05 % (v/v).

O gel de resolucdo foi vertido entre duas placas de vidro (componentes do
aparelho de separacdo electroforética utilizando Mini Protean 3, Biorad) e sobreposto
por um pequeno volume de isopropanol até polimerizar. Verteu-se de seguida o gel de
concentracdo, preparado como descrito acima para o gel de resolugcdo mas, substituindo
a solucdo Tris HCI 1.5 M por Tris 0.5 M e utilizando o dobro da quantidade de
TEMED. De seguida colocou-se um pente apropriado para a formacgdo de pogos no gel
para a aplicacdo das amostras.

Antes de serem colocados no gel, as amostras foram misturadas com tampao de
amostra (SDS a 4 % (p/v), glicerol a 50 % (v/v), Tris HCL a 0.25 M, azul de
bromofenol a 0.005 % (p/v) e B-Mercaptoetanol a 10 % (v/v), seguindo-se de
desnaturacdo durante 4 minutos a 95 °C.

Paralelamente as amostras foi corrido um marcador de pesos moleculares

conhecidos de proteinas (“Molecular Weight Standards”, Broad Range- Biorad).
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A electroforese decorreu sob uma diferenca de potencial de 100 V durante 90
minutos em tampao de electroforese (Tris base 25 mM, SDS a 0.1 % (p/v) e glicina 192
mM e SDS a 0.1 % (p/v).

3.5.6 - Detecc¢do nao especifica de proteinas por coloragdo com o azul brilhante de

Coomassie

Recorreu-se a coloracdo de azul brilhante de Coomassie, composta por azul
brilhante de Coomassie, a 0.25 % (p/v) (Biorad), metanol a 45 % (v/v) e acido acético a
10 % (v/v), onde o gel ficou submergido, a temperatura ambiente (25 °C) com agitacdo
suave, durante 30 minutos.

Ao fim desse tempo procedeu-se a remoc¢do do corante utilizando uma solucao
composta por metanol a 45 % (v/v), acido acético a 10 % (v/v), que foi substituida em
intervalos de 60 minutos até se obter um contraste que permitiu a visualizacdo e

distin¢éo das bandas no gel.

3.6 - Crescimento de Phytophthora cinnamomi em meios de cultura com diferentes

substratos indutores

A inducdo da expressdo do mRNA do gene gip, foi realizada recorrendo a
diferentes substratos de inducdo: glucose 2.0 % (p/v), celulose 0.2 % (p/v) e serrim 0.2
% (p/v). P. cinnamomi foi previamente crescida durante 6 dias a 25 °C em placas de
Petri com meio minimo rico em glucose 2.0 % (p/v) coberto com uma membrana de
celofane, sendo depois, transferidas partes iguais do micélio para erlenmyers com 150
ml de meio indutor e colocados a 25 °C e a uma agitacao de 100 rpm.

Procedeu-se a uma centrifugacdo a 14000 rpm para remocao do excesso do meio
liquido e recolha do micélio.

3.6.1 - Extracgdo e anélise de RNA de Phytophthora cinnamomi crescido em meios com

diferentes substratos indutores.

Os micélios de P. cinnamomi foram recolhidos e extraidos aos 2, 4, 6 e 8 dias de

crescimento, sendo macerados com azoto liquido (-70 °C) e transferidos para tubos de
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1,5 ml para se proceder & extraccdo de RNA com o kit comercial RNeasy ® Plant Mini
Kit (Quiagen).

A extraccdo do RNA consistiu na lise celular através da adi¢cdo de uma solucéo
RLC com B-Mercaptoetanol e uma incubacdo a 56 °C durante 5 minutos e a passagem
da amostra por uma coluna de QIAshredder spin, na qual, os detritos celulares e 0 DNA
ficam retidos na membrana. O sobrenadante recolhido foi precipitado em 0.5 volume de
etanol a 100 % (v/v) e centrifugado a 10000 rpm durante 1 minuto numa coluna de
RNeasy spin na qual o RNA fica retido na membrana, seguindo-se as lavagens com uma
solucdo RW1, sendo o etanol e os componentes da mistura do sobrenandante eliminados
da coluna e através de uma solucdo RPE. Por fim, o RNA ¢ eluido numa solucéo de
agua livre de RNases.

O RNA foi tratado com uma solucdo de Dnase |, de modo a eliminar as
contaminagdes com 0 DNA gendmico proveniente da extrac¢do. A integridade do RNA
foi avaliada por electroforese em gel de agarose 1.5 % (p/v) desnaturante. De forma a
diminuir a contaminagdo com RNAses das solucdes, equipamentos, e reagentes, foram

tratados com agua com DEPC seguidos de autoclavagem a 121 °C.

3.6.2 - Quantificacdo do RNA de Phytophthora cinnamomi

A quantificacdo do RNA total foi feita recorrendo ao doseamento por
espectrofotometria. A concentracdo das amostras de RNA foi calculada através da

formula;
Ao X FC X fd

[RNA]
1000

Onde Azsonm € Vvalor de leitura da amostra a 260 nm; Fc corresponde ao factor de
conversdo, no qual a Aygnm Méxima é 1 e corresponde a 40 ug ml™* de RNA; fd
corresponde ao factor de diluicdo da amostra de leitura, sendo o resultado da
multiplicacdo, divido por mil para obtermos a concentracdo em ug pl™. As leituras das
densidades dpticas foram efectuadas a 2 comprimentos de onda, 260 nm e 280 nm, num
espectrofotometro Genesys 10UV (Thermo electron corporation). O grau de pureza do

RNA foi calculado através da razédo entre os valores de absorvéncia (Azeo/Azso)-
Para que um RNA seja considerado puro € necessario que esta razdo esteja
compreendida entre 1.6 e 1.8. Uma razdo Azsonm/Azsonm inferior a 1.65 indica que a

amostra de RNA estd contaminada com proteinas, por outro lado se essa razdo for
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superior a 1.8 existe uma contamina¢do com sais e/ou reagentes utilizados durante a
extraccdo. Apos a obtencao das leituras espectrofotométricas, fizeram-se as respectivas
diluigdes das varias amostras de RNA, de modo a obter uma concentragdo final de RNA

de 2 pg/pl.

3.6.3 - RT-gPCR

A RT-gPCR é uma técnica que permite detectar e quantificar a expressdo de genes
em pequenas quantidades de amostra. Esta vantagem torna-se importante porque
durante as primeiras fases de infeccdo a biomassa do patogénio no hospedeiro encontra-
se em quantidades minimas e dificulta a deteccdo por métodos padronizados,

nomeadamente o Northern blot (Freeman et al., 1999).

3.6.4 - Sintese de cDNA de Phytophthota cinnamomi

A conversdo do RNA em cDNA foi obtido a partir de transcri¢do reversa que usa
como molde o mRNA, ou seja, 0 RNA ja processado que ndo apresenta intrdes,
recorrendo a primers do tipo oligo d(T) que hibridam nas caudas poli(A) do RNA
mensagueiro e os primers random que hibridam aleatoriamente e permitem a conversao
do RNA total. As reaccdes foram preparadas com o kit comercial iScript ™ cDNA
Synthesis kit (BioRad) para um volume total de 20 ul. Em cada reacgéo utilizou-se igual
concentracdo de RNA (ponto 3.6.2) A sintese de cDNA decorreu a 42 °C durante 30

minutos.

3.6.5 - gPCR na analise de expressao do gene gip de Phytophthora cinnamomi

Para a analise da expressdo do gene gip, foi utilizado como controlo interno, o
gene actina2 (GenBank:AM412176) pois € um gene housekeeping ou gene constitutivo:
1) uma vez que € expresso em todo o tipo de células, porque & necessario para as
fungdes basicas de sobrevivéncia celular, 2) estar disponivel no GenBank para estudo
com Phytophthora cinnamomi e 3) possuir uma homologia aproximadamente de 100 %

com as sequéncias das ORF das actinas de Phytophthora.
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A amplificacdo deste gene, garante poder quantificar o nivel de expressdo do gene
gip em todas as amostras estudadas. As amostras de cDNA foram amplificadas por PCR
num volume final de 25 pl recorrendo ao kit comercial 1Q™ SYBR® Green Supermix
(Biorad). Em cada reaccdo utilizaram-se trés triplicados décimas (dilui¢des de 1:1; 1:10;
1:100) partindo de um volume de 2 ul da solucdo de cDNA e 12.5 ul de IQ SYBR
Green Supermix e 1.25 pmol/ul de cada primer. As condicdes fisicas usadas na reacgédo
de amplificacdo foram as descritas na tabela 2 (Anexo Il).

Os primers referenciados na tabela 3 foram desenhados com base nas sequéncias
disponiveis no GenBank codigo de acesso AM412176 e AM259384, recorrendo ao
programa Primer 3 tendo em conta o tamanho recomendado (150pb-200pb) para a
técnica segundo as normas internacionais.

A analise da expressdo do gene gip foi feita recorrendo ao método SyBr green e a
reaccdo de quantificacdo foi realizada no aparelho MiniOpticon™ Real-Time PCR

Detection System (Biorad).

Tabela 3. Primers utilizados no gPCR. Na coluna da esquerda esta representado o gene para o
gual se efectuo qPCR ao qual correspondem os respectivos primers forward, reverse. Todos 0s

primers estdo descritos na orientagdo 5°-3.

act2 Forward GGCCTCGAGAAGAGCTACG
Reverse: CTTCATGATGGTCTGGAACG
gip Forward TGGTGGTGCTCTCATCAGTC
Reverse: GCGAACTTGCTTGGATTCTC
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3.7 - Oleos essenciais de Mentha pulegium L em biotestes com plantas de Castanea

sativa Mill e com Phytophthora cinnamomi
3.7.1 - Mentha pulegium L.

A espécie vegetal utilizada nos biotestes com Phytophthora cinnamomi e
Castanea sativa Mill foi a Mentha pulegium L, vulgarmente designada por poejo,
recolhida na regido de Braganca no Nordeste Transmontano, tem preferéncia por locais
hdmidos ou inundados no inverno, cresce nas margens de riachos e outros cursos de
agua ou em valas. Esta € uma planta silvestre esponténea nesta area onde encontra boas
condicdes edafoclimaticas para o seu desenvolvimento.

A Mentha pulegium pertence & familia das Lamiaceae e ao género Mentha. E uma
planta com utilizagbes em areas variadas, como a medicina, alimentacdo e industria,
fundamentalmente pela producdo de um Oleo essencial de aroma caracteristico. A
recolha da planta foi feita durante os meses de Julho e Agosto em plena floracdo e
durante as horas do inicio do dia, numa zona de lameiro junto a um curso de agua, e as
plantas foram recolhidas aleatoriamente de modo a recolhermos uma amostra alargada

da populacéo.

3.7.2 - Plantas micropropagadas de castanheiro Castanea sativa Mill

A avaliacdo do crescimento de Castanea sativa Mill na presenca de o6leos
essenciais de Mentha pulegium foi feita recorrendo a plantas micropropagadas.

A micropropagacdo de clones adultos de plantas de castanheiro foi realizada
segundo o método descrito por Feijo (1989); e adaptado por Martins (1997). O método
consiste na inoculacdo dos gomos axilares, multiplicacdo de meristemas por
rebentamento axilar, e alongamento dos rebentos.

As plantas micropropagadas foram inoculadas em frasco com meio MS
(Murashige, Skoong) modificado com 0,1 mg/ | de AIB 30 gramas por litro de sacarose.

No processo de micropropagacédo, todas as manipulacdes em esterilidade foram
efectuadas em camara de fluxo laminar horizontal (Heraeus guard).

A esterilizacdo do meio de cultura foi realizada em autoclave (P. SELECTA®
Heraeus) a 121 °C e 1 atm e a de instrumentos de dissecacao e acessorios para cultura,

em estufa de esterilizacdo (Heraeus) a 150 °C durante 2 horas.
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3.7.3 - Extracc¢do de 0leos de Mentha pulegium e identificacdo dos compostos por

cromatografia gasosa (GC)

Os oOleos essenciais extraidos de Mentha pulegium L foram obtidos por
hidrodestilacdo usando um aparelho de Clevenger. A extraccdo foi realizada durante trés
horas em 500 ml de &gua ultrapura. Quando o vapor proveniente do baldo sobe,
arrastando pequenas gotas de 6leo, essas gotas seguem juntamente com o vapor de gua
até um condensador onde sdo condensadas e finalmente recolhidas.

Foi determinado o peso fresco do material antes da destilacdo e com base no
volume final de 6leo obtido foi calculado o rendimento por peso fresco. Posteriormente
0 6leo obtido foi armazenado a -20 °C em frascos de vidro de 1,5 ml.

Recorrendo a cromatografia gasosa as amostras foram identificadas quimicamente
nos seus componentes maioritarios.

As anélises cromatogréficas foram realizadas utilizando um cromatégrafo Perkin
Elmer Autosystem gas XL (Perkin Elmer, Shelton, CT), equipado com dois detectores
de ionizacdo de chama (FID), um sistema de manipulacdo de dados, um injector de
vaporizacdo e duas colunas de silica fundida de diferentes polaridades; uma coluna DB-
1 (30 m x 0,25 mm de didmetro, espessura do filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.,
Rancho Cordova, CA, EUA) e outra DB-17HT (30 m x0.25 mm, didmetro e 0,15 um de
espessura; J & W Scientific Inc).

A temperatura do forno foi programada para 45-175 °C, a 3 °C/min e
posteriormente a 15 °C /min até 300 °C, mantidos isotérmica durante 10 min, o injector
e detector de temperatura, 280 °C e 300 °C, respectivamente, gas de arraste hidrogénio,

ajustado a uma velocidade linear de 30 cm/s.

3.7.4 - Avaliacdo do crescimento de plantas de Castanea sativa Mill na presenca de

Oleos essenciais de Mentha pulegium

O crescimento de plantas de castanheiro “in vitro” foi avaliado, na presenca de
circulos de papel de filtro humedecido em 6leos essenciais em diferentes concentrages,
de 2 % (v/v), 10 % (v/v), 50 % (v/v) bem como 80 % (v/v) 90 % (v/v) e 100 % (v/v) as
dilui¢bes foram feitas com alcool 70 % (v/v). O controlo foi feito com alcool a 70 %
(V/v).
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O crescimento foi avaliado durante 4 semanas. O meio de cultura utilizado foi o
MS (Murashige & Skoong 1962) modificado meio com 0,1 mg/l de AIB e 30 gramas de
sacarose por litro.

As plantas foram mantidas em todas as fases de micropropagacdo, em camara de
cultura com fotoperiodo de 16 horas de luz, 8 horas de escuriddo e temperatura
respectiva de 25 °C e 18 °C. A intensidade luminosa 2000 lux foi mantida constante
(Martins, 1997).

3.7.5 - Avaliacdo do crescimento de Phytophthora cinnamomi na presenca de 6leos

essenciais de Mentha pulegium

Procedeu-se de igual forma, avaliando o crescimento do microrganismo P.
cinnamomi em placas com meio de cultura, PDA na presenca de circulos de papel de
filtro humedecido em 6leos esséncias, nas concentracGes ja referidas em 3.7.4 durante 4
semanas. As mesmas condic6es foram testadas para meio liquido, PDB-Potato Dextrose
Broth (Difco ™).
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4 - Resultados e Discussao

Numa primeira etapa deste trabalho procedeu-se, a extraccdo de DNA gendmico
de P. cinnamomi (Figura 8.A) e respectiva amplificacdo da ORF do gene gip (Figura
8.B) seguindo-se a purificacdo do produto de PCR e posterior clonagem no vector de
replicacdo pGEM®-T Easy.

Como é possivel visualizar na figura 8 a extraccdo de DNA gendmico, e a
amplificagdo do gene, foram realizadas com sucesso, permitindo passar a etapa

seguinte.

Figura 8. (A) Extracgdo de DNA gendmico de Phytopthora cinnamomi e o0 marcador de 1Kb.
(B) Amplificagdo de um produto de PCR de 940pb correspondente & ORF do gene gip e

respectivo marcador.

Apbs a clonagem no vector pPGEM®-T Easy, que teve como objectivo principal
obter uma maior quantidade de DNA da ORF do gene gip e facilitar a sua ligagéo no
vector pET-28a(+).

O produto resultante da digestdo enzimatica, foi separado por electroforese em gel
de agarose 0.8 % (p/v), sendo possivel visualizar uma banda de 3015pb correspondente

ao vector pGEM®-T Easy e outra de 940pb correspondente & ORF do gene gip, quando
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comparado com o marcador de peso molecular 1Kb. Na figura 9 encontra-se
representado o resultado da digestdo enzimatica, indicado com o numero 1 o vector

pGEM®-T Easy, e a ORF do gene gip com o nimero 2.

Figura 9. Digestdo do clone pGEM®-T Easy/gip com as enzimas Sac | e Hind 111 e o respectivo
marcador de 1Kb.

Segue-se a clonagem do fragmento gip no vector pET-28a(+), sendo
posteriormente feito o rastreio dos plasmidios recombinantes obtidos e visualizados em
gel de agarose 0.8 % (V/v).

Na figura 10 encontra-se o resultado da extraccdo dos plasmidios recombinantes,
sendo possivel a observagdo de bandas com diferentes tamanhos comparativamente com

0 marcador de peso molecular e com o vector pET-28a(+) de 5369pb.
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Figura 10. Extracgdo de plasmidios recombinantes. (M) Marcador de peso molecular
(10000pb); (1) Vector pET-28a(+).(2, 3, 4, 5) Plasmidios recombinantes.

Apbs identificado do clone que continha a ORF do gene gip (Figura 10, (3)) foi
necessario verificar a sua orientacdo, deste modo foram realizadas digestfes enzimatica
de forma a libertar o fragmento de interesse inserido no plasmidio.

O DNA plasmidico foi digerido com as enzimas Sac | e Hind Ill obtendo-se uma
banda com um tamanho de 940pb correspondente a ORF do gene gip e outra banda de
5369pb correspondente ao vector pET-28a(+), foram ainda efectuadas digestdes prova
em outros recombinantes, (Figura 10,(2, 3, 4)) usando a enzima Xho I, no entanto ndo se
obtiveram clones com o gene de interesse (Figurall).

A anélise foi feita por electroforese em gel de agarose 0.8 % (p/v) e as suas
dimensGes confirmadas por comparagdo com um marcador de peso molecular (Figura
11).
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Figura 11. Digestao enzimatica dos plasmidios recombinantes. (M) marcador de peso
molecular 1Kb; (1) Plasmidio pET-28a(+) sem digerir. (2, 3, 4) Digestdo prova feitas com a
enzima Xho I. (5) Plasmidio pET-28a(+) digerido. (6) Fragmento do gene gip libertado por

digestdo enzimatica.

Ao clone obtido foi dado o nome de pETgip (que representa a ORF do gene gip
clonado no pET-28a(+) em E. coli DH5a.

O recurso ao sistema de expressdo pET-28a(+) permitiu a clonagem do gene gip e
desta forma efectuar o seu estudo isoladamente num organismo independente, E.coli.
Assim cedo, procedeu-se a realizacdo dos crescimentos do clone pETgip em meios com
indutor e sem indutor, permitindo fazer uma avaliacdo da a expressdo da proteina.

A inducdo da expressdo da proteina, foi realizada pela adicdo de IPTG 1 mM e a
precipitacdo foi feita por TCA 8 % (v/v). Apos a quantificacdo da proteina, as amostras
recolhidas para os diferentes tempos foram carregadas no gel de poliacrilamida SDS-
PAGE e terminada a corrida, o gel foi corado e descorado a fim de ser possivel
visualizar o perfil de bandas das diferentes amostras.

A observacéo do gel indica que a banda correspondente a proteina GIP de 31kD
podera localiza-se no gel comparativamente com o marcador de proteinas Precision

Plus Protein (Biorad) (Figura 12), entre a banda de 25 kD e 37 kD respectivamente.
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Figura 12. Marcador de proteinas com a indicagéo dos tamanhos de cada banda (kD).

A observagdo detalhada do gel indica que a proteina ndo € expressa hum meio
sem inducdo e que no meio com inducdo, apresenta alguma expressdo ao fim de 8 horas
de crescimento, (Figura 13, (2)).

De acordo com a curva de crescimento da E. coli, a expressdo ocorre na fase
exponencial, ndo se verificando expresséo nas restantes fases.

Os resultados revelam que a proteina expressa é encontrada no sobrenadante, ou
seja € secretada para o0 meio de cultura.

Nas amostras correspondentes aos sedimentos proteicos do interior da célula, ndo

se verificou expressao.
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Figura 13. Visualizacdo da expresséo de proteina. em gel poliacrilamida/SDS (15 %). (M)
Marcador, (1) E. coli sem induc&o. (2) Clone pETgip com indug&o. (3) Clone pETgip sem
inducéo.

Neste trabalho para além de se efectuar a clonagem num sistema de expressao
independente, procedeu-se a andlise da expressdao e quantificacdo do gene gip
recorrendo a técnica RT-qPCR, partindo de RNA extraido de P. cinnamomi crescida em
meios com substratos indutores e em diferentes tempos de crescimento 2, 4, 6, 8 dias.

Com objectivo de aproximar as condigdes utilizadas com a realidade do
organismo, recorreu-se aos substratos; celulose, glucose e serrim. Considerando o
sistema planta-patogénio e uma vez que na natureza o patogénio se encontra no solo,
tendo como substratos naturais alguns destes compostos.

A figura 14 representa uma extraccdo de RNA do patogénio P. cinnamomi

crescida nos meios indutores.
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Figura 14.RNA de Phytopthora cinnamomi ao fim de 8 dias de crescimento em meio de cultura
com substratos indutores (1) glucose 2.0 % (v/v); (2) celulose 0.2 % (v/v) e (3) serrim 0.2 %
(VIV).

Apos a conversa do RNA em cDNA, obtido a partir da transcricdo reversa,
procedeu-se a analise da expressdo do gene gip por gPCR.

A avaliacdo da eficiéncia de amplificacdo por PCR foi realiza a partir de diluices
sequenciais de cDNA de modo a estabelecer uma relacdo linear entre o ciclo em que a
fluorescéncia foi detectada durante a fase exponencial (Ct) e o log da concentragdo de
cDNA. Conforme a concentragdo do cDNA diminui, aumenta o nimero de ciclos
necessarios para a deteccdo da fluorescéncia (Ct).

Por meio do valor da inclinacdo (slope) da curva, foi calculada a eficiéncia da

amplificacdo pela formula:
E (eficiéncia de amplificagdo) = 10 (1/sloP9) _1

Para a normalizacdo das amostras foi utilizado como controlo endogeno (CE), a
act2 e os resultados foram normalizados através da razdo entre o valor do Ct obtido para
0 gene da act2, e o valor Ct obtido para o gene gip. A equacdo utilizada para a

normalizacé&o foi:

Ct = Ct (gene gip) — Ct (controlo act2)
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O aumento da concentracdo de cDNA para cada condicdo foi calculado por meio
da formula:

Ct = Ct amostra - Ct do calibrador

O calibrador é o valor do Ct obtido para uma amostra especifica e 0 aumento do
nivel de expressao é obtido em relacéo ao calibrador especifico utilizado.

Devido ao facto de o0s genes gip e act2, apresentarem uma eficiéncia
aproximadamente de 100 % com (~5 %) de erro (Figura 15), foi utilizado o método 2’
AACT «Método de Livak™ para anélise relativa da expresséo do gene.

Para todas as reacgdes de gPCR foi feita a curva de dissociacdo para a verificacao
de amplificacdes inespecificas, que podem ocorrer devido a contaminacgdes, sendo

possivel verificar que ndo ocorreram contaminac6es durante o processo, (Figura 16).

Curva padrao
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Figura 15. - Curva padréo baseada nas diluicGes de DNA
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Figural6. Curva de dissociacgdo realizada para verificar a existéncia de contaminantes.

A anélise feita por RT-gPCR revelou que ocorreu expressdo em todos os meios de
cultura, no entanto destaca-se maior expressao na presenca do serrim como substrato
indutor. Como se pode observar na figura 17, ao fim de oito dias de crescimento
micelial o patogénio na presenca de serrim 0.2 % (v/v) expressa maior quantidade de

gene gip o que induz a expressao da proteina inibidora de glucanases (GIP).

GIP

i EGIP

OFRLNWRAUUGIOONWWO

i D e e ol e e o e e e e

Ba &&v& S @@*&@* & @b&&b& P @%&é\%&
0% \OGJ RN 0‘5 \05 N 0‘5 \0‘5 N 0% \0% N
T LN Y I S

Figura 17. Quantificag8o relativa do gene gip por qPCR, em glucose 2.0 % (v/v); celulose 0.2
% (v/v); serrim 0.2 % (V/v).
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A expressdo do gene aumentou ao longo do tempo de crescimento, apresentando
um maximo ao 8° dia. Este facto poderé estar relacionado com a adaptagdo por parte do
organismo ao meio de cultura, expressando maior quantidade nés Ultimos 6 e 8 dias.

A glucose e a celulose, sdo fontes de carbono mais simples quando comparadas
com o serrim, facilmente degradaveis pelo patogénio, no entanto € com o serrim que
ocorre maior expressdo (Figura 18). O serrim “extracto de madeira de castanheiro” é
considerado neste trabalho como sendo o composto que mais similaridade tem com o
substrato natural usado pelo patogénio, podera dizer-se que a expressao da proteina

pode estar relacionada com este facto.

Récio Act2 GIP

mGIP

Glucose Celulose Serrim

Figura 18. Substratos indutores e expressdo do gene gip.

Paralelamente, procedeu-se & extracgdo de 6leos essenciais de Mentha pulegium L
a fim de serem testados no controlo do patogénio.

Mentha pulegium L é uma planta silvestre que cresce espontaneamente em grande
quantidade na regido do Nordeste de Portugal, sendo facil de identificar e é usada neste
trabalho com o objectivo de avaliar a sua capacidade antimicrobiana no controlo de P.
cinnamomi.

Inicialmente procedeu-se a extraccao de 0leos essenciais de Mentha pulegium, por
hidrodestilacdo, e posterior identificacdo quimica nos seus componentes maioritarios
por cramatografia gasosa GC, sendo a composicdo percentual dos oleos calculada pelo

método de normalizacdo das &reas dos picos, fazendo uma média de duas injeccGes por
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cada extraccdo. A tabela 4 caracteriza os compostos que foram identificados por CG na

extraccdo de Oleos essenciais de Mentha pulegium da regido de Braganca.

Tabela 4. Composicéo percentual dos compostos identificados por cromatografia

gasosa (GC).
Compostos % (v/v) de Compostos
Mentone 5.2
Pulegone 73.2
Piperitone 15.6
Total 94.0

A identificacdo de compostos maioritarios por GC, revelou a presenca de
monotrepenos como a Mentone, Pulegone e Piperitone. Verifcou-se que o composto
maioritario é o pulegone 73.2 %, seguindo-se a piperitone com 15.6 % e com menor
quantidade a mentone com 5.2 %.

Sdo essencialmente monoterpenos e uma cetona (piperitone), sendo o composto
maioritario também comum a outras mentas € mesmo a plantas de outros géneros,
estando descrita como tdxica em grandes quantidades para animais e insectos.

A Mentone é um monoterpeno e uma cetona, é estruturalmente relacionado com o
mentol que tem um derivado do &lcool no lugar do carbonil, na maioria dos 06leos
essenciais, € um composto de menor importancia.

H& no entanto que realcar que esta analise foi feita s6 com GC e portanto 0s
componentes do 6leo com menor concentracdo (componente minoritarios) ndo podem
ser identificados com esta técnica, o que podera escamotear informacdo nomeadamente
componentes que embora em menor concentracdo sejam 0s maiores contribuintes para
os efeitos bioldgicos deste dleo.

Seria pois importante fazer analise por GC-MS para entdo ter o perfil completo do
6leo, uma vez que neste trabalho nédo foi possivel chegar a esse ponto.

Relativamente a determinacdo da concentracdo minima de bioactividade, num
primeiro ensaio foram efectuados crescimento do patogenio em placa na presenca de
rodelas de filtro embebidas em diferentes concentragdes de 6leos essenciais, 2 % (v/v),

10 % (v/v) e 50 % (v/v),0 controlo decorreu em etanol a 70 % (Figura 19).
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Figura 19. Crescimento em placa de Phytophthora cinnamomi na presenca de 6leos

essenciais de Mentha pulegium durante 4 semanas, (A) Controlo, (B) 10 % (v/v) em dleos; (C)
20 % (v/v) em 6leos; (D) 50 % (v/v) em 6leos.

Neste ensaio, ndo ocorreu inibicdo do crescimento de P. cinnamomi na presenca

de Gleos essenciais para concentracdes entre 2-50 % (v/v), (Figura 20).

3,5
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2,5
2
1,5
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0,5
0 T T T
Controlo 70% 2% Oleo 10% Oleo 50% Oleo
etanol

Figura 20. Crescimento de Phytophthora cinnamomi na presenca de 6leos essenciais de

Mentha pulegium.

Procedeu-se a realizacdo ensaios para testar concentragcdes mais altas 80 % (v/v),
90 % (v/v), e 100 % (v/v), em Oleos essenciais.

Os dados obtidos revelaram que o patogenio é inibido apartir de 80 % (v/v) como
se pode vizualizar na figura 21, ocorreu inibicdo completa.

Nas mesmas condi¢Bes foram efectuados ensaios em meio liquido PDB-Potato
Dextrose Broth, (Difco ™), sendo obtido o mesmo resultado.
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Figura 21. (A) Crescimento de Phytophthora cinnamomi na presenca de 6leos essencial de
Mentha pulegium, em meio PDA,(1) 100 % (v/v) em 6leos; (2) 80 % (v/v) em bleos; (3) e (B)
em PDB.

Os ensaios efectuados com plantas de castanheiro Castanea sativa Mill in vitro,
(Figura 21), revelaram que para concentracdes de 2 a 10 % (v/v) o desenvolvimento das
plantas foi muito semelhante ao controlo, mostrando que os 6leos essenciais em meio de
cultura ndo eram toxicos, ndao comprometendo o desenvolvimento normal e

micropropagacao de Castanea sativa Mill (Figura 22).

Figura 22. Imagem das plantas in vitro ap6s 4 semanas de crescimento. (A) Controlo em 70 %
(v/v) de etanol, (B) 2 % (v/v) (C) 10 % (v/v) em 6leo, (D) 50 % (v/v), (E) 100 % (v/v) em éleo.

Em concentracOes de 50 a 100 % (v/v) de Gleos essenciais as plantas mostraram
taxas de mortalidade elevada, principalmente a 100 % (pode chegar a 100 %), (Figura

23).
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Figura 23. Morte das plantas micropropagadas na presenca de 6leos essenciais de Mentha

Pulegium.

Desta, considerando que a amplitude entre concentracfes era muito elevada,

passando logo para o dobro da concentragéo (de 50 para 100 %), efectuaram-se ensaios
a 80, 90 e 100 % (v/v).

Os resultados obtidos revelaram que para uma concentracdo de 80 % (v/v) de

Oleos essenciais de Mentha pulegium a planta se mantinha viavel, ndo sendo o seu
crescimento afectado (Figura 23).

Figura 23. Castanea sativa Mill in vitro na presenca de 80 % (v/v) em 6leos essenciais de

Mentha pulegium.
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5 — Conclusao

Por meio deste trabalho, conclui-se que recorrendo ao uso de técnicas da biologia
molecular, é possivel, proceder a extraccao e amplificacdo de um gene de interesse, bem
como estuda-lo num sistema independente.

Neste estudo a clonagem foi bem sucedida no vector de expressdo bacteriano
pET28a(+), sendo possivel apds a indugdo em meios de cultura observar a expressao
heter6loga da proteina GIP em gel de poliacrilamida SDS.

A técnica de PCR em tempo real, permitiu efectuar a quantificacdo relativa do
DNA do gene gip em P. cinnamomi, revelando ter maior expressdo na presenca do
substrato serrim 0.2 % (v/v).

No que se refere a segunda parte deste trabalho, ensaios feitos com o6leos
essenciais, foi possivel concluir que estes resultados sdo muito preliminares, mas
mostram que os 6leos essenciais de Mentha pulegium L, podem ser usados no controlo
biol6gico da disseminacdo de P. cinnamomi e desta forma usada como ferramenta no
controlo da doenga da Tinta na regido do Nordeste Transmontano.

Com vista a continuidade deste trabalho sugere-se a clonagem noutro vector e
numa levedura visto ser um organismo eucarionte, assim como outros meios indutores
para extrair RNA da planta e verificar o comportamento do gene gip quando infectada,
avaliando a sua resposta por RT-gPCR,

E ainda a transformacdo de P. cinnamomi a fim de silenciar o gene gip e verificar
qual o impacto/papel na infeccdo do castanheiro.

No que diz respeitos aos 6leos essenciais de Mentha pulegium L, deveriam ser
testados os compostos maioritarios em separado de modo a avaliar o impacto de cada
um na inibicdo do crescimento da P. cinnamomi, com o objectivo de produzir um

fitofarmaco para ser utilizado contra a doenca da tinta.
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7 — Anexos

Anexo I: Meios de Cultura, Tampdes e Solucdes utilizadas

Meio PDA

PDA (Potato Dextrose Agar — HIMEDIA), 39 g/l seguindo-se autoclavagem a 121°C

Meio PDB
PDB-Potato Dextrose Broth (Difco ™),24 g/l seguindo-se autoclavagem a 121°C

Meio LB (Luria-Bertani)

Meio rico para E.coli: Para 1 litro:
10 g de triptona

5 g extracto de levedura

10 g NaCl

pH ajustado a 7.5 com NaOH. Esterilizacdo em autoclave, no caso do meio LB-agar foi
adicionado 15¢g de agar e depois de autoclavado procedeu-se ao plequeamento.

Meio Indutores

0.5 g KH,PO,

0.25 g MgS0O,.7H,0

1 g de Asparagina

1 mg Tiamina

0.5 g Extracto de Levedura

Substrato de inducdo: Serrim0.2% (v/v) (extracto de madeira), celulose 0.2 % (v/v) e
glucose 2.0% (v/v).
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Anexos I1: Condicdes Fisicas usadas nas reaccdes de PCR; Solugdes utilizadas para

amplificagdo do DNA por PCR e usadas no controlo da eficiéncia,

Tabela 1. Programa de PCR utilizado para a amplificacdo da ORF do gene gip com 0s
primers SacGIP e HindGIP.

Programa °C  Tempo  Ciclos
Desnaturagao 95 3min
Desnaturacao 94 1min 40
Hibridacéo 61 1min

Extensdo inicial 72 3min

Extensdo final 72 10min

Tabela 2. Condic0es fisicas usadas na reaccdo de gPCR para 0s genes gip e act 2.

Desnaturacéo 95 3min
Desnaturacéo 95 30 seg 40x

Hibridacéo 59 30 seg

Extensao 72 30 seg
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Amplificacdo do DNA por PCR
dNTPs (200mM)
Adicionou-se, em tubos tipo eppendorf de 0,5ml, 360ul de agua destilada, 10ul de

dATP, 10ul de dCTP, 10ul de dTTP e 10ul de dGTP. Agitou-se em vortex e
armazenou-se a -20°C.

Controlo de eficiéncia do PCR

Gel de agarose 2% (p/v)

Dissolveram-se 0.6 g de agarose em 30 ml de tamp&o TAE 1x, sob aquecimento e com
agitacdo, até a agarose estar completamente dissolvida. Adicionou-se 1ul de brometo de
etidio5ug/pl.

Gel de agarose 0.8% (p/v)

Dissolveram-se 0.24 g de agarose em 30 ml de tampdo TAE 1x, sob aquecimento e com

agitacdo, até a agarose estar completamente dissolvida. Adicionou-se 1ul de brometo de
etidio 5 pg/pl.

Solucdo de Brometo de Etidio

Brometo de Etidio 0,5 pg/ml;

Solucgéo de Orange G concentrado (5x)
12,5¢g Ficoll
0,125g Orange G

Dissolveu-se em agua destilada e perfez-se o volume até 50ml. Armazenaram-se
em aliquotas de 2ml a -20°C.

Solucéo de Orange G diluido (1x)

Diluiu-se 100ml de Orange G 5% em 400ml de 4gua destilada e armazenou-se a
4°C.
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