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Bursaphelenchus xylophilus, o neméatode-da-madeira-do-pinheiro, € o agente
causador da doenca da murchidao do pinheiro e € considerado uma das mais
perigosas pestes para os ecossistemas onde foi introduzido. A biologia e
ecologia do nemétode que estdo estritamente associadas a inducao da doenca
tém sido extensivamente estudadas. No entanto, as interacfes
desencadeadas entre as plantas e os nematodes durante o desenvolvimento
da doenca da murchid&o do pinheiro continuam por esclarecer.

Para elucidar esta interac¢do utilizou-se uma abordagem de transcritbmica
comparativa. O transcritoma de B. xylophilus foi comparado com o de B.
mucronatus, um neméatode filogeneticamente proximo e incapaz de induzir
murchiddo em pinheiros, Adicionalmente, foram comparados entre si, 0s
transcritomas de B. xylophilus machos, fémeas e Jlll, isolados de pinheiro,
assim como estes trés transcritomas contra o de B. xylophilus crescido em
fungo.

Diversas estratégias de transcritbmica comparativa e diferentes ferramentas
bioinforméticas foram integradas, permitindo a identificacdo de 28 genes cuja
expressao relativa foi quantificada entre as amostras em estudo por RT-PCR.
Todos 0s genes analisados apresentam niveis de expresséo significativamente
diferentes entre as amostras, com prevaléncia na comparacdo entre
nematodes crescidos em fungo e planta.

As estratégias utilizadas identificaram o metabolismo do homogentisato como
diferencialmente ativo entre as amostras. O envolvimento deste composto no
combate ao stress oxidativo sugere a sua potencial agdo no mecanismo de
parasitismo do neméatode. Esta é a primeira evidéncia da ativagdo deste
mecanismo em B. xylophilus, com especial interesse na sua ativagdo em
planta durante o parasitismo.

Genes de fosfatases &cido roxas, catepina L e cistatina 5 apresentaram 0s
maiores niveis de expressdo em nemétodes crescidos em planta face a fungo,
apresentando sobre-expressfes de 200, 110 e 16 vezes superiores,
respetivamente. As fosfatases acido roxas sdo potencialmente secretadas e
podem estar envolvidas na producdo de espécies reativas de oxigénio. A
catepsina L pode promover uma interacdo direta entre 0 nematode e o
pinheiro, sendo um alvo ja estudado para controlo de nematodes parasitas de
plantas. A cistatina 5 tem sido associada a um mecanismo de fuga ao sistema
de reconhecimento de hospedeiros em nematodes parasitas.

Outros genes foram identificados neste estudo como o da trealase, uma
enzima que actua sobre ftrealose, um polissacarideo associado a
destoxificagdo oxidativa em nemétodes. Vérias proteinas envolvidas no
proteossoma celular, nomeadamente na garantia da producdo de enzimas
funcionais, foram também evidenciadas. A ativacdo deste processo podera
permitir uma a¢do mais rapida na resposta do neméatode a estimulos externos
como os encontrados dentro do pinheiro.

A andlise experimental futura dos genes estudados evidenciard processos
relevantes na biologia e no parasitismo do nematode e podera revelar a
potencialidade de utilizagdo de alguns deles no controlo do nematode.
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Bursaphelenchus xylophilus, known as the pinewood nematode, is the
causative agent of pine wilt disease and is considered one of the most
dangerous pests to worldwide ecosystems where it was introduced. Pinewood
nematode biology and ecology that are strictly associated to disease induction
have been extensively investigated. However, plant-nematode interactions
triggered during pine wilt disease development remain unclear.

A comparative transcriptomics approach was used to elucidate this interaction.
B. xylophilus transcriptome was compared to transcriptome of B. mucronatus,
which is a phylogenetically close nematode of B. xylophilus and unable of
wilting in pine trees. Additionally, the transcriptomes of B. xylophilus males,
females and Jlll isolated from pine trees were compared among them and
against B. xylophilus grown on fungi.

Several strategies of comparative transcriptomics and different bioinformatics
tools were integrated allowing the identification of 28 genes. Their relative
expression was measured in all samples under study by RT-gPCR. All
analyzed genes presented levels of expression significantly different, with
special attention on the comparison of nematodes grown in fungi and plant.

The strategies used identified homogentisate metabolism as differentially
activated between samples. The role of homogentisate in oxidative stress
detoxification suggests their potential action in the parasitism mechanism of
nematode. This is the first evidence of the activation of homogentisate
mechanism in B. xylophilus, including their presence during parasitism.

Genes of purple acid phosphatases, cathepsin L and cystatin 5 presented the
highest expression levels in nematodes grown on pine comparing to those
grown on fungi. Their expression levels were of about 200, 110 and 16 times,
respectively. Purple acid phosphatases are probably secreted and are involved
in reactive oxygen species production. Cathepsin L may promote a direct
interaction between the nematode and pine, being a target already studied for
plant parasitic nematodes control. Cystatin 5 has been associated with a host
recognition of parasitic nematodes escape mechanism.

Other genes were identified in this study, such as trehalase, the enzyme that
cleaves trehalose. This polysaccharide is involved in nematode oxidative
detoxification. Several proteins involved in the production of cellular
proteasome, particularly in ensuring the production of functional enzymes were
also evidenced. Activation of this process may allow a faster response to
external stimuli such as those occurring inside the pine tree.

The future experimental analysis genes identified will elucidate relevant
processes in B. xylophilus biology and parasistism. Some of these genes may
become useful for nematode control.
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Introducgao



1. Nematode-da-madeira-do-pinheiro

O neméatode-da-madeira-do-pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus é o
agente patogénico responsavel pela doenca de murchiddo do pinheiro (DMP). Este
nematode estd incluido na lista A2 de espécies em quarentena da Organizacdo de
Protecdo de Plantas Mediterraneas e Europeias (EOPP)!, sendo considerado uma das
pestes mais perigosas em todo o mundo. Devido ao seu impacto nas florestas onde foi
introduzido, o NMP tem uma acdo critica nas economias nacionais, assim como na
industria da madeira de pinheiro.

Apo0s o aparecimento da DMP no Japdo em 1905, foi observada a sua rapida e
mortifera propagacdo para outros paises asiaticos. A doenca de murchiddo do pinheiro
representa uma séria ameaca aos ecossistemas florestais e a descoberta da sua presenca
na Europa, mais precisamente em Portugal, desencadeou uma nova etapa de
investigacdo sobre esta doenga. Muitos estudos foram desenvolvidos com o intuito de
aumentar o conhecimento cientifico sobre o desenvolvimento da doenga, paralelamente,
incidindo na biologia do B. xylophilus e as suas caracteristicas ecologicas, obtendo-se,
assim, a percecdo da enorme complexidade que estd associada a esta devastadora

doenca florestal.

1.1 Historia, distribuicao e impactos

B. xylophilus foi primeiramente descrito nos Estados Unidos da América, como
Aphelenchoides xylophilus por Steiner and Buhrer em 1934% A primeira ocorréncia da
DMP ocorreu no Japdo em 1905° mas apenas em 1971 foram sugeridas as espécies
Bursaphelenchus como agentes etoldgicos da patologia®. O NMP foi descrito como
Bursaphelenchus lignicolus em 1972° sendo dez anos depois, esta designacéo
constituida sinénima do nome atual, B. xylophilus®.

B. xylophilus é endégeno da América do Norte’, onde as coniferas nativas sio
imunes ou altamente resistentes 8 DMP®. No inicio do século XX o NMP entrou no
Japdo através de produtos de madeira contaminados com o nemétode®. Apesar dos
esforcos para controlar a propagacdo da doenca, o B. xylophilus alastrou-se para outros
paises asiaticos a Este do Japdo como China, Republica da China e Coreia do Sul por

meio de produtos de madeiras infetados.



Em termos dos impactos causados por esta peste florestal, o Japdo € o pais mais
devastado, estimando-se perdas superiores a 46 milhdes de metros cubicos de arvores
nos Gltimos 55 anos™. B. xylophilus foi reportado pela primeira vez na China em 1982
e a area florestal destruida tem aumentando desde entdo, atingindo uma média de 8 mil
hectares por ano entre 1999 e 20062. Na Coreia do Sul, a primeira evidéncia da
presenca da DMP foi reportada em 1989". No entanto, apenas a partir de 2005 foi
detetada na maioria dos distritos onde esta presente atualmente, revelando a ineficacia
das medidas de controlo da propagacdo da peste ap6s a sua entrada no pais**.

Um dos eventos mais criticos na historia da DMP foi a descoberta da doenca na

Europa em 1999, em Portugal®

. A Unido Europeia solicitou medidas imediatas de
prevencdo como o isolamento da area infetada, a queima das arvores contaminadas com
0 nematode e desenvolvimento de uma inspecdo nacional de forma a avaliar a
distribuicdo de B. xylophilus em Portugal®. O nimero de &rvores com sintomas de
declinio manteve-se inferior a 100 mil até 2004/2005 mas aumentou para mais de 250
milhares na avaliacdo de 2005/2006™, levando a novas acdes de prevencdo. Em 2011,
mais de 400 milhares de arvores apresentaram sintomas de declinio®’, revelando o atual
impacto ameacador da DMP para Portugal e, subsequentemente para a Europa. A
ameaca desta peste é traduzida pela sua continua propagacdo com a descoberta da
doenca em Espanha, em 2010

Adicionalmente a ameaca da DMP para com a ecologia ambiental das florestas
em todo 0 mundo, esta também representa um sério risco para a economia dos paises
que apresentam condicGes favoraveis ao estabelecimento do NMP. A titulo de exemplo,
a ameacga da DMP na Coreia do Sul justificou o aumento de fundos para o controlo do
nematode de 7,5 para 55 milhdes de délares no periodo entre 2004 e 2006, Em
Portugal, a ameaca da DMP é mais preocupante devido a importancia do setor florestal
na economia nacional, a qual representou em 2011 um saldo positivo de 2 mil milhdes
de euros, 0 que correspondeu a 1.1% do produto interno bruto (PIB) portugués™.
Poucos estudos foram desenvolvidos para avaliar o real impacto economico e ecolégico
da introducdo do NMP na Europa. Soleman e colaboradores® desenvolveram um
software para modelar os impactos econdmicos da invasdo do B. xylophilus na Europa,
considerando os impactos econdémicos diretos, assim como, 0s impactos na sociedade.
Os autores estimaram que o valor acumulado da perda de stock florestal durante um

periodo de 22 anos, assumindo a inexisténcia de medidas de controlo, seria de 22 mil



milhGes de dolares. No mesmo estudo, o impacto no bem-estar da sociedade a jusante
do mercado da madeira foi estimado em 218 milhdes de dblares para 2030.

A propagacdo do NMP representa um problema crescente na Europa nos
proximos anos, estando associado a impactos economicos diretos nas florestas, nas
industrias de produtos florestais e na sociedade, assim como, representando uma ameaga

aos ecossistemas florestais.

1.2 Biologia

A biologia do B. xylophilus é coordenada com o desenvolvimento de
escaravelhos do género Monochamus. B. xylophilus reproduz-se sexualmente de uma
forma amfimitica® e alimenta-se de arvores saudaveis, assim como de fungos que
colonizam &rvores mortas ou em declinio. Os neméatodes sdo transmitidos entre arvores
por escaravelhos vetor. A relagdo bioldgica entre 0 neméatode, o escaravelho vetor e a
arvore hospedeira consiste num complexo sistema ecoldgico que proporciona o

desenvolvimento da DMP.

1.2.1 Ciclo de vida

O ciclo de vida de B. xylophilus tem duas formas distintas, a fitofagica e a
micofagica. A Figura 1 representa o sincronismo existente entre os ciclos de vida do
NMP e os escaravelhos Monochamus. A forma fitofagica advém da transmissdo do
nematode durante a alimentacdo de maturacdo do escaravelho para arvores saudaveis e
representa a principal ameaca para o potencial desenvolvimento da DMP. A forma
micofagica esta associada & transmissdo do nemétode durante a oviposic&o?'.

O B. xylophilus desenvolve-se através das formas propagativa e dispersiva®.
Como representado na Figura 1, as sucessivas etapas na fase propagativa sdo ovo,
primeira, segunda, terceira e quarta etapa larval juvenil (L1, L2, L3 e L4,
respetivamente) e adultos. Por sua vez, a forma dispersiva € representada pela terceira e
quarta etapa larval de sobrevivéncia (JIII e JIV, respetivamente, que na Figura 1
correspondem a DL3 e DL4, respetivamente), também conhecidas por etapas dauer. A
Figura 1 monstra que quando os nematodes sdo transmitidos a arvores saudaveis
durante a alimentacdo de maturagéo dos escaravelhos, eles alimentam-se das células da

planta reproduzindo-se através da forma propagativa e, consequentemente, induzindo a



murchiddo letal da arvore. Apos a morte da arvore, 0 NMP continua a desenvolver-se
pelo modo propagativo alimentando-se dos fungos que crescem nas novas condic¢oes
propiciadas pelo declinio da planta. A partir de entdo, o NMP assume a forma
micofagica, sendo esta idéntica a forma assumida pelo nematode aquando da
transmissao direta, durante a oviposicdo do escaravelho fémea, a arvores em declinio ou
previamente mortas.

Vaérias espécies de coniferas estdo associadas com o0 NMP como as dos géneros
Cedrus, Larix, Picea, Pseudotuga e Pinus, sendo as arvores do genero Pinus
consideradas as principais hospedeiras do nematode®**. Acredita-se que o B. xylophilus
consegue desenvolver-se em arvores mortas de todas as espécies deste género, no
entanto, apenas um limitado nimero de espécies, enquanto arvores saudaveis, sdo
suscetiveis a contrair a DMP apos invasdo do NMP. Como éarvores adultas no seu
ambiente ecologico natural, as espécies que tém sido extremamente danificadas e
mortas pelo NMP sdo as espécies do Extremo Oriente Pinus bungeana, Pinus
densiflora, Pinus luchuensis, Pinus massoniana e Pinus thunbergii, as espécies
europeias Pinus nigra e Pinus sylvestris na Ameérica do Norte e Pinus pinaster em

China e Portugal®

. Relativamente a forma micofagica, 0 NMP pode alimentar-se de
fungos pertencentes as espécies dos géneros Pestalotia e Rhizosphaera em arvores vivas
e fungos colonizados em arvores mortas como Ophiostoma minus, espécies
Ceratocystis, espécies Diplodia, espécies Pestalotia, Phialophora repens e Sphaeropsis

sapinea®.
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Figura 1 — Ciclo de vida de B. xylophilus. A relacdo mutualista entre ambos os ciclos de vida do NMP
e do seu escaravelho vetor Monochamus esta representada (ver texto para mais detalhes). L: fase larval;
DL.: fase larval de sobrevivéncia (DL3 e DL4 também sdo denominados por JIII e JIV, respetivamente).
Adaptado de .

As espécies Monochamus sdao uma parte do complexo sistema ecoldgico da
DMP e o conhecimento relativo ao seu ciclo de vida constitui um importante fator para
a compreensdo das multiplas interacdes estabelecidas entre nematodes e escaravelhos.
Os escaravelhos do género Monochamus estdo largamente distribuidos em todo o
mundo mas os principais vetores do NMP s&o o M. alternatus no Extremo Oriente?, M.
carolinensis nos USA*" e M. galloprovincialis em Portugal®®. O ciclo de vida de
espéecies Monochamus, de forma generalizada, comeca pela deposi¢do de ovos debaixo
do suUber de arvores mortas ou em declinio. Geralmente, os escaravelhos no seu
primeiro, segundo e terceiro instar habitam no sdber interior, enquanto no quarto instar
escavam tuneis até ao xilema, onde fazem as cdmaras pupais. Os escaravelhos hibernam
como larvas e pupam entre o final da Primavera e o inicio do Verdo no ano seguinte.

Por fim, emergem como escaravelho adultos, alimentando-se dos raminhos de arvores

saudaveis?.



1.2.1.1 Relacdo mutualista entre as formas propagativa e dispersiva do
NMP

Em adicdo a relacdo mutualista entre B. xylophilus e escaravelhos Monochamus,
também as formas propagativa e dispersiva do NMP estabelecem relagBes mutualistas
dentro de uma populacdo de nematodes.

O desenvolvimento do estagio L2 para JIlI € uma etapa do ciclo de vida do NMP
crucial para a transmissdo do nematode para novos hospedeiros pelos escaravelhos
Monochamus, independentemente de serem arvores mortas (oviposi¢ao) ou saudaveis
(alimentacdo de maturacdo). Esta etapa é despoletada como resultado de condicgdes
ambientais desfavoraveis ao normal crescimento do nematode, como a auséncia de
alimento provocada quer pelo aumento da populacdo na arvore morta, como pela
progressiva dessecacdo desta?®. Kondo e Ishibashi®® demonstraram que o estagio JiI
possui caracteristicas estruturais e bioldgicas como grandes quantidades de reversas
lipidicas, as quais tornam potencialmente o estagio JIII num estagio especializado para a
sobrevivéncia em condigbes adversas®. Apdés o desenvolvimento para JIII, o0s
nematodes agregam em volta das cdmaras pupais dos escaravelhos, provavelmente
devido aos acidos gordos como &cido palmitoleico, oleico e linoleico depositados nas
paredes dessas cAmaras pelas larvas no quarto instar?. Este evento de agregacéo fornece
uma rica fonte de alimento para os nematodes, permitindo o armazenamento de reservas
lipidicas e, consequente, aumento de sobrevivéncia do nematode durante a permanéncia
de condic6es adversas ao normal desenvolvimento®”.

O desenvolvimento do estagio JIIl para JIV ocorre aquando da eclosdo dos
escaravelhos pupais das respetivas camaras, tendo sido demonstrado por Necibi e
Linit® que este estagio pré-adulto dos escaravelhos é necessario para a muda de JiII
para JIV. Os autores sugeriram que a formacdo do estagio JIV é induzida por
substancias especificas associadas & eclosdo dos futuros escaravelhos vetor*?. A
semelhanca do estagio JIII, também os nematodes JIV tém grandes quantidades de
reservas lipidicas, permitindo a sua sobrevivéncia em condi¢fes de escassez de
alimento®. Apés a eclosdo dos escaravelhos, considera-se que o diéxido de carbono
libertado durante a sua respiracdo estimula a migragdo dos nematodes JIV para 0s
corpos dos escaravelhos pré-adultos (** e referéncias contidas). Adicionalmente, foi
cientificamente demonstrado que os nematodes com maior contetdo de lipidos (estagio
JIV em comparagcdo com o estagio Jlll) sdo favoravelmente atraidos ao tolueno, um

hidrocarboneto cuticular dos escaravelhos®. Os neméatodes JIV depositam-se



principalmente no sistema traqueal dos escaravelhos, por onde sdo frequentemente
transmitidos as novas fontes de alimento®.

Os nematodes libertam-se do escaravelho entre os 10 e 40 dias apos a eclosdo
dos escaravelhos pré-adultos®™®. A partida dos nematodes dos escaravelhos ocorre
quando estes estdo em pinheiros e 0 momento da partida é afetado por fatores exdgenos
como substancias volateis da planta e fatores endégenos como o contetdo lipidico do
préprio nemétode®’. Ishikawa e os seus colaboradores®® sugeriram que os monoterpenos
produzidos pelas arvores, como B-mirceno, tém uma acdo importante na atracdo dos
nematodes JIV para a arvore. Em adicdo, foi demonstrado que a diminuicdo do
contetdo lipidico dos nematodes JIV, devido ao seu consumo durante a transmissao,
pode levar a partida dos nematodes a partir dos escaravelhos. Contrariamente, 0s

nematodes com maior contetido lipidico sdo mais atraidos ao tolueno™.

As inter-relacdes entre 0 NMP e o seu escaravelho vetor originam uma
associacdo mutualista entre ambos os organismos, na qual os escaravelhos servem de
transportador dos nematodes para novas fontes de alimento (&rvores) e o nematode
induz a morte dessas arvores, no caso de a transmissdo ocorrer para arvores saudaveis,

que servirdo de fontes de oviposic&o para os escaravelhos®.

2 Patogenicidade do B. xylophilus

Os nematodes parasitas de plantas causam sérios impactos, especialmente na
agricultura e a nivel ecologico. Os nematodes utilizam uma pandplia de estratégias para
parasitar plantas, sendo classificados de acordo com a forma como interagem com a
planta hospedeira, se alimentam e promovem a morte do hospedeiro. Os nemétodes
parasitas de plantas sdo divididos em sedentarios ou migratorios e ectoparasitas ou
endoparasitas. Alguns nematodes sdo ectoparasitas migratorios porque subsistem no
exterior do hospedeiro, estabelecendo uma limitada interacdo com este. Os nematodes
denominados como ectoparasitas sedentarios atuam da mesma forma que o0 grupo
anterior, mas alimentam-se num unico local durante um prolongado periodo de tempo.

Os nematodes endoparasitas migratorios invadem o hospedeiro e induzem extensos



danos a medida que migram, alimentando-se no interior dos tecidos das plantas. Os
nematodes endoparasitas sedentarios alimentam-se durante um longo periodo de uma sé
célula, estabelecendo interagGes biotroficas altamente complexas com os hospedeiros.
Este ultimo grupo de nematodes inclui os nematodes formadores de cisto e os chamados
“root knot nematodes”, sendo estes dois tipos de nematodes os mais destruidores de
plantas em todo o mundo causando efeitos devastadores em culturas agricolas e,
subsequentemente, grandes impactos econémicos e sociais®*.

A maioria das espécies do género Bursaphelenchus alimenta-se de fungos e séo
transmitidas somente a arvores mortas ou em declinio por insetos vetores durante a
oviposi¢do. No entanto, algumas espécies, como B. xylophilus, sdo exclusivas quanto a
sua habilidade de alimentar-se de arvores saudaveis assim como de fungos que
colonizam arvores mortas ou em declinio. Assim, estas espécies podem representar uma
origem independente de parasitismo de plantas relativamente recente?’. E considerado
que durante a evolucdo dos nemaétodes, surgiu, de forma independente, a capacidade de
parasitar plantas em pelo menos trés momentos distintos. A emergente analise de dados
moleculares evidenciou que a multipla ocorréncia de transferéncia lateral de genes, ou
HGT (horizontal gene tranfer), a partir de organismos como bactérias e fungos para
nematodes tem desempenhado um papel essencial na adaptagdo destes a novos estilos
de vida®. Em particular no género Bursaphelenchus, genes adquiridos a partir de
bactérias e fungos em duas ocasides distintas facilitaram a adaptacédo as estratégias de
alimentacdo micofagica e fitofagica*..

A DMP ocorre como consequéncia da forma fitofagica do B. xylophilus, na qual
0s nematodes entram nos pequenos ramos de arvores saudaveis através dos orificios
causados pela alimentacdo dos escaravelhos vetor. Apos a entrada, 0s nematodes
migram, alimentam-se e reproduzem-se das células da planta causando a sua morte.

Desta forma, 0 NMP é considerado um neméatode endoparasita migratorio de plantas*.
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O desenvolvimento da DMP causada pela infecdo das plantas com B. xylophilus
estd relacionada com as interacGes entre as populacdes de nematodes, as espécies
hospedeiras, condigdes ambientais e outros microrganismos associados quer aos

nematodes como as plantas.

2.1 Mecanismos de patogenicidade

Tém sido desenvolvidos grandes esforcos a nivel de pesquisa cientifica para
descobrir 0 mecanismo de parasitismo através do qual o NMP induz a DMP. No
entanto, varios aspetos continuam incompreendidos e algumas observacgoes
experimentais por explicar e relacionar num panorama macromolecular, considerando
um cendrio em volta do desenvolvimento da doenca e dos seus fatores moleculares.

Fukuda, em 1997, sugeriu uma teoria sobre o mecanismo fisiologico dos
sintomas de desenvolvimento da DMP baseando-se em evidéncias anatomicas e
bioquimicas da arvore®, sendo a teoria atualmente considerada*. O modelo sugerido
divide o desenvolvimento de sintomas nas etapas inicial e avancada da doenca, as quais

tém sido investigadas desde o final do século XIX*2. Na etapa inicial, um pequeno
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numero de nematodes migra atraves dos canais de resina do cortex e xilema, a partir das
feridas nos galhos das arvores, que séo criadas pela alimentacdo dos escaravelhos que
transportam os nemétodes. Ao longo do movimento nos canais, 0s neméatodes induzem
a morte de células parenquimatosas e a sua presenca nos canais contribui para o
embolismo nas traqueideos. Durante o desenvolvimento da DMP séo observados dois
eventos de embolismo, os quais contribuem para a perturbagdo da condugéo da seiva ao
longo da planta. O primeiro é detetado na fase inicial enquanto o segundo é observado
na fase avancada da doenca. No entanto, apenas o primeiro foi reportado em ambas as
arvores suscetiveis e resistentes infetadas quer por isolados virulentos como avirulentos
do NMP®. Nesta primeira fase ndo sdo detetados quaisquer sintomas externos e 0s
pinheiros conseguem sobreviver se os sintomas ndo progredirem para a fase avangada
da doenca. A DMP desenvolve-se até a morte da arvore, situacdo verificada quando
ocorre uma combinacéo hospedeiro-patogéneo compativel, ou seja, arvores suscetiveis
infetadas por isolados de NMP virulentos. No inicio da fase avancada observa-se um
incremento rapido da populacdo de nematodes e destruicdo do tecido cambial da
planta®. A necrose total das células parenquimatosas induz embolismo na planta, o qual
eventualmente atinge o xilema externo e causa o bloqueio completo da conducdo de
seiva ao longo da planta. Este blogueio do fluxo de seiva leva a diminuicdo do potencial
da &gua nas folhas e a cessacdo da fotossintese. Ao longo do desenvolvimento da DMP,
0s sintomas externos observados sdo a cessacdo da exsudacdo de oleorresina e a

descoloracéo das agulhas.

2.1.1 Sintomas externos

O mecanismo da DMP resulta de interacBes complexas entre 0 nematode e a
planta, enquanto a Unica contribuicdo do escaravelho vetor é a formag&o das feridas nos
ramos superiores da arvore durante a sua alimentacdo, abandonando a arvore
posteriormente. Estas lesdes promovem a producdo e exsudacdo de resina pelas células
epiteliais®®, a qual contém terpenos volateis e ndo voléteis®™. A exsudacdo da resina
através das feridas leva a libertagdo dos componentes volateis, os quais sdo toxicos para
0s patogéneos externos como o NMP. A cristalizacdo dos componentes ndo volateis
promove o fecho da ferida, impedindo que os NMP invadam a arvore®***. Hara e
colaboradores* relacionaram a exsudacdo de resina com as etapas de desenvolvimento

da doenca através da observagdo de uma reducdo da exsudacdo de resina ao nono dia
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apos a inoculacdo dos nematodes e a sua completa cessacdo na terceira semana,
momento que coincide com o inicio da fase avancada de desenvolvimento da DMP.

Durante a fase inicial da DMP, as arvores infetadas com B. xylophilus nédo
apresentam sintomas externos visiveis, o que dificulta a identificacdo da doenca e,
subsequentemente, uma rapida e eficaz intervencdo. Apenas na fase avancada da DMP,
na 3% semana apos a infecdo, sdo detetados sintomas externos como a descoloracdo e a
murchiddo das agulhas por todo o pinheiro. Apesar dos sintomas externos ndo serem
visiveis durante a fase inicial da doenca, na fase avancada os sintomas referidos
progridem rapidamente até & morte da arvore®.

E importante referir que o desenvolvimento dos sintomas depende de vérias
circunstancias como a idade da &rvore, a composicdo do solo e das condigOes

meteoroldgicas presentes durante esse desenvolvimento®.

2.1.2 Desenvolvimento fisiologico da DMP e sintomas

internos

Apesar do sucesso na prevencdo da invasdo inicial dos nematodes atraves da
exsudacdo de resina, existe ainda uma por¢cdo de neméatodes que consegue infetar a
arvore por meio das feridas causadas durante a alimentagdo dos escaravelhos. Os NMPs
migram dentro da arvore, deslocando-se ao longo dos ramos pelos canais de resina e
atingem o tronco principal da planta®. Durante esta migracdo, as células
parenquimatosas axiais, que rodeiam as células epiteliais dos canais de resina axiais, e
as células parenquimatosas radiais sdo destruidas®>.

O sintoma interno primario corresponde a destruicdo dos canais de resina do
cortex na zona mais recentemente formada dos ramos por onde 0s nematodes entram na
arvore™. Esta evidéncia esta de acordo com as observacdes de Son e colegas™, os quais
demonstraram que 0s NMPs estdo confinados aos canais de resina corticais logo apds a
sua inoculacdo (1 dia apds a inoculacdo). Considera-se que ocorre um processo de
ligno-suberizacdo em volta dos canais de resina danificados e, em pinheiros resistentes,
foi também verificada a formacdo de periderme na zona da ferida por onde os
nematodes invadem a planta®>>*.

Durante a invasdo inicial dos nematodes nos canais de resina corticais, e ao

longo da rota de migracdo dos nematodes é observada necrose e dilatagdo das células
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epiteliais presentes nestes canais de resina*’*°. A libertacdo anormal de eletrélitos pelas
membranas das células parenquimatosas corticais e a sua, consequente, morte sao outros
sintomas iniciais da DMP. Estes Gltimos sintomas sdo associados a reagdo de resposta
da &rvore perante o stress causado pela invasdo e migracio dos NMPs®’.

Observam-se alteracfes citologicas nas células parengquimatosas radiais do
xilema na fase inicial do desenvolvimento da DMP, que constituem um sintoma
integrante no préprio mecanismo desse desenvolvimento®“®, Hara e colaboradores®
observaram que lipidos neutros em goticulas lipidicas de células parenguimatosas
tornavam-se &cidas devido a infecdo dos nematodes e que este conteddo acido difundia-
se no citoplasma dessas células, contribuindo para a sua morte, no final da segunda
semana apos a inoculacdo dos nematodes. Depois, os lipidos libertados eram difundidos
para as traqueideos vizinhas. A acumulacdo de taninos catecois e perda de viabilidade
nuclear nas células parenquimatosas radiais foram também observados. E considerado
que este evento de perda de viabilidade celular é um indicador da mudanca da fase
inicial para a fase avancada de desenvolvimento da DMP*2,

As alteracdes citologicas das células parenquimatosas do Xilema ndo séo
consequéncias do contacto direto das células com os nematodes, que se movem ao
longo dos canais de resina do xilema. Isto porque as evidéncias de destruicdo das
células parenquimatosas sdo visiveis antes da destruicdo das células epiteliais do
xilema, sintoma associado & migracdo dos nematodes®. Estes resultados suportam a
teoria de que as alteracGes citoldgicas ndo sdo efeitos do dano fisico provocado pela
migracdo dos nematodes, mas sim da reacdo de defesa das arvores de pinheiro
hospedeiras como resposta a essa migragdo*>*®,

Os sintomas citologicos que podem ser relacionados com a reacdo de defesa da
arvore ndo sdo observados em plantulas de espécies resistentes*. Hara e colaboradores*®
sugeriram que a suscetibilidade de determinados pinheiros hospedeiros pode dever-se as
respostas excessivas face a invasdo dos nematodes, em comparacdo as arvores
resistentes. Esta sugestdo baseou-se em observacdes, nas quais as arvores resistentes
apresentaram respostas quimicas e fisicas mais agressivas (face as arvores suscetiveis) a
nivel no cortex e do floema na fase inicial da invasdo e distribuicdo dos nematodes,
induzindo apenas respostas basicas a nivel das células parenquimatosas radiais®.

O inicio da fase avancada no desenvolvimento da DMP corresponde ao ponto de

viragem fisiologico da arvore hospedeira, o qual é caracterizado por uma grande area de
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necrose de celulas parenquimatosas e, consequentemente, cessacdo da reacdo de defesa

a invasdo dos NMPs®,

2.1.2.1 Reagado de defesa da drvore

As células parenquimatosas radiais pertencem a um grupo especializado de
células em coniferas que estdo envolvidas em processos especificos na reagdo de defesa
da arvore™.

As alteracGes citoldgicas nas células parenquimatosas radiais do xilema, que
levam & sua morte, podem estar associadas ao metabolismo secundario como a reagdo
de defesa da arvore, a qual inclui metabolitos como terpendides, taninos, compostos
fenélicos e estilbendides*>®. Esta teoria é consistente com o facto de que tanto a
producdo de terpenos como as alteracGes citoldgicas nas goticulas lipidicas de células
parenquimatosas radiais de xilema comecam 3 dias depois da inoculagdo dos
nematodes®®®!. Kuroda® demonstrou que as &rvores suscetiveis aumentam a producéo
de terpenos volateis como a-pineno, B-pineno, mirceno, B-felandreno e longifoleno em
células parenquimatosas do xilema na fase inicial do desenvolvimento da DMP e
atingem o méaximo de producio em 2 semanas®®®".

A producdo de etileno é um evento considerado importante no desenvolvimento
da DMP. Fukuda e colegas® reportaram, através da inducdo da producéo de etileno em
arvores suscetiveis saudaveis, a ocorréncia de embolismo nas traqueideos, o
desaparecimento de goticulas de lipidos em células parenquimatosas do xilema e a sua
lise, assim como, a morte de células parenquimatosas do cortex. Assim, Fukuda
concluiu que a producdo de etileno no xilema pode contribuir para as alteracOes
citolégicas nas células parenquimatosas®. A producdo de etileno é um sintoma
fisiologico da reacdo de defesa da arvore face a patologias como a DMP porque este
composto é produzido no local de infe¢des, atuando como composto de sinalizagdo de
forma a estimular as células vizinhas a ativar 0s seus mecanismos de defesa como a
producéo de terpendides*®>>%°,

Em pléantulas inoculadas com NMPs foram reportados 2 picos na produgéo de
etileno, correspondendo as fases de desenvolvimento de sintomas na doenca®. E
considerado que o pico inicial pode estar relacionado com a lise das células
parenquimatosas do xilema (fase inicial de desenvolvimento da DMP) e o segundo

associado & necrose do cambio vascular (fase avancada de desenvolvimento da DMP)™.
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O pico inicial foi encontrado em ambas as arvores suscetiveis e resistentes, enquanto o
segundo pico apenas foi observado em arvores suscetiveis. Resultados similares foram
reportados com a observacdo do pico primario em arvores inoculadas com isolados de
NMP virulentos e ndo virulentos, ao passo que o pico secundario apenas foi observado

apenas aquando da inoculacéo com isolados virulentos™®.

2.1.2.2  Eventos de cavitagdo

Na fase inicial de desenvolvimento da doenca, antes do aYara

aparecimento de qualquer sintoma externo, € observado um

evento de cavitagdo significativo. Este corresponde a rotura e  Tension by
transpiration

bloqueio parcial da ascensdo de seiva no xilema interno como ‘

consequéncia da disfuncionalizacdo das traqueideos®®®®, A /L Sap flow
incapacidade das traqueideos disfuncionais em manterem a [ ‘
ascensdo de seiva desde a raiz até ao topo da &rvore leva a

desidratacdo das proprias traqueideos e, subsequente, Dehydration

. 53 ) by embolism| |~
enchimento com gases™. A Figura 3 monstra o -

desenvolvimento de embolismo nas traqueideos, o que

corresponde ao aparecimento de bolhas no alburno do xilema v\J Y

da arvore e a sua rapida expanséo e alastramento a traqueideos Figura
. . i ) Desenvolvimento de
vizinhas. Finalmente, a agua presente nas traqueideos embolismo nas
saudaveis é drenada devido  tensdo induzida pela transpirago  {raqueideos de arvores
53 infetadas com NMPs (ver
das folhas da arvore™. texto para mais detalhes).

A técnica de emissdo acustica ultrassonica aplicada a Adaptado de =
detecdo de eventos de embolismo em arvores vivas, mostrou que o aumento da
frequéncia de emissdo acuUstica estd relacionado com a diminui¢do do potencial de
pressdéo no xilema, dado que fornece informacgOes relevantes sobre o evento de

%052 Kuroda e colegas®® demonstraram que podem ser detetados dois

embolismo
eventos de embolismo distintos em P. thunbergii inoculada com NMPs, e que esses
eventos estdo correlacionados com o desenvolvimento de sintomas nos caules de
pinheiros. O primeiro aumento da frequéncia de emissdo acustica, ocorrido cerca de 10
dias depois da inoculagdo dos nematodes e durante 3 dias (fase inicial da DMP), foi
sincronizadamente associado com o aparecimento da desidratacdo de traqueideos. O

segundo aumento na frequéncia acuUstica foi observado na terceira semana (fase
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avancada da DMP), em correlacdo com o inicio da dessecacdo extensiva do xilema.
Logo, estes resultados demonstram que a desidratacdo das traqueideos durante o
desenvolvimento da DMP é causada por alteragdes fisicas na seiva®’.

O mecanismo que explica como as
traqueideos se tornam disfuncionais néo esta
totalmente compreendido. Existem
evidéncias de que as células parenquimatosas
do xilema desnaturadas estdo distribuidas na
mesma porcdo do caule do que o xilema
embolizado, indicando que as alteracGes
anatémicas destas células radiais do xilema

induzem cavitagdo*>®°.

A relacdo entre o0s eventos de

embolismo € apresentada na Figura 4. O Figura 4 — Seccio transversal do tecido de
xilema de P. thunbergii. Esta representacdo da
organizacdo do tecido de xilema em pinheiros
acustica, correspondente a diminuicdo do monstra a distribuicdo do tecido radial em
relacdo as traqueideos. Esta relagdo espacial
justifica como o embolismo nas traqueideos &

a mistura de substidncias na seiva em facilitado pela lise das células parenquimatosas
radiais. Adaptado de .

primeiro aumento da frequéncia de emissao

potencial da agua, e pensa-se estar associado

ascensdo, sendo a tensdo superficial dessas
substancias menor que a da seiva®>*%. Assim, a forca de tensdo da seiva torna-se mais
fraca, o que em adicdo a tensdo causada pela transpiracdo das folhas responsavel pela
subida da seiva, leva a um estado de embolismo nas traqueideos>2>3. As substancias que
sdo consideradas como potenciais responsaveis da diminuicdo da forca de tensdo da
seiva sd0 0s monoterpenos sintetizados pelas células parenquimatosas radiais do xilema
e exsudados nas traqueideos vizinhas®®. Existem evidéncias de que a tensdo superficial
de monoterpenos volateis como 0 o-pineno é muito menor que a da agua e que €
observada desidratacdo das traqueideos®™ apés a injecdo artificial desde composto num
caule saudavel de P. thunbergii. Como a sintese de terpenos comeca 3 dias apos a
inoculagdo dos nematodes e progride durante 2 semanas, Kuroda® teorizou que a
exsudacéo de terpenos nas traqueideos contribui para o embolismo patologico do xilema
interno na segunda semana, na fase inicial do desenvolvimento da DMP.

Estas evidéncias sdo congruentes com a sugestdo de que os dois eventos de
cavitacdo sdo induzidos por diferentes mecanismos>. Os niveis de terpenos volateis na

planta, apesar do seu envolvimento na formacao do evento de embolismo associado a
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fase inicial da doenca, decrescem entre a segunda e terceira semana®. Existem outras
evidéncias que suportam esta teoria, como o facto dos dois aumentos da frequéncia de
emissdo aclstica estarem temporalmente separados®. Adicionalmente, as arvores
resistentes apenas apresentam o primeiro evento de embolismo, na fase inicial da
doenga, com 0 mesmo padrdo de producdo de terpenos que as arvores suscetiveis. No
entanto, as resistentes diminuem a produgdo desses compostos e, consequentemente,
recuperam e sobrevivem & infecdo dos neméatodes. J& as arvores suscetiveis, para além
do primeiro evento de embolismo, também sofrem do segundo evento, ndo recuperando
da infecdo e acabando por morrer®. Resultados similares foram obtidos em ensaios
desenhados para testar o desenvolvimento da DMP em arvores suscetiveis inoculadas
com isolados de NMP virulentos ou ndo virulentos. O primeiro evento de embolismo foi
observado em ambos 0s ensaios, mas a progressdo da DMP apenas foi observada nas
arvores inoculadas com os isolados virulentos, as quais evidenciaram o segundo evento
de embolismo™®. Assim, é reforcada a ideia de que este segundo evento de aumento da
frequéncia da emissdo acustica ndo se deve a exsudacdo de terpenos nas traqueideos
vizinhas mas sim a outro mecanismo distinto™.

O mecanismo que é considerado como estando relacionado com a progressao da
dessecagdo do xilema e bloqueio completo do fluxo de seiva na fase avangada do
desenvolvimento da DMP consiste na disrupcdo dos lipidos a partir das células
parenquimatosas radiais nas traqueideos, aquando da ocorréncia das alteracGes
citolégicas, anteriormente mencionadas, nas células parenquimatosas®>*®. Esta
consideracao esta relacionada com a evidéncia de que as arvores resistentes como Pinus
taeda, nas quais os sintomas ndo progridem para além da fase inicial da doenca, ndo
apresentam tais alteragdes citolégicas*®®. Assim é sugerido que a cessacdo completa da
ascensdo da seiva pode ser promovida pela oclusdo fisica das traqueideos pelas
goticulas lipidicas libertadas como resultado das alteracfes citologicas. Existem
evidéncias de que este material lipidico € raro na fase inicial da doenca, quando a area
de células desidratada comeca a aparecer. Por outro lado, a vasta quantidade de
goticulas lipidicas exsudadas pelas células radiais adere a parede interna das traqueideos
a volta dos canais de resina e ao longo dos tecidos radiais, simultaneamente, quando a
desidratacdo do xilema é extensa durante a fase avancada da doenca, a partir da terceira
semana de desenvolvimento da DMP*%%. Estas goticulas lipidicas contém substancias
repelentes da &gua, as quais aderem as membranas dos poros das traqueideos e,

consequentemente, impedem que as traqueideos desidratadas recuperem a &gua,
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evitando o restabelecimento do fluxo de seiva*®*****. No entanto, as substancias que
aderem as membranas dos poros ainda ndo foram identificadas®.

Existe um momento importante na DMP, no qual a doenga se desenvolve no
caso de arvores suscetiveis ou esse desenvolvimento para e a arvore recupera dos
sintomas da fase inicial, como acontece em pinheiros resistentes. Depois do primeiro
evento de embolismo, uma aparente diminuicdo da reacdo de defesa da arvore face a
invasdo dos NMPs leva ao término da desidratacdo das traqueideos em arvores
resistentes®®. Contrariamente, as arvores suscetiveis progridem para a fase avancada da
DMP, onde a desidratacdo das traqueideos continua, 0 embolismo atinge o xilema
externo, as células parenquimatosas perdem a viabilidade e a necrose de células do

cambio vascular comega®®®.

Estes sintomas induzem uma répida diminuicdo do
potencial da agua, o que consequentemente, contribui para a diminuigéo da fotossintese
e transpiragcdo nas folhas. Algumas teorias sdo consideradas para explicar esta rapida
progressdo dos sintomas mas 0 mecanismo ainda necessita de ser elucidado.
Recentemente, Umebayashi e colegas®™ demonstraram que eventos de
embolismo verificados em arvores com a DMP foram induzidos sem a diminuic¢do do
potencial da agua. Assim, os investigadores sugerem que o embolismo no xilema na
DMP pode ser induzido pela diminuicdo da tensdo superficial da seiva originada por
atividade direta do NMP, contrariamente & normal associagdo com a mistura de terpenos
com a seiva em ascensdo®. Esta sugestdo baseou-se em evidéncias de que a tensdo
superficial da seiva decresce em coniferas pela adicdo de surfatantes, causando eventos

de embolismo a niveis elevados de potencial da 4gua®.

2.1.3 Comportamento dos nematodes durante o

desenvolvimento da DMP

Inicialmente, os NMPs invadem a arvore através das feridas causadas pela
alimentagdo dos escaravelhos, ultrapassando a barreira da resina exsudada®. Os canais
de resina sdo a rota principal da migracdo dos nematodes dentro da arvore e durante a
fase inicial da doenga, onde os nemétodes se alimentam das células epiteliais, levando a

sua morte*”°,
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Durante o desenvolvimento da doenga,
0s NMPs sdo encontrados nos canais de resina

do cértex, tecidos corticais, regido cambial e
47,51

canais de resina radiais e axiais do xilema

one year old

Os NMPs migram inicialmente dos canais de

two years old xyTe_m cortical
resin resin
canal canal

resina axiais do cortex para 0s canais de resina
do xilema e, posteriormente, para os tecidos

three years old

vizinhos como o0s tecidos corticais e A—
cambiais*’. Tem sido hipotetizado, como
apresentado na Figura 5, que os canais de

resina radiais, 0s quais atravessam o cambio a

partir do xilema com as suas extremidades Figura 5 — Estrutura tridimensional de um

esféricas, ndo estdo conectados aos canais de ramo de pinheiro. De acordo com a idade do

resina do cortex>*. Esta hipétese esta de acordo tecido da planta desde o topo até as raizes, a

com os dados obtidos por Ichihara e equipa‘” organizacdo anatémica varia. Esta variacdo

afeta a migracdo do nematode ao longo da

sugerindo que quando as feridas de X _
arvore e, dependendo da extensdo da ferida

alimentacdo dos escaravelhos penetram até ao causada pela alimentacio do escaravelho, o
xilema, os NMPs conseguem atingir os canaiS NMP tem de se adaptar as diferentes
de resina axiais e radiais do xilema condicdes que encontra. Esta rapida

diretamente. Por outro lado, quando as feridas 29aPtacdo e respetivas interagGes patogenicas

com a planta podem ser determinantes nas

de alimentacdo dos escaravelhos ndo atingemo ) .
diferentes capacidades de parasitismo dos

xilema, os nematodes tém de entrar nos canais  .matodes patogénicos e ndo patogénicos.
de resina corticais, destruir as células em volta  Adaptado de *.

desses canais de forma a invadir o tecido

cortical e, posteriormente, invadir as extremidades esféricas dos canais de resina radiais,
que estdo conectados com os canais de resina axiais do xilema (Figura 5)".

Uma evidéncia relacionada com a patogenicidade efetiva do B. xylophilus
consiste no facto de que os isolados de NMP virulentos possuirem muito maior
capacidade em invadir o tecido cortical que os isolados avirulentos***. O mecanismo
molecular desta capacidade diferenciadora ndo €, no entanto, totalmente
compreendido®’. Adicionalmente, considera-se que a grande capacidade de migracéo e
multiplicagdo dos isolados de NMP virulentos nos tecidos de xilema podem contribuir
para um menor contacto com os terpenos toxicos dentro da planta e, consequentemente,

aumentar a capacidade de sobrevivéncia destes isolados de NMP, em comparacao aos
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isolados avirulentos*’. No entanto, também o mecanismo que promove as reacdes de
defesa na planta continua pouco conhecido e novos estudos irdo elucidar como o0s
nematodes interagem com as plantas hospedeiras, permitindo que sobrevivam ou néo
durante o desenvolvimento da DMP.

Apesar das incertezas acerca do mecanismo de desenvolvimento dos sintomas da
fase inicial para a fase avancada da doenca, apds o desaparecimento de algumas
respostas de resisténcia da planta, a populacdo de nematodes aumenta rapidamente e
torna-se apta a invadir os tecidos cambiais®®. Estas evidéncias estdo de acordo com a
conclusdo de que a reacdo de defesa da arvore é efetiva na prevencdo da migragéo e
proliferagdo dos NMPs para os tecidos vizinhos aos canais de resina, na fase inicial da
doenca. No entanto, 0 mecanismo molecular que permite os NMPs sobreviverem a
essas reaces de defesa e respetivos metabolitos permanece desconhecido®.

O inicio da necrose cambial é consistente com os dados obtidos por Son e
colaboradores™ que demonstraram a migracdo preferencial dos NMPs, na terceira
semana apds a inoculacdo dos nemétodes, para o tecido cortical e cambial a partir dos
canais de resina. Os autores sugeriram que esta preferéncia pelas células
parenquimatosas nestes tecidos pode estar envolvida com a maior capacidade de
proliferacdo e acesso a fontes de alimento dos nematodes, face & diminuicdo da reacdo
de defesa da planta™.

Apesar do conhecimento de muitos eventos ocorridos durante o0
desenvolvimento da DMP, a completa compreenséo dos sintomas da doenca em relagéo
a esse desenvolvimento permanece insuficiente, assim como, 0S mecanismos
moleculares que promovem o0s sintomas inerentes. As evidéncias aqui relacionadas e
discutidas expdem a urgéncia em investigar a patogenicidade do B. xylophilus, de forma

a obter mais informacéo de como os NMPs induzem a DMP em pinheiros suscetiveis.

2.2 Bactérias como fator de patogenicidade na DMP

Durante muito tempo, a comunidade cientifica desenvolveu estudos sobre a
DMP considerando o NMP como o Unico agente patogénico responsavel pela formagao
da doenca. No entanto, alguns investigadores tinham a opinido que outros organismos,
como bactérias, poderiam possuir uma acdo efetiva na patogenicidade e

desenvolvimento da doenca. De facto, existem evidéncias que algumas bactérias tém
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uma associacdo simbi6tica com o NMP® e que algumas espécies de bactérias isoladas
destes neméatodes promovem a producdo de ovos e a taxa de desenvolvimento,
crescimento corporal em ambos 0os NMPs machos e fémeas®®.

Atualmente, a duvida sobre o papel de bactérias transportadas pelos NMPs na

patogenicidade da doenca mantém-se. Zhu e colaboradores

observaram que a
inoculagdo de plantulas asséticas com NMPs asséticos ou com ndo asséticos causaram
murchiddo da planta, enquanto as inoculadas com as suspensdes de bactérias extraidas
dos nematodes ndo murcharam. Assim, concluiram que a assepsia dos NMPs ndo causa
a perda da sua patogenicidade’. No entanto, Han e colaboradores * desenvolveram um
estudo similar, reportando que plantulas asséticas de pinheiros suscetiveis inoculadas
com NMPs asséticos ndo causavam DMP, enquanto as inoculadas com NMPs asséticos
e bactérias ou inoculadas apenas com as culturas de bactérias apresentaram sintomas de
murchiddo. Estes resultados induziram a teoria de que as culturas de bactérias produzem
fitotoxinas'*. Apesar destes resultados poderem sugerir que as bactérias induzem a
DMP s6 por si, foi demonstrado por Zhao e colegas™® que plantulas suscetiveis
inoculadas apenas com estirpes de bactérias isoladas de NMPs, provenientes de arvores
com a DMP, ndo apresentaram sintomas de murchidao.

O conceito do potencial papel patogénico de bactérias na DMP conduziu a um
grande nimero de estudos no sentido de desvendar as inter-relagdes entre os NMPs, as
bactérias que transportam e a planta hospedeira. Zhao e colegas’® demonstraram que
nematodes estéreis, quando isolados de arvores onde foram previamente inoculados,
permanecem livres de bactérias, suportando a teoria de que 0s NMPs ndo sdo o0s Unicos
agente patogénicos na DMP. Os autores sugeriram que ambos 0S nematodes e as
bactérias produtoras de toxinas sdo necessarios para induzir a doenca. Estes
investigadores também estudaram e demonstraram a relacdo simbidtica mutualista entre
0s NMPs e as bactérias que transportam. Eles reportaram que o nimero de nemétodes
isolados de pinheiros ¢ maior quando sdo inoculados esterilmente com as bactérias
patogénicas do que sem estas, concluindo que as bactérias promovem a reproducéo dos
nematodes’®. Por outro lado, demonstraram que o crescimento bacteriano é favorecido
pela presenca dos NMPs”.

Varios estudos sobre a comunidade bacteriana associada aos NMPs tém sido
desenvolvidos. Wang e colegas’™ observaram que o niimero médio de bactérias aderidas
ao revestimento corporal de um nemétode isolado de uma &rvore infetada é de 2.9x10°.

Zhao e colaboradores’ estudaram a composicdo bacteriana transportada pelos NMPs

21



isolados de ambas arvores saudaveis e doentes, avaliando a capacidade dessas estirpes
de bactérias em produzir fitotoxinas in vitro. Das 24 bactérias identificadas, 17 eram
produtoras de fitotoxinas e 11 pertenciam ao género Pseudomonas’. Varios estudos
posteriores identificaram bactérias associadas aos NMPs como pertencentes aos géneros
Pseudomonas’"%"®, Pantoea’ "' e Enterobacter’ .

O desenvolvimento de estudos relacionados com as bactérias aqui descritas
também se debrucou sobre a elucidacdo de quais 0s compostos que podem estar
associados as fitotoxinas produzidas por estas bactérias. Baseados na evidéncia que a
extensiva morte celular e aumento da populacdo de NMPs ocorrem na fase avangada da
DMP, foi sugerido que os nematodes poderiam metabolizar alguns compostos dos
pinheiros em toxinas. Compostos quimicos como o &cido benzdico e o catecol, os quais
demonstraram uma efetiva atividade de fitotoxina por induzirem morte das células
vegetais, foram isolados de pinheiros infetados com NMPs apenas depois da inoculacéo
destes e respetiva infecdo’’. Logo, foi sugerido que tais compostos quimicos poderiam
ser produzidos por nemétodes. Kawazu’® demonstrou que o &cido fenilacético, que é
potencialmente produzido por bactérias transportadas por NMPs, pode induzir a
formacédo e acumulacdo de &cido benzoico. Assim, foi postulado que as reacbes do
tecido da arvore ao acido fenilacético podem ser importantes no mecanismo de
parasitismo da DMP’®.

Mais recentemente, Guo e a sua equipa’ identificaram uma flagelina de P.
fluorescens em pinheiros e estudos posteriores evidenciaram que as flagelinas
bacterianas podem estar envolvidas na libertacdo de hidratos de carbono e aminoécidos
livres. Desta forma, estas proteinas podem induzir uma resposta imune na planta de
resisténcia a patogeéneos invasores, morte celular e diminuicdo do fluxo de agua nas
folhas, resultando em sintomas de murchid&o®.

Os dados aqui apresentados representam fortes evidéncias que justificam a
hipdtese na qual as bactérias transportadas por os NMPs podem ter um papel relevante
no mecanismo da doenca. No entanto, sdo necessarios mais estudos para clarificar a
associacdo dos nematodes com as toxinas das respetivas bactérias na patogenicidade

molecular do desenvolvimento da DMP®,
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2.3 Genes relacionados com a DMP

A grande maioria dos esforgos cientificos centrou-se na compreensdo da relacdo
entre os sintomas da DMP e a morte da arvore, com especial interesse na reacdo de
defesa da planta a infecdo dos NMPs. Adicionalmente, alguns aspetos relacionados com
0 NMP estdo bem documentados, como a histéria, o ciclo de vida e a ecologia
comportamental. No entanto, pouco se sabe sobre a base molecular da interacio NMP-
hospedeiro e 0 mecanismo molecular da DMP*,

Um dos avangos que contribuiu para a importante evolugdo do conhecimento
cientifico foi o rapido desenvolvimento das tecnologias de sequenciacdo de DNA, o que
permitiu a evolucdo de projetos de marcadores de sequéncias expressas ou ESTs
(expressed sequence tags) até aos métodos de sequenciacdo de transcritomas®™. Este
ultimo é baseado em tecnologias de sequenciacdo de proxima geracdo ou NGS (next-
generation sequencing) e considera uma abordagem de sequenciacdo massiva paralela
de pequenas sequéncias, enquanto o primeiro implica a clonagem de genes alvo e,
posteriormente, sequenciacdo pelo método de Sanger®. A sequenciacdo de
transcritomas tem tido uma grande importancia no aumento do conhecimento sobre as
adaptacdes dos nematodes parasitas de plantas, a nivel molecular. Especialmente, em
relacdo as proteinas desses nematodes, que permitem um parasitismo efetivo, e na
compreensdo de como essas proteinas interagem com a arvore hospedeira. Uma das
aplicacbes mais notdveis da sequenciacdo de transcritomas foi a descoberta de genes
que codificam proteinas cruciais no parasitismo das plantas, conhecidas como efetores,
principalmente nos nemétodes formadores de cisto e os “root knot nematodes”**. No
entanto, poucos genes tém sido identificados em relacdo aos nemétodes endoparasitas
migratorios, a excecdo das enzimas degradadoras da parede celular de plantas,
revelando a importancia em identificar e estudar os genes envolvidos no parasitismo da
DMP*,

2.3.1 Enzimas degradadoras da parede celular de plantas

As enzimas degradadoras da parede celular de plantas sdo o principal grupo de
enzimas presentes em B. xylophilus e constituem um dos mais importantes grupos de
efetores nos nematodes parasitas de plantas®’.

As celulases sdo muito importantes para os parasitas de plantas porque a parede

celular de células vegetais é a primeira barreira encontrada por estes parasitas. Kikuchi e
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colaboradores® identificaram um gene de uma glicosil hidrolase da familia (GHF) 45,
ou seja, uma B-1,4-endoglucanase em B. xylophilus, tendo depois clonado o gene e
determinado a atividade da proteina resultante. O transcrito do gene foi detetado nas
glandulas esofagicas e a presenca da atividade enzimética nas secrecdes do NMP
levaram os autores a sugerir que esta GHF45 é secretada a partir do estilete dos
nemétodes. Posteriormente, Zhang e colaboradores®™ demonstraram que as p-1,4-
endoglucanases estdo localizadas ndo somente nas glandulas esofagicas mas também na
ponta do estilete.

Em pinheiros infetados, as celulases foram identificadas, por fluorescéncia, perto
das traqueideos e nos canais de resina®™®. Anélises filogenéticas revelaram que as
celulases GHF45 de B. xylophilus sdo mais similares as celulases de fungos do que de
outros organismos, incluindo nematodes como Caenorhabditis elegans e
Caenorhabditis briggsae que tém o genoma completamente sequenciado e disponivel a
comunidade cientifica, e nos quais ndo estdo presentes quaisquer genes codificantes de
celulases GHF45. Alguns autores sugeriram que estas celulases de B. xylophilus terdo
sido adquiridas por HGT de fungos®’, o que foi confirmado recentemente®:. A
sequenciacao de genomas e transcritomas confirmou a presenca extensiva de transcritos
codificantes de celulales no NMP#*, Estudos prévios através de observacdes
histoldgicas de tecidos vegetais sugeriram que as celulases s&o a causa da destruicdo das
células em pinheiros*’.

O NMP experiencia uma grande gama de condi¢des ao longo da sua migragéo
nas arvores hospedeiras, 0 que promove a capacidade de produzir, adicionalmente as
celulases, outras enzimas degradadoras da parede celular de plantas. Estas enzimas
possuem diferentes atividades de forma a assegurar, eficazmente, 0s processos de
alimentacéo e reproducao durante a invasao do hospedeiro.

Kikuchi e colaboradores®™ caracterizaram molecular e biogquimicamente uma p-
1,3-endoglucanase de B. xylophilus. O transcrito codificante da proteina em estudo foi
identificado num projeto de ESTs®®, sendo esta evidéncia, recentemente, confirmada
através de sequenciacdo do transcritoma do NMP*. A caracterizacdo bioquimica da
proteina expressa demonstrou que as suas propriedades eram similares a uma p-1,3-
endoglucanase da familia GHF16%, o que foi confirmado posteriormente por estudos
filogenéticos a partir do EST (marcador de sequéncias expressas) correspondente?’. A
sequéncia de aminoacidos do transcrito apresentou um peptideo sinal e a proteina

localizou-se quer nas glandulas esofagicas como nas secrecfes do NMP, levando os

24



autores a sugerir que esta enzima é secretada pelos nematodes através do estilete®.
Anélises filogenéticas agrupam a sequéncia em aminoacidos desta proteina com
glucanases de bactérias, suportando a conclusao que este gene foi adquirido por HGT a
partir de bactérias®.

E sugerido que o papel da p-1,3-endoglucanase no ciclo de vida do NMP esta
associado ao enfraquecimento das paredes celulares de fungos facilitando a alimentagéo
do nemétode na forma micofégica, pois a [B-1,3-endoglucana € um componente
estrutural das paredes celulares de fungos. No entanto, uma f-1,3-endoglucanase foi
recentemente encontrada em Pratylenchus coffeae, um nematode que ndo € considerado
micofagico®”. Uma sugestdo considerada consiste na potencial acdo desta enzima na
degradacdo de calose, um polimero composto por -1,3-endoglucano que é depositado
por plantas em condicdes de stress®.

As evidéncias de que em B. xylophilus o gene codificante de uma celulase foi
adquirido de um fungo® e o gene de uma pB-1,3-endoglucanase de uma bactéria
suportam a hipdtese de que a HGT tenha ocorrido em ocasides diferentes e de forma
independente dentro do filo Nematoda e que tem contribuido para a evolugdo dos
nematodes no parasitismo de plantas®®.

Pectato liase € uma enzima geralmente utilizada pelos patogéneos de plantas
para degradar os substratos de pectina, que estdo presentes na parece celular primaria
das células parenquimatosas e cambiais®®®®. Kikuchi e colaboradores®® clonaram e
caracterizaram genes codificantes de pectato liases de B. xylophilus. O estudo da
sequéncia em aminodacidos do transcrito obtido por ESTs revelou que este pertence a
familia 3 de pectato liases de polissacarideos presentes em fungos, bactérias e
nematodes. As propriedades bioguimicas da enzima expressa e correspondente ao
transcrito identificado confirmaram a sua similaridade a pectato liases da familia 3. A
técnica de hibridizagdo in situ demonstrou que o gene é expresso nas glandulas
esofagicas do B. xylophilus. O conjunto destes resultados levou os autores a sugerir que
esta enzima é secretada pelo estilete. O alinhamento das sequéncias referentes as pectato
liases do B. xylophilus com outras sequéncias da mesma proteina de bactérias, fungos e
nematodes gerou uma arvore filogenética que demonstrou, claramente, que o gene nao
foi adquirido por HGT. Mais recentemente, a sequenciacdo do transcritoma® e do
genoma do NMP?! confirmaram a presenca destes transcritos.
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2.3.2 Expansina

Os NMPs também secretam proteinas como expansinas, que estdo associadas a
degradacdo/enfraquecimento das interacGes ndo covalentes entre os polissacarideos que
compdem a parede celular de plantas, facilitando a sua hidrolise pelas enzimas
degradadoras da parede celular®®. Os transcritos que codificam expansinas foram
identificados em analises de ESTs®® de B. xylophilus, assim como, por abordagens de
transcritomica®. A identificacdo direta pela sequenciacio do genoma revelou a presenca
de genes codificantes de expansinas no NMP?. Através de modelacées moleculares foi
demonstrado que esses genes do NMP sdo estruturalmente similares a expansinas
funcionalmente caracterizadas. Por hibridizacdo in situ foi demonstrado que a expressao
dos genes codificantes das expansinas esta restrita as glandulas esofagicas. Assim, foi
sugerido a potencial secrecdo destas proteinas através do estilete e a sua implicagdo na

interacdo entre o nemétode e o hospedeiro, contribuindo na migrac&o dentro da planta®™.

2.3.3 Proteinas alergénicas

Projetos de sequenciacdo do genoma total e do transcritoma tém identificado
transcritos com grande semelhanca a genes codificantes de determinadas proteinas
alergénicas conhecidas como VVAPs (venom allergen-protein) de outros nemétodes®*2.
Um dos projetos de ESTs, especifico dos varios estagios de vida do NMP, identificou
transcritos codificantes de VAPs e, por PCR (reacdo de polimerizacdo em cadeia) em
tempo real foi demonstrado um aumento da expressdao dos respetivos genes no estagio
JIV. Estes dados suportam a teoria de que estas proteinas podem estar potencialmente
envolvidas na patogenicidade do B. xylophilus®™. A acumulacéo exclusiva de transcritos
codificantes de VAPs nas glandulas esofagicas e a sua detecdo em volta destas
glandulas, confirmaram a conclusdo de que as VAPs sdo secretadas pelos NMPs e,
consequentemente, o seu envolvimento no mecanismo de patogenicidade®. A
especificidade transcricional das VAPs na fase propagativa quando crescido em
pinheiro face a mesma fase quando crescido em fungo confirmou que estas proteinas
estdo funcionais durante o parasitismo do NMP®. Os autores também concluiram, por
ensaios de RNA de interferéncia (RNAI) que as VAPs estdo envolvidas na migracdo de
B. xylophilus, possivelmente pela supressdo do mecanismo de defesa dos pinheiros®.

No entanto, as suas funcdes especificas permanecem por elucidar®.
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2.3.4 Calreticulina

A calreticulina tem um papel efetivo nos nematodes parasitas de plantas como
M. incognita, considerando-se que pode estar envolvida em fun¢des multiplas como a
exportacdo de proteinas, degradacdo do mMRNA, adesdo celular e regulacdo da
homeostase de célcio, potencialmente incidindo sobre determinadas vias de sinalizacao
da planta®™. Li e colaboradores™ clonaram e caracterizaram uma calreticulina de B.
xylophilus por “southern blot” e a analise de ESTs revelou que o B. xylophilus contém
pelo menos um gene codificante de calreticulina, o que é concordante com dados de
projetos de ESTs obtidos recentemente®.

Evidéncias bioinformaticas demonstraram a potencial presenca desta proteina
nas secreces de NMPs*. Foi sugerida a importancia da calreticulina no
desenvolvimento do B. xylophilus** de acordo com o potencial envolvimento desta
proteina na 0ogénese em outros nematodes®. Esta concluséo baseou-se na anélise semi-
quantitativa da expressdo do gene de calreticulina, por PCR em tempo real (RT-qPCR)
nos 4 diferentes estagios de desenvolvimento do NMP. Esta analise demonstrou maior
expressdo do gene em nematodes adultos e o silenciamento do gene por RNAI originou

a diminuicao da taxa de desenvolvimento do nematode™.

2.3.5 Peroxirredoxina

A primeira linha de defesa em muitas plantas a nivel molecular corresponde a
respiracdo oxidativa na qual as espécies reativas de oxigénio ou ROS (reactive oxygen
species) sdo geradas®®. A protecdo do neméatode perante a defesa dos ROS gerados pelas
plantas estd relacionada com a producdo de antioxidantes. Os antioxidantes de
nematodes como a superdxido dismutase, glutationa peroxidase e a peroxirredoxina tém
sido descritos como efetores importantes na patogenicidade de nematodes, mais
especificamente na destoxificacdo de metabolitos tdxicos pertencentes a reacdo de
defesa da planta*.

Li e colaboradores” clonaram uma peroxirredoxina de B. xylophilus com o
objetivo de estudar o seu envolvimento na patogenicidade do NMP. Apés a
identificacdo do gene codificante da peroxirredoxina em B. xylophilus, a analise in silico
da sua sequéncia e a andlise estrutural da respetiva proteina revelou que esta

correspondia a uma 2-cis peroxirredoxina, estando associada a uma classe especifica de
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peroxirredoxinas conservadas entre nematodes. A analise da estrutura primaria da
proteina revelou que a sequéncia de aminoacido ndo continha um peptideo sinal, no
entanto, a sua distribuicdo celular foi localizada experimentalmente no citoplasma e no
nucleo de células epidérmicas de cebola. Posteriormente, concluiu-se que a secrecao
deste antioxidante ocorre na regido cuticular e pode estar associada a resposta adaptativa
do nemétode, protegendo-o da reacdo de defesa do organismo hospedeiro®. Estas
conclusbes foram suportadas pela abundante expressdo desta proteina no NMP e sua
localizagdo maioritaria na zona inferior da superficie cuticular e em células musculares,

também, inferiores & superficie corporal®’.

2.3.6 Acetilcolinesterases

As acetilcolinesterases (AChE) desempenham um papel crucial na transmissao
poOs-sinaptica na maioria dos animais e pelo menos quatro AChEs distintas foram
descritas em nematodes. Combinacdes diferentes de AChEs promovem a diversidade
funcional destas proteinas, que podem ter um papel importante na patogenicidade dos
nematodes parasitas de plantas. Kang e colaboradores® avaliaram as funcdes
fisiologicas destas proteinas no NMP e identificaram trés AChEs distintas (AChE-1,
AChE-2 e AChE-3). A analise das propriedades bioquimicas e cinéticas das enzimas
revelaram que a AChE-1 e AChE-2 possuem fungdes sinapticas classicas com uma
compensacdo mutualista entre elas, enquanto a AChE-3 ndo esti associada a estas
funcBes neuronais®®. Estas propriedades peculiares da AChE-3 foram também
reportadas em varios nematodes parasitas de plantas®.

Ensaios in vitro de inibicdo com compostos anti-AChE revelaram que a presenca
de AChE-3 em B. xylophilus reduz significativamente a inibi¢cdo das outras AChEs,
indicando a fungdo protetora da atividade neuronal das AChE-1 AChE-2. Estas
evidéncias suportaram a conclusdo dos autores, na qual sugerem que a funcéo da AChE-
3 em B. xylophilus pode estar relacionada com a funcdo de sequestracdo de
Xenobidticos, protegendo, assim, o sistema nervoso dos nematodes face a toxicidade
destes compostos. Estes resultados justificaram o estudo da sensibilidade do B.
xylophilus a diversos compostos nematicidas, por silenciamento do gene codificante da
AChE-3. Os resultados revelaram que o seu silenciamento aumenta a mortalidade dos
nematodes, demonstrando a importancia desta proteina da destoxificacdo de

xenobidticos. Ensaios de inibigdo utilizando inibidores de AChEs presentes na resina de
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pinheiro, como o a-pineno e o limoneno, demonstraram que ambos 0s nematicidas
inibem a atividade do AChE-3, mas ndo foram observados eventos de inibigdo na
AChE-2 e apenas 0 a-pineno inibiu a AChE-1. Estes resultados indicam que a AChE-3
do NMP provavelmente interage com toxinas secundarias da planta, protegendo a

funcdo pos-sinaptica das restantes AChEs™™.

2.3.7 Projeto de sequenciagao do genoma do B. xylophilus

Recentemente, Kikuchi e colaboradores®* publicaram o genoma (versdo ainda
ndo completa) do B. xylophilus, o qual representa uma ferramenta importante para o
estudo da evolucdo e do mecanismo de parasitismo do NMP. Os resultados gerados
indicaram que o genoma é constituido por 6 pares de cromossomas, tal como o de C.
elegans, evidenciando as similaridades partilhadas entre os dois nematodes. Os autores
previram mais de 18 mil genes codificantes de proteinas, no entanto os resultados
completos da respetiva anotacdo ndo foram ainda publicados. As potenciais proteinas
anotadas, como enzimas degradadoras da parede celular de plantas, que foram
discutidas anteriormente, estdo presentes na Tabela 1. Glicosil hidrolases como GHF5,
xilanases da GHF30, arabinases da GHF43 e pectinases da GHF28 ndo foram detetadas
no genoma. As proteinas degradadoras da parede celular de plantas identificadas em B.
xylophilus constituem uma bateria de genes Unica quando comparadas com 0s outros
nematodes. Verificou-se, também, que as familias de peptidases envolvidas na digestdo
extracelular e atividades lisossomais foram expandidas no NMP, sendo as mais
importantes referidas na tabela 12,

Kikuchi e colaboradores® investigaram a presenca em B. xylophilus de efetores
de espécies de nematodes parasitas de plantas bem estudadas, como Meloidogyne
incognita, Heterodera glycines e Globodera pallida, estando a maioria ausentes. Os
efetores identificados estdo apresentados na Tabela 1. A auséncia destes efetores
conhecidos em B. xylophilus e a presenca de um conjunto especifico de genes
codificantes de enzimas degradadoras da parede celular de plantas, suportam a teoria de
que o parasitismo deste nematode teve uma origem independente em relagdo aos outros
nematodes parasitas de plantas e, consequentemente, um mecanismo molecular de
patogenicidade distinto™. Os genes identificados no NMP potencialmente associados &
utilizacdo de metabolitos do hospedeiro e neuropéptidos tambem estdo evidenciados na
Tabela 1.
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Tabela 1 — Efetores putativos conhecidos de maior importancia em B. xylophilus. A tabela inclui a categoria, funcdo putativa no
mecanismo de patogenicidade do NMP, validacdo da identificacdo do gene em B. xylophilus, referéncia do estudo onde o gene foi
identificado e observagdes importantes. GST: Glutationa-S-transferase; UGT: Uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferase; SDR:
Desidrogenase/redutase de cadeia curta; ABC: Cassetes de ligacdo de ATP ou ATP-binding cassette, Lep d: Lepidoglyphus
destructor, ASM: Acido esfingomielinase, flp: Péptido tipo de FMRF, nlp: Proteina tipo de neuropéptido, ins: Proteina tipo de
insulina, ROS: Espécies reativas de oxigénio

Categoria/funcéo

Efetor (putativa)

Identificacdo experimental Ref. Observacoes

Familia de
Citocromo P450

Destoxificacdo de
xenobidticos
Destoxificacdo de ROS

Sim por RT-gPCR*

21,42

e Conhecido efetor de nematodes
parasitas de plantas®

Familia de GST Destoxificacdo de Sim por RT-gPCR* e Conhecido efetor de nematodes
xenobidticos 2142 parasitas de plantas®®
Destoxificacdo de ROS

Familia de UGT Sim por RT-gPCR* « Especifico do estagio

Familia de SDR

Destoxificacdo de
xenobidticos

Destoxificacdo de
xenobioticos

Sim por RT-gPCR*

21,91

21,42

propagativo crescido em
planta™
¢ Conhecido efetor de nematodes
parasitas de plantas®
¢ Conhecido efetor de nematodes
parasitas de plantas®

Transportador Destoxificaco de Sim por RT-gPCR* a2 « Conhecido efetor de nemétodes
ABC xenobibticos parasitas de plantas®
Peptldasg o_Ie 4cido Destoxificacio de Né&o ¢ Adquirido por HC;;lT a partir de
aspértico s 27 fungo
xenobioticos . .
o e Conhecido efetor de neméatodes
Digestdo extracelular parasitas de plantas®
Metalopeptidase Destoxificag&o de Né&o ¢ Conhecido efetor de nematodes
xenobi6ticos 2 parasitas de plantas®
e Digestdo extracelular
Peptidase de Destoxificacio de Nao
serina xenobidticos 2
e Digestdo extracelular
Peptidase de Destoxificacio de Nao
treonina xenobidticos 2
Digestdo extracelular
Fator de Regulagio da Néo
transcricdo destoxificacdo de 2
SKN-1 xenobidticos
Epoxido hidrolase Destoxificacio de Sim por RT-gPCR o e Especifico do estagio “dauer” **
1 xenobiodticos
Proteina hipotética Destoxificacio de Sim por RT-qPCR o . EspeC|f_|co do estagio
CBG23351 i propagativo crescido em
xenobioticos planta®®
Peptidase de Sim por RT-gqPCR e Especifico do estagio
cisteina Destoxificacdo de propagativo crescido em

Alergénico Lepd

xenobioticos
Digestdo extracelular

Destoxificacdo de

Sim por RT-qPCR

91

planta™
¢ Conhecido efetor de neméatodes
parasitas de plantas®®
e Especifico do estagio

1.02 cenobibticos it propagativo crescido em
planta®™
Proteina e Sim por RT-gqPCR e Especifico do estagio
extracelular tipo )I?eerfé(k)))i((!)?ig?)gao de it propagativo crescido em
de SCP planta®
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Tabela 1 - Efetores putativos conhecidos de maior importancia em B. xylophilus. A tabela inclui a categoria, funcéo putativa
no mecanismo de patogenicidade do NMP, validacdo da identificacdo do gene em B. xylophilus, referéncia do estudo onde o gene
foi identificado e observagdes importantes. GST: Glutationa-S-transferase; UGT: Uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferase;
SDR: Desidrogenase/redutase de cadeia curta; ABC: Cassetes de ligacdo de ATP ou ATP-binding cassette, Lep d: Lepidoglyphus
destructor, ASM: Acido esfingomielinase, flp: Péptido tipo de FMRF, nlp: Proteina tipo de neuropéptido, ins: Proteina tipo de
insulina, ROS: Espécies reativas de oxigénio. (Continuacao)

Categoria/funcéo

Efetor - Identificacdo experimental Ref. Observac0es
(putativa)
GH109 e Enzima de Né&o e Atividade de Transl,2-
destoxificaca ez dihidrobenzeno-1,2-diol
estoxificagdo dehidrogenase?

Glutationa o Né&o o e Conhecido efetor de nematodes
peroxidase » Destoxificacdo de ROS parasitas de plantas®®
Superoxido o Né&o o ¢ Conhecido efetor de nematodes
dismutase » Destoxificacdo de ROS parasitas de plantas®®

Catalase Né&o Conhecido efetor de nematodes

Familia 1 de ASM

Proteina e choque
térmico 16.1

A6-dessaturase

Proteina tipo de
14-3-3

Galectina

Lisozima

Cistatina ou
inibidor da
peptidase cisteina

Quitinase (GHF
18,19 e 20)

Proteinas tipo de
transtiretina

Familia de sorbitol
desidrogenase

Glicerofosforil
diéster
fosfodiesterase
flp

nlp

ins

¢ Destoxificacdo de ROS
¢ Resposta ao stress

e Resposta a estimulos

e Resposta a estimulos

e Atuacdo sobre
especificas vias de
sinalizacdo da planta

¢ Protecdo contra
infecBes microbianas

¢ Protecédo contra
infecdes microbianas

e Fator de
patogenicidade imuno-
modulatdrio

e Degradacédo da parede
celular de fungos ou
ecloséo de ovos

¢ Regulacdo do
crescimento

¢ Producéo de energia

e Transmissao e
formacdo do estagio
“dauer”

e Neuropéptido

e Neuropéptido

e Neuropéptido

Sim por RT-qPCR
Sim por RT-qPCR

Sim por RT-qPCR

Néo

Néo

Sim por RT-gPCR*

Sim por RT-qPCR

Sim por RT-qPCR

Sim por RT-gPCR™

86

91

91

91

42

42

42

21

21,86

42,91

91

91

21,91

21

21

parasitas de plantas®®

« Especifico do estagio “dauer” **

« Especifico do estagio “dauer” **

e Especifico do estagio
propagativo crescido em
planta™
¢ Conhecido efetor de neméatodes
parasitas de plantas®®

e Conhecido efetor de nematodes
parasitas de plantas®

e Adquirido por HGT de
bactéria®*
¢ Conhecido efetor de nematodes
parasitas de plantas®

« Especifico do estagio “dauer” **

e Conhecido efetor de nematodes
parasitas de plantas®
e Especifico do estagio “dauer” *

« Especifico do estagio “dauer™*

o Alvo para controlo do
nematode®!
e Especifico do estagio “dauer
o Alvo para controlo do
nematode®!
e Alvo para controlo do
nemétode®

s 91

e Alvo para controlo do
nemétode®
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Apenas um conjunto especifico de efetores tém sido extensivamente estudados,
suportando a maioria da informagao conhecida sobre o mecanismo molecular da DMP e
0 seu desenvolvimento. Apesar dos potenciais efetores aqui descritos e discutidos, sdo
necessarias futuros estudos de forma a revelar a sua relevancia biolégica considerando
todo o panorama da doenca. Estes estudos sobre os genes potencialmente relacionados
com a patogenicidade do B. xylophilus irdo certamente fornecer importantes evidéncias
para a compreensdo do mecanismo envolvidos na patogenicidade e adaptacdo deste

nematode endoparasita migratério de plantas*.

3. Abordagens de elucidagcao do mecanismo molecular

da DMP

O mecanismo molecular da DMP esta longe de ser completamente
compreendido. Inicialmente, os estudos focaram-se sobre os sintomas histoldgicos
associados a infecdo da arvore e a sua associacdo com a progressdo do estado de
murchiddo até a morte da arvore. Mais recentemente, com 0 repentino aumento da
qualidade e quantidade de tecnologias de investigagdo encarou-se uma mudanga na
perspetiva dos objetivos a alcancar para, um nivel molecular.

A investigacdo molecular associada a DMP tem como principal objetivo
alcancar um nivel de conhecimento no qual é possivel compreender quais as moléculas
do NMP que interagem com a planta hospedeira, induzindo um desequilibrio na
homeostase desta. Adicionalmente, também as moléculas que permitem a protecdo do
nematode fase as estratégias de ataque e defesa da planta sdo alvos de pesquisa
importantes.

A abordagem de sequenciacdo do genoma completo fornece a mais abundante
das informacdes sobre a constituicdo de um organismo, mas 0 processo é caro e demora
relativamente muito tempo'®. Apesar disso, o genoma é apenas uma fonte de
informacdo, no qual ndo temos conhecimento concreto da atividade/funcdo dessa
informacdo. A funcdo de um genoma é fornecida pela expressdo genica, a qual € num
nivel primario, correspondente a transcricdo dos genes. Assim, o significado funcional

de um organismo é primariamente suportado pelo seu transcritoma, constituindo, assim,
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a transcritomica como uma abordagem alternativa menos intensiva a nivel de recursos,

em comparacdo a sequenciac¢ao do genoma total.

3.1 TranscritoOmica

A compreensdo do transcritoma é essencial para a interpretacdo dos elementos
funcionais de um genoma e para a revelacdo dos constituintes moleculares especificos
de células e tecidos. De forma generalizada, a analise do transcritoma total de um
organismo individual fornece uma visdo global dos seus padrdes de expressdo génica
em condi¢des fisioldgicas especificas. Os objetivos principais da transcritdmica séo:
catalogar todas as espécies de transcritos, em que o0 mRNA assume uma posi¢do
privilegiada porque oferece informacéo significante em relacdo a expressao génica e
fungdes do genoma; determinar a estrutura transcricional dos genes como o local de
iniciacdo, extremidade 5’ e 3’, padrbes de splicing e outras modificacdes pos-
traducionais; e avaliar/quantificar diferentes padrdes de expressdo genica numa
abordagem comparativa®.

Diversas tecnologias tém sido desenvolvidas para caracterizar e quantificar o
transcritoma, incluindo abordagens baseadas na sequéncia ou por técnicas de
hibridizacdo. Ao contrario das técnicas baseadas em hibridizagdo como os microarray,
as abordagens baseadas nas sequéncias determinam a sequéncia de cDNA diretamente.
Inicialmente, técnicas como microarray e PCR em tempo real foram utilizadas para
medir a expresséo de mMRNAs. No entanto, problemas associados ao custo e

sensibilidade promoveram a emergéncia de abordagens baseadas em técnicas de NGS®.

3.1.1. Tecnologias NGS

A sequenciacdo de DNA fornece uma importante plataforma para a investigacao
bioldgica molecular, especialmente depois da sequenciacdo do primeiro genoma
humano. A importancia destas tecnologias na pesquisa e diagnosticos aumentou de
forma significativa, induzindo o desenvolvimento de métodos potentes de NGS'%. A
revolucdo da NGS permitiu a diminuicdo extrema dos custos associados a sequenciacao
de DNA e o tempo requerido nos respetivos procedimentos. Adicionalmente, estes

novos métodos aumentaram a resolucdo das tecnologias a precisdo de uma Unica base
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nucleotidica®. As aplicacdes e as potencialidades da NGS sdo imensas, estando

algumas apresentadas na Figura 6.
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Figura 6 — Aplicacdes das tecnologias de sequenciacdo de préxima geracio. Adaptado de '*.

As tecnologias de sequenciacdo de DNA tém evoluido desde a sua invengdo na

104 & Sanger'®™, aumentando exponencialmente as

década de 70 por Maxam-Gilbert
potencialidades na area da genética. A tecnologia de Sanger'® é a mais frequentemente
utilizada para a sequenciacio de varios genomas, incluindo o humano'®, e baseia-se
numa técnica de sequenciagdo por sintese. Os principios desta técnica permanecem
atualmente e suportam algumas tecnologias de NGS.

A maioria das tecnologias de NGS baseia-se numa técnica de sequenciacdo por
sintese como o caso do 454 Genome Sequencer (GS) FLX da Roche ou o HiSeq da
Illumina. Recentemente, emergiu uma nova técnica de sequenciacdo que consiste na

sequenciacao por ligacéo, como o sequenciador SOLID™ % da Applied Biosystems.
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A tecnologia de sequenciacao “454” ¢ o método NGS mais utilizado em estudos
de transcritémica®. Este sequenciador de préxima geracdo utiliza uma tecnologia de
sequenciacdo evoluida da de Sanger, conhecida como pirosequenciacdo. A titulo de
exemplo, Vera e colaboradores apresentaram a assemblagem de novo do transcritoma de

uma eucariota utilizando a tecnologia pirosequenciagdo 454",

3.2 TranscritOmica comparativa

A evolugéo das tecnologias de sequenciagdo de DNA promoveram o aumento do
namero de genomas e transcritomas sequenciados. Por sua vez, a enorme quantidade de
informacdo genética disponivel nas varias bases de dados existentes permitem o
desenvolvimento de estudos baseados em abordagens comparativas. Estas abordagens
ndo se baseiam somente em organismos modelo com o genoma sequenciado, mas
também na analise/abordagem comparativa, na qual é selecionado um organismo de
comparacéo de acordo com o objetivo do trabalho®.

B. mucronatus representa um organismo interessante numa ética comparativa

para o estudo da DMP e o0 seu mecanismo de patogenicidade.

3.2.1 B. mucronatus como nematode de comparagao na
pesquisa sobre a DMP, através da abordagem de

transcritdmica comparativa

B. mucronatus é o nematode mais proximo filogeneticamente de B. xylophilus e
ndo € um agente patogéneo efetivo na DMP. As diferencas entre os dois nematodes tém
sido investigadas de forma a inferir quais as diferencas que originam tdo distintas
consequéncias aquando da sua invasdo em arvores suscetiveis. Esta relacdo filogenética
proxima é crucial no ambito de uma abordagem de transcritbmica comparativa pois a
variabilidade genética pequena existente entre os dois organismos em comparacdo
podera codificar a acdo diferente que ambos estabelecem com a arvore hospedeira.

Adicionalmente, a relacdo filogenética proxima entre os dois organismos €
crucial na abordagem de transcritbmica comparativa pois a sua variabilidade genética

pequena podera codificar a variabilidade da sua acdo para com a arvore hospedeira.
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Assim, B. mucronatus constitui uma excelente selecdo para a analise comparativa a

nivel transcritdmico.

3.2.1.1 Patogenicidade de B. mucronatus

Existem muitas evidéncias de varios estudos demonstrando que B. mucronatus
ndo é um agente patogenico no desenvolvimento da DMP, apesar da proxima relacao
filogenética com o principal agente etiologico da doenga, B. xylophilus.

Fukuda® em 1997 hipotetizou que os isolados avirulentos do NMP, incluindo B.
mucronatus, quando inoculados em plantulas suscetiveis, ndo causavam 0
desenvolvimento da doenga. Considerando o padrdo sintomatolégico da DMP, é
considerado que o B. mucronatus induz efeitos similares na arvore hospedeira até ao
ponto critico de evolugdo da doenca, no qual a doenca progride ou ndo para a sua fase
avancada®™. Assim, foi sugerido que o desenvolvimento de sintomas observado em
arvores infetadas com este Bursaphelenchus ndo patogénico cessa apds o primeiro
evento de embolismo.

Fukuda e a sua equipa'® investigaram o desenvolvimento da DMP em arvores
suscetiveis inoculadas com isolados virulentos do NMP ou B. mucronatus em condi¢es
similares. Os autores concluiram que o B. mucronatus apenas causa a disfungéo de areas
restritas de traqueideos justificando a auséncia de sintomas externos como a alteracao
fisioldgicas nas folhas'®. Também foi observado que a disfuncéo na conducdo da agua
ocorria por influéncia de substancias volateis e nenhum evento associado aos poros das
traqueideos foi registado, confirmando a ocorréncia apenas do primeiro evento de
embolismo. Este resultado foi congruente com a observacdo de que a distribuicdo da
populacdo de B. mucronatus foi restrita ao local de inoculacdo causando cavitagédo
apenas no Xxilema interno, estando este associado somente ao primeiro evento de
cavitacdo. Os autores sugeriram que esta area de cavitacdo confinada deve-se a
capacidade diferente das duas espécies de nematodes em invadir os tecidos cambiais, na
qual os isolados virulentos do NMP demonstraram maior habilidade. Desta forma,
concluiu-se que esta capacidade distinta pode justificar as diferencas na patogenicidade

199 “|shida e colegas®’ demonstraram que um maior nimero de

dos dois nematodes
NMPs consegue invadir feridas induzidas em ramos de arvores suscetiveis, em
comparacdo com B. mucronatus. Assim, os autores concluiram que os isolados

virulentos do NMP tém maior habilidade em invadir o cortex®’, o que é consistente com
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109 revelando a menor

dados reportados por Fukuda e a sua equipa de investigacao
capacidade dos nematodes ndo patogénicos em invadir os tecidos da planta.

Vérias diferencgas a nivel dos sintomas internos da arvore hospedeira, aguando
da inoculacdo com B. mucronatus ou isolados virulentos de NMP, tém sido reportados.
Uma das mais importantes é o facto de arvores suscetiveis quando inoculadas com B.
mucronatus ndo apresentarem o padrdo de modificacbes citoldgicas das células
parenquimatosas associado & DMP, como a acumulagdo de taninos, alargamento dos
vacuolos e o desaparecimento de lipidos. Foi, assim, sugerido que a reacdo de defesa da
arvore fase a infecdo de espécies ndo patogénicas é diferente®’.

Todas estas evidéncias revelam a especificidade do mecanismo de

patogenicidade da DMP e a sua estrita relagdo com B. xylophilus.

3.2.1.2 Efetores de parasitismo em B. mucronatus

Evidéncias reportadas em muitos estudos relacionadas com o papel patogénico
de B. mucronatus na DMP sugerem a existéncia, a nivel molecular, de interacdes
diferentes estabelecidas entre B. mucronatus e B. xylophilus com arvores
suscetiveis*>*°. Estas evidéncias surgiram de estudos a nivel dos sintomas e da morte
fisiologica da arvore, promovendo o pouco conhecimento existente sobre as interacées,
a nivel molecular, que desencadeiam estes sintomas. Os estudos genéticos tém-se
demonstrado uma abordagem interessante na obtencdo de conhecimento sobre as
diferengas entre os dois nematodes que originam as diferentes interagdes com as arvores
hospedeiras®***.

Comparativamente com estudos baseados na identificacdo de genes do NMP, um
numero reduzido estudos foram desenvolvidos no ambito do B. mucronatus. Os efetores
de patogenicidade potencialmente presentes em B. mucronatus estdo apresentados na

Tabela 2.
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Tabela 2 — Genes codificantes de potenciais efetores detetados por EST e RNA-Seq em B. mucronatus. A tabela inclui a
categoria e a funcéo putativa do efetor no mecanismo de parasitismo do NMP, a respetiva referéncia onde o efetor putativo foi
identificado e observacdes importantes. E relevante referir que apenas os genes codificantes de VAPS foram
experimentalmente validados em B. mucronatus, no entanto a sua potencial acdo na patogenicidade do NMP permanece
desconhecida. VAP: Venom allergen protein, GST: Glutationa-S-transferase; UGT: Uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferase;
SDR: Desidrogenase/redutase de cadeia curta; ABC: Cassetes de ligagcdo de ATP ou ATP-binding cassette, ROS: Espécies

reativas de oxigénio

Efetor

Categoria/func¢éo (putativa)

Ref.

Observacoes

VAPs

Celulase ( B-1,4-
endoglucanase)

B-1,3-endoglucanase

Pectato liase

e Supressdo do mecanismo de defesa

da arvore

Degradacédo da parede celular de
plantas

Degradacéo da parede celular de
plantas

Degradacédo da parede celular de
plantas

Protec¢do contra infecdes

42

42

42

42

e Conhecido efetor de
nematodes parasitas de
plantas®

¢ Conhecido efetor de

nematodes parasitas de
plantas®®

e Conhecido efetor de

nematodes parasitas de
plantas®

¢ Conhecido efetor de

nematodes parasitas de
plantas®®

e Conhecido efetor de

Galectina microbianas 42 nemétodes parasitas de
plantas®
Lisozima o Pr_ote(;él_o contra infecBes 42
microbianas
Quitinase e Degradacdo da parede celular de 21,42,86

Proteinas de tipo
transtiretina

Calreticulina

Proteina tipo de 14-3-3

Familia de Citocromo
P450

Familia de GST

Familia de UGT

Familia de SDR

Transportador ABC

fungos ou eclosdo de ovos

Regulacéo do desenvolvimento

Atuacdo sobre especificas vias de
sinalizacdo da planta

Atuacao sobre especificas vias de
sinalizacdo da planta

Destoxificacdo de xenobidticos
Destoxificacdo de ROS

¢ Destoxificacdo de xenobidticos

Destoxificacdo de ROS

Destoxificacdo de xenobi6ticos

Destoxificacdo de xenobidticos

Destoxificacdo de xenobi6ticos

42

42

42

42

42

42

42

42

e Conhecido efetor de
nematodes parasitas de
plantas®

¢ Conhecido efetor de
nematodes parasitas de
plantas®

e Conhecido efetor de
nematodes parasitas de
plantas®®

e Conhecido efetor de
nematodes parasitas de
plantas®

e Conhecido efetor de
nematodes parasitas de
plantas®®

e Conhecido efetor de
nematodes parasitas de
plantas®

¢ Conhecido efetor de

nematodes parasitas de
plantas®®

e Conhecido efetor de

nematodes parasitas de
plantas®
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4 Abordagens e objetivos do projeto

A doenca da murchiddo do pinheiro representa uma das mais perigosas ameacas
para ecossistemas em todo o mundo. Apesar dos esforcos da comunidade cientifica, o
mecanismo molecular da patogenicidade de B. xylophilus permanece por elucidar.

Os objetivos principais deste trabalho sdo a elucida¢do do mecanismo molecular
da DMP e a descoberta de marcadores de patogenicidade em B. xylophilus. Estes
objetivos encaixam na importante necessidade de compreender como 0 NMP, a um
nivel molecular, parasita as arvores de pinheiro suscetiveis e induz a sua morte,
ultrapassando os seus mecanismos de defesa. Assim, a abordagem de transcritdbmica e
as suas potencialidades enquadram-se nos objetivos propostos para este estudo. A
sequenciacdo dos transcritomas pelo 454 GS FLX da Roche produzird os dados
necessarios para aplicar as ferramentas de transcritomica comparativa de acordo com 0s
objetivos propostos na Figura 7.

O esquema apresentado na Figura 7 inclui as amostras iniciais como objeto de
estudo e como a informacéo da sequenciacdo destas amostras constitui uma plataforma
para diversas abordagens de transcritbmica comparativa. Os dados da sequenciacao dos
transcritomas sdo organizados de forma a elucidarem os objetivos propostos. A analise
comparativa dos transcritomas permite a detecdo/descoberta de genes que sdo
exclusivamente expressos ou sobreexpressos num ou em varios dos transcritomas em
comparagdo. Assim, na primeira abordagem de transcritbmica comparativa comparamos
o transcritoma de B. xylophilus com o de B. mucronatus de forma a obter evidéncias no
transcritoma da espécie patogénica. Na segunda abordagem comparamos 0S
transcritomas dos trés tipos de vida de B. xylophilus crescido em pinheiro (machos,
fémeas e JIII) com o intuito de encontrar genes importantes em cada um desses tipos de
vida que permitam a reproducéo e o desenvolvimento do nematode dentro da arvore. A
terceira abordagem visa a detecdo/descoberta de genes que se destaqguem em B.
xylophilus crescido em pinheiro face a mesma espécie crescida em fungo. Por fim, a
ultima abordagem representa um estudo adicional, no qual se pretende analisar genes
com destaque em B. xylophilus crescido em pinheiro em comparagdo com o B.
mucronatus crescido em fungo. Os resultados gerados nas 4 abordagens serdo
integrados de forma a permitir a identificacdo de genes potencialmente envolvidos no

mecanismo de patogenicidade do B. xylophilus. Os resultados na terceira abordagem
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poderdo, adicionalmente, permitir a obtencao de informacdes interessantes relacionadas
com a potencialidade de mimetizar as interagdes entre 0 nematode e a planta em
populacBes do nemétode crescidas em fungo. Um exemplo deste interesse pode
consistir no estudo da resposta dos NMPs face a terpenos, que sdo pulverizados na
cultura em crescimento sob condi¢6es laboratoriais controladas.

Em todos os ensaios evidenciados na Figura 7, a interpretacdo dos resultados é
baseada na detecdo de genes que sdo especificos de um dos transcritomas em
comparacdo. Esta especificidade é inferida pela representagdo dos genes entre 0s
transcritomas em comparacdo, sendo, posteriormente, pela analise dos resultados,
identificados os genes com potencialidade de estarem envolvidos no parasitismo. Em
ultima instancia, a validacdo da expressdo génica por PCR em tempo real ira assegurar

os resultados obtidos in silico.
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Figura 7 - Esquema representativo da relacdo entre os objetivos do estudo e as abordagens
utilizadas no seu desenvolvimento. As amostras de nematodes selecionadas para este estudo visam a
detecdo de marcadores de patogenicidade em B. xylophilus. Estas amostras foram estudadas e integradas
comparativamente de forma a elaborar diferentes abordagens de transcritdmica comparativa, permitindo a

analise do problema biolégico da DMP sob diferentes perspetivas.
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Materiais e métodos



1. Materiais bioldgicos

1.1 Cultura dos nematodes

Os nematodes utilizados neste estudo correspondem ao isolado geogréafico 17 de
B. xylophilus proveniente de Alcacer do Sal (BxPt17AS) e ao isolado geografico 2 de B.
mucronatus (BmPt2). Os nematodes foram crescidos e mantidos em culturas de Botrytis
cinerea Pars., em meio de agar com extrato de malte e incubados a 25°C. Ambos 0s
isolados pertencem a colecdo de isolados do grupo de investigagdo da Dra. Isabel
Abrantes no Instituto de Investigacdo Marinha (IMAR), e foram crescidos e mantidos

por este grupo.

1.2 Inoculacdo dos nematodes em pinheiros e a sua

recuperacao

O isolado BxPt17AS foi inoculado em P. pinaster, com 4/5 anos de idade. Para
tal, foram preparadas suspensdes de aproximadamente 6000 neméatodes em 0.5 mL de
agua destilada.

A inoculacdo foi feita no tronco, tronco, a cerca de 10 cm abaixo dos ramos mais
baixos. A casca da arvore foi cuidadosamente retirada e recorrendo a um bisturi
realizou-se um corte do tipo meio T. Uma fracdo de algod&o estéril foi molhada com
agua destilada esterilizada e inserida em volta do corte. De seguida a suspensdo de
nematodes (0.5 mL) foi lentamente aplicada dentro do corte com recurso a uma pipeta.
No final o ponto de inoculagéo foi fechado com uma tira de parafilm**2.

As arvores inoculadas foram mantidas sob condigcdes de estufa (25-30°C, 70-
80% de humidade relativa) e observadas diariamente. As arvores com sintomas de
murchiddo foram recolhidas e as agulhas removidas. Tronco e ramos foram separados,
pesados e divididos em pequenos fragmentos. Os nematodes foram extraidos utilizando
0 método de Whitehead and Hemming™*® durante 48 horas. Machos, fémeas e juvenis da
3% etapa dispersiva (JIII) foram identificados e separados através de um
estereomicroscopio. Esta etapa foi realizada no IMAR.
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1.3 Extracao de RNA

A extracdo de RNA foi realizada a partir de 13.700 nemétodes de estagios
mistos de B. xylophilus e 12.000 neméatodes de estagios mistos de B. mucronatus
crescidos em fungo. No caso dos nematodes crescidos em pinheiro (B. xylophilus)
foram utilizados 450 machos, 500 fémeas e 700 JIII. O procedimento realizado baseou-
se no protocolo de isolamento do RNA total de C. elegans para microarrays
Affymetrix''*. Ap6s a lavagem dos nemétodes, foi adicionado Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), sendo posteriormente expostos a 3 ciclos de congelacdo e
descongelacédo a 37°C e azoto liquido/gelo seco. De seguida procedeu-se ao isolamento
do RNA total com a sequencial adi¢cdo de Trizol e cloroférmio, assim como a utilizacéo
de etanol a 70% para a precipitagdo do RNA. A purificacdo do RNA total foi realizada
com o kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Germany). A qualidade do RNA total extraido foi
analisada no Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
com o kit RNA 6000 Pico (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) e a quantidade
medida por fluorimetria com o kit RNA Quant-iT RiboGreen (Invitrogen, CA, USA).

1.4 Sintese de cDNA

O processo de sintese do cDNA das diferentes amostras foi ajustado tendo em
conta a quantidade e a qualidade do RNA extraido das diferentes amostras. Para B.
xylophilus e B. mucronatus crescidos em fungo e B. xylophilus machos crescidos em
planta o cDNA foi sintetizado pelo kit MINT (Evrogen, Moscow, Russia), a partir de 1-
2 microgramas de RNA total. O cDNA das amostras de B. xylophilus fémeas e JllI
crescidos em planta foi sintetizado pelo kit SMARTer™ Pico PCR (Clontech, Mountain
View, CA, USA) utilizando menos de 30 nanogramas de RNA total. Ambos 0os métodos
baseiam-se na tecnologia SMART™.

A tecnologia “Switching Mechanism at 5° End of RNA Template” (SMART), na
qual o kit de sintese de cDNA MINT se baseia, permite a incorporacdo eficiente de
sequéncias conhecidas em ambas as extremidades durante a sintese do cDNA
recorrendo a uma troca de molde. Esta tecnologia consiste na utilizagdo de um
oligonucledtido especial, que se liga a um oligo(dC) adicionado pela enzima transcritase
reversa (RT) na extremidade 3’ da sscDNA, e serve de novo molde para a RT continuar

a sintetizar a sscDNA. O primer 3’ oligo(dT) garante a amplificacdo de moléculas de
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MRNA poliA apenas. A unica modificacdo face ao protocolo original do kit de sintese
de cDNA MINT (Evrogen, Moscow, Russia) consistiu na modificacdo do primer 3’ pela
adicdo do local de restricdo para a enzima Bsgl e a reducdo do numero de timinas do
componente oligo(dT) de 30 para 20 nucle6tidos. O local de restricdo garante a remocéo
das caudas poli A antes da sequenciagdo, minimizando a interferéncia de
homopolimeros.

O kit de sintese do cDNA utilizado nas amostras de B. xylophilus fémeas e JlII
crescidos em planta utiliza a mesma tecnologia que o kit MINT, no entanto contém
diferentes constituintes, nomeadamente, o oligonucledtido especial (molde secundario),
a enzima RT e o primer 3’. Estes constituintes permitem a obtencdo de grande
especificidade, reduzido background e elevado rendimento na sintese de cDNA com as
caracteristicas associadas a tecnologia SMART, ou seja, a obtencdo de um enriquecido
conjunto de cDNA de cadeia dupla de comprimento completo e que compreende a
mesma sequéncia adaptadora em ambas as extremidades. Estas caracteristicas fazem do
kit SMARTer™ Pico PCR uma étima alternativa para menores quantidades de RNA.

2. Pirosequenciagao

A sequenciagdo do cDNA foi efetuada na plataforma FLX Titanium da 454 de
acordo com as instrucgdes standard do fabricante (Roche-454 Life Sciences, Brandford,
CT, USA). No processo de sequenciacdo foram utilizados 500ng de cDNA para cada
amostra. Cada uma das amostras de B. xylophulis e B. mucronatus foram sequenciadas

em meia placa de sequenciacao.

3. Pipeline de processamento das reads e anotacao

dos contigs

As reads geradas pela pirosequenciacdo do cDNA foram submetidas a um
pipeline de analise especifico para a obtencdo de transcritos e respetiva anotacdo. As
reads inicialmente sofreram um processamento das sequéncias dos adaptadores quer da
sequenciacdo como da sintese do cDNA, as reads curtas e de baixa qualidade e as
caudas poli-A ainda presentes. ApoOs este processamento, as reads foram assembladas
pelo GS de novo Assembler (Roche) de forma a originar contigs. As reads de cada
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amostra foram assembladas individualmente. Foram criadas duas outras bibliotecas,
correspondendo uma a assemblagem conjunta das reads das 3 amostras de B. xylophilus
crescido em plantas e outra a assemblagem conjunta das amostras de B. xylophilus e B.
mucronatus crescidos em fungo. As 3 bibliotecas de nematodes crescidos em fungo e a
biblioteca individual de machos crescidos em planta foram assembladas pelo software
GS de novo Assembler versdo 2.6. As bibliotecas individuais de fémeas e juvenis e a
conjunta dos nematodes crescidos em planta foram assembladas pelo GS de novo
Assembler verséo 2.8.

A identificacdo das regides codificantes passou pela pesquisa por BLASTX®
dos contigs na base de dados curada Swiss-Prot (com limite maximo de E-value 1e®)
para identificacdo da frame correspondente as regides codificantes. Os contigs com
correspondéncias positivas foram entdo traduzidos em sequéncias de aminoacido
através de um algoritmo interno ao pipeline desenvolvido no Biocant. Os contigs sem
correspondéncias neste primeiro passo foram submetidos a previsdo de péptidos

putativos pelo software FrameDP’

. Os contigs, novamente, sem previsdo foram
submetidos a novo processo de previsdo de péptidos putativos, mas pelo software
ESTScan''®. As sequéncias de aminoéacidos previstas pelos softwares FrameDP e
ESTScan foram submetidas a um BLASTP® (com limite de E-value 1e) contra a base
de dados ndo redundante (nr) do National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

A anotacdo funcional consistiu na submissdo das sequéncias das proteinas
anotadas por BLASTX e BLASTP na plataforma InterProScan versdo 4.8'*°, de forma a
anotar funcionalmente dominios proteicos InterPro'® e obter a anotacio por categorias
Gene Onthology (GO)**.

O pipeline desenvolvido no Biocant incluiu ainda a ferramenta Myrna verséo
1.2.0, um software para andlise in silico da expressdo diferencial de genes e respetiva
avaliagdo estatistica, usado em bases de dados de RNA-Seq'®. Para esta detecfo as
reads s@o0 mapeadas contra 0 transcritoma ja assemblado atraveés do software GS
reference mapper (Roche). Assim, obtém-se a contagem/distribuicdo das reads de cada
transcritoma individual que sdo mapeadas face aos contigs gerados no “transcritoma
conjunto”. Por fim, é calculado um p-value para avaliar a significancia da diferenca
entre o nimero de reads de cada transcritoma que sdo mapeados em cada contig gerado

no “transcritoma conjunto”. Este célculo tem em conta um fator de normalizacdo
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especifico para cada contig que inclui variaveis como o numero de reads mapeadas no

contig, o tamanho do contig ou a cobertura do transcritoma individual, entre outras.

4. Anotagcao funcional metabdlica dos sistemas

biolégicos

A anotacdo funcional de transcritos de interesse e a relacdo destes a nivel
metabolico foi analisada consoante a informacdo de referéncia depositada na base de
dados KEGG (“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”). As sequéncias de
aminoacidos foram submetidas a ferramenta KAAS (“KEGG Automatic Annotation
Server”) wvisando a anotacdo segundo termos KEGG Orthology (KO) e
consequentemente, a distribuicdo dessas anotacdes nas vias metabolicas de referéncia
presentes no KEGG'?. A anotago é conseguida através de comparacdes por BLASTP

face a base de dados manualmente curada de genes eucariotas depositados no KEGG.

5. Anotacao de peptidases

A identificacdo de peptidases e inibidores de peptidases foi obtida com recurso a
base de dados online de peptidases MEROPS™. A organizagdo hierarquica e a
classificacdo estrutural das peptidases permitem a anotacdo de sequéncias de
aminoéacidos segundo os termos da base de dados e a respetiva analise de acordo com as
familias de proteinas descritas. A anotacdo foi realizada através de uma pesquisa
BLASTP. As informagdes sobre o organismo que apresenta a proteina com maior
homologia identificada pelo BLASTP e sobre os substratos das peptidases presentes na
base de dados permitem uma andlise mais detalhada da anotacdo funcional dos
transcritos e, consequentemente, o estabelecimento de relacGes funcionais entre estes a

nivel metabdlico e na inducgdo do parasitismo.
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6. Anotacao de carbohidrases

Conjuntos de genes de interesse foram anotados com a intencdo de identificar
enzimas ativas na degradacao de carbohidratos (CAZymes). A plataforma online CAT
(“CAZymes Analysis Toolkit”) consiste num conjunto de ferramentas de analise e
anotacdo de CAZymes'”. A consideracdo de um conjunto objetivo do conjunto de
anotacOes funcionais adicionais ao pipeline de processamento das reads consiste na
obtencdo da maior quantidade de informacao bioldgica possivel. Assim, a anotagédo de
carbohidrases baseou-se na associacdo das familias CAZy e os respetivos dominios
Pfam. O algoritmo considera todas as sequéncias das proteinas ndo redundantes que
constituem a base de dados CAZy. A anotagdo consistiu na compara¢do segundo um

limite E-value maximo de 1e’, um bit score limite de 55 e um nivel de suporte de 40.

7. Proteinas de potencial mimetiza¢ao de proteinas de

plantas

A identificacdo de efetores do NMP que visam a mimetizacdo de proteinas de
plantas e, consequentemente, desencadeiam respostas enddgenas na planta sob o
controlo do nemétode, foi conseguida através de uma estratégia de comparacdo de
homologia por BLASTP. As sequéncias dos transcritos a anotar foram comparadas com
as sequéncias do sub-reino Embryophyta (taxid:3193) e do filo Nematoda (taxid:6231)
depositadas na base de dados NCBI nr. Foram aceites os hits cujo E-value do
alinhamento foi menor que 1le® e menor que le? para a comparagdo contra as
sequéncias de plantas e de nematodes, respetivamente. Esta estratégia permite
identificar sequéncias com grande homologia face a proteinas expressas em plantas e
ausentes em nematodes, estando a sua funcdo, potencialmente, associada a mimetizagéo

de funcBes moleculares especificas do hospedeiro do NMP durante o parasitismo.
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8. Proteinas potencialmente secretadas para o meio

extracelular

A potencialidade das proteinas serem secretadas pelo nematode para o meio
extracelular foi avaliada pela presenca da estrutura de um peptidio sinal determinada
através do servidor SignalP 4.1'* e auséncia de dominio transmembranar (TM)
avaliado pelo servidor TMHMM 2.0%?" na sequéncia de aminoacido correspondente a

cada transcrito.

9. Detecao de transcritos em B. xylophilus ausentes

em C. elegans

As sequéncias dos transcritos identificados em B. xylophilus foram comparadas
por BLASTP contra as sequéncias de aminoacido de proteinas expressas em C. elegans
depositadas na base de dados Wormbase, versido WS233'%, Foram aceites alinhamentos

entre homélogos cujo E-value foi inferior a 1e®.

10. Mapeamento dos contigs no genoma de B.

xylophilus

Os contigs gerados por sequenciacdo dos cinco transcritomas em andlise foram
mapeados contra 0s contigs representativos do genoma de B. xylophilus®*, disponiveis
na base de dados NCBI nr. O mapeamento foi realizado por BLASTN sobre todos 0s
contigs de cada transcritoma, independentemente da sua anotacdo estrutural ou
funcional. O E-value de limite maximo foi estabelecido em 1e? para que todos os
contigs tivessem a oportunidade de serem mapeados, com a minima confianca*. Cada
transcrito foi mapeado uma Unica vez nos contigs do genoma, correspondente ao melhor
hit de homologia. O nivel de identidade dos alinhamentos resultantes foi determinado
nas zonas de homologia identificadas, correspondendo a média dos niveis de identidade

de cada um dos alinhamentos nos transcritomas. O nivel de cobertura do transcritoma
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no genoma foi calculado a partir do nimero de nucleétidos que alinharam em contigs do

genoma face ao comprimento total do transcritoma.

11. Validagao dos niveis de expressao

11.1 Desenho dos primers

Os primers para 0s genes em estudo foram desenhados a partir do software
Primer Express® v3.0 (Life Technologies, USA). Os primers foram desenhados para
uma gama de temperatura de desnaturacdo entre 58 e 60°C, conteudo de GC entre 30 e

80% e um comprimento do amplicdo entre 70 e 150 nucledtidos.

11.2 Ensaios RT-gPCR

A eficiéncia de amplificacdo dos genes em estudo foi otimizada para cerca de
100%, consoante a concentracdo de primers, tendo sido avaliada simultaneamente a
viabilidade da comparacdo dos genes de interesse face ao gene enddgeno utilizado para
normalizacdo dos niveis de expressdo. A eficiéncia de amplificacdo foi calculada
segundo a Equacdo 1 (Figura 8) e a viabilidade da comparacdo face as eficiéncias de
amplificacdo dos genes foi determinada pela analise dos ACts (Equacéo 2 na Figura 8).
Foi assumido que um gene alvo pode ser normalizado pelo gene enddgeno se o declive
da representacdo grafica dos ACts em funcéo do logaritmo das concentragdes padréo do
cDNA utilizado fosse inferior a 0,1*%°. Esta anélise implicou que o estudo da eficiéncia
de amplificacdo de todos os genes alvo se baseasse de dados gerados em placas que

também continham a amplificacdo do gene endogeno nas suas condi¢fes 6timas.

-1 .
Eficiéncia = [10 dective] -1 Equacao 1
ACt = Ctgene alvo — Ctgene endbgeno Equa(;éo 2
AACt = ACtamostra alvo — ACtamostra controlo Equa(;éo 3

Figura 8 - EquagGes matematicas envolvidas no calculo da expresséo relativa por RT-gPCR.

Inicialmente pretendia-se otimizar as condi¢des de amplificagdo no mesmo

cDNA que foi sequenciado. No entanto, de acordo com a quantidade escassa deste
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cDNA surgiu a necessidade de encontrar uma alternativa, para ambos 0S organismos.
Para os genes em B. xylophilus foi utilizado um cDNA do isolado geogréafico 17 de B.
xylophilus crescido em fungo anteriormente sequenciado no ambito de outro projeto de
investigacao desenvolvido no Biocant (Cantanhede, Portugal). O estudo da amplificacao
dos genes em B. mucronatus foi realizado num cDNA sintetizado de novo a partir do
mesmo RNA que originou o cDNA sequenciado neste estudo.

A expressdo relativa dos genes de interesse foi calculada segundo o método
284¢t 129 “que implica a comparacdo do ACt entre a amostra alvo e a amostra de
calibracdo (Equacéo 3 na Figura 8).

Todos os ensaios de RT-qPCR foram realizados no instrumento 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Singapura). Os ensaios de real time PCR
foram realizados em volumes de reacdo de 10uL contendo 5 pL de Fast SYBR Green
Master Mix 2x (Applied Biosystems, USA), 1uL de cDNA e volumes variaveis dos
primer especificos e de ddH,O de acordo com as eficiéncias de amplificacdo de cada
gene e a respetiva concentracdo de primer 6tima. As condi¢des de PCR consistiram na
desnaturacdo inicial do cDNA com um ciclo de 95°20seg, seguindo-se 40 ciclos de
amplificacdo, em que cada ciclo compreendeu a desnaturacdo a 95%3seg e ligacdo do
primer e extensao da cadeia a 60°/30seg. A analise das curvas de melting foi realizada
imediatamente apos a reagdo de PCR, segundo os parametros pré-definidos do aparelho,
com base nas seguintes condig¢des: 95°C/5seg, 60°C/60seg, 95°C/15seg e 60°C/15seg.
As amostras foram preparadas e analisadas em paralelo, incluindo controlos negativos
em todas as reacOes de amplificacdo. O gene enddgeno utilizado neste estudo foi o
homologo 42 da proteina de controlo do ciclo celular (CDC-42), largamente utilizado na
literatura em estudos de RT-qPCR sobre nemétodes™® e considerado como estavel em
C. elegans para a utilizacdo em ensaios de RT-gPCR**,

A andlise das diferencas entre os niveis de expressdo e o respetivo nivel de

significancia estatistica foi realizada com o software REST**?

. A significancia foi obtida
por um teste de permutacdo utilizando 10 000 iteracGes, sendo esta a Unica alteragdo ao
procedimento predefinido pelo software, a qual foi adotada em outros estudos descritos
na literatura*®****, Considerou-se uma expressdo génica diferencialmente significativa
aquando da obtencdo de p-values indicados pelo REST como inferiores a 0,05.
Adicionalmente, os niveis de expressdo relativa superiores a duas vezes face a amostra
de calibragdo também foram considerados potencialmente sobre-expressos com

interesse biolégico™®.
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Resultados e discussao



1. Producao de material genético para sequenciacao

O estudo de transcritbmica comparativa foi efetuado entre os transcritomas de
nematodes B. xylophilus e B. mucronatus, visando a identificacdo de potenciais
marcadores de patogenicidade do nematode parasita de plantas, NMP. Na comparagao
foram utilizadas 5 amostras: B. xylophilus e B. mucronatus crescidos em fungo e
machos, fémeas e JIlIl de B. xylophilus crescidos em planta. A comparagdo entre 0s
diferentes transcritomas permitiu obter varias perspectivas sobre a biologia do nematode
e a descoberta de novas vias/genes potencialmente envolvidas na patogenicidade. As
comparacOes efetuadas incidiram sobre 0 nematode parasita B. xylophilus e 0 nematode
ndo parasita B. mucronatus, fase de desenvolvimento dispersivo face ao
desenvolvimento propagativo e entre B. xylophilus crescido em condi¢bes néo
limitantes (fungo) e no pinheiro. Diversas estratégias de transcritbmica comparativa
foram adotadas para a identificacdo de genes potencialmente envolvidos no mecanismo
de patogenicidade do NMP, com recurso a ferramentas bioinformaticas para a
organizacdo dos dados gerados na sequenciacdo dos transcritomas, e permitindo
analises orientadas para a informagdo com maior potencial biolégico.

Todo o processo de processamento dos nematodes, apds a sua recolha dos
respetivos meios de crescimento, foi estabelecido no Biocant. A extragédo do RNA total
foi efetuada de igual forma para todas as amostras, obtendo-se material genético, no
final do processo, de muito boa qualidade. O valor medio de RIN obtido no Bioanalyser
foi de 8,4 (Tabela 3). A quantidade de RNA total obtido foi influenciada pelo nimero
inicial de nematodes, sendo que a quantidade de RNA para as amostras de B. xylophilus
crescidos em pinheiro ndo foi quantificada devido ao reduzido volume obtido.
Independentemente da concentracdo, a quantidade de RNA total foi concentrada ao
volume inicial necessario para o procedimento de sintese de cDNA. A (ltima etapa para
a sintese das bibliotecas de cDNA representativas de cada transcritoma gerou material
genético de concentracdo similar, em média 14,87 pg/uL (Tabela 3).

Os resultados obtidos na etapa precedente da sequenciacdo permitiram a
obtencdo de material genético em quantidade e qualidade suficiente para reproduzir
bons resultados na etapa de sequenciacgdo na plataforma FLX Titanium da 454.
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Tabela 3 - Resultados experimentais obtidos nos processos de extracdo de RNA total e sintese de
cDNA. O RNA total foi isolado de B. xylophilus e de B. mucronatus a partir de culturas mantidas em
fungo e de pinheiros inoculados. O RNA total foi extraido pelo o método de Trizol para microarrays
Affymetrix* e o cDNA sintetizado com a tecnologia SMART™®. A qualidade do RNA foi avaliada por
electroforese capilar (Bioanalyzer) e a quantidade medida por fluorimetria. A quantidade de cDNA foi
avaliada por espetofotometria.

B. xylophilus  B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)
(fungo) (fungo)

macho fémea JiI

Extracdo de RNA total

Namero de nemétodes 13.700 12.000 450 500 700
Qualidade (RIN) 9 9 8 8.6 7.5
Concentragéo (ng/pL) 236 63 - - -

Sintese de cDNA

Concentracao (ug/uL) 17,29 19,54 12,94 12,03 10,55

2. Processamento dos dados da sequenciagao

A pirosequenciacao dos cinco transcritomas gerou em média 455.000 reads por
transcritoma, o equivalente a cerca de 160 Mb (Tabela 4). O GS de novo Assembler
gerou 8.500 contigs por transcritoma em média, que por sua vez geraram a identificacéo
de 9.000 transcritos, em média (Tabela 4). Em média, cerca de 60% dos transcritos em
cada transcritoma foram anotados funcionalmente por dominios proteicos atraves do
InterPro (Tabela 4), resultado concordante com o nivel de anotagdo funcional de
transcritomas de outros nematodes parasitas de plantas’®*® e do genoma de B.

21,42

xylophilus Esta percentagem de anotacdo também constitui um indicador da
qualidade dos dados gerados pela sequenciacdo, na medida em que 0s contigs
assemblados geraram transcritos com caracteristicas estruturais semelhantes a proteinas
depositadas na base de dados curada Swiss-Prot e que estdo caracterizadas
funcionalmente na literatura. O resultado de que 40% dos transcritos ndo obteve
anotacdo, sugere que possivelmente existam muitas proteinas especificas destes grupos

de nematodes que ndo foram ainda identificadas e caracterizadas, o que esta de acordo
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com a grande quantidade de informacdo por elucidar sobre 0 NMP e o respetivo

processo de parasitismo.

Tabela 4 - Sumario dos resultados da assemblagem e anotacdo das sequéncias geradas na
pirosequenciacdo dos cinco transcritomas. As reads de cada transcritoma foram assembladas em
contigs através do GS de novo Assembler e a regido codificante de cada contig identificada por
BLASTX, FrameDP e ESTScan. A funcdo de cada transcrito foi anotada de acordo com os dominios
proteicos através do InterPro e das categorias Gene Ontology. O nimero total de péptidos corresponde ao
namero de transcritos gerados a partir da anotacdo dos contigs segundo as abordagens BLASTX,
FrameDP e ESTScan. bp: par de bases.

B. xylophilus  B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)

(fungo) (fungo) macho  fémea JII
# Reads 647.641 465.256 407.835 227.307 531.049
# Contigs 11.006 8.822 6.724 5.760 10.608
Tamanho médio dos contigs (bp) 384 337 325 348 372
gEéApS“Td;s identificados por 7.025 5.287 3965 4047  6.894
# Péptidos detetados por FrameDP 4.461 3.574 2.547 1.764 3.834
# Péptidos detetados por ESTScan 552 370 385 202 716
# Total de péptidos 12.038 9.231 6.897 6.013 11.444
# Péptidos com termos GO 5.453 4.067 3.115 3.107 5.338
# Péptidos anotados por InterPro 7.321 5.547 4.148 4.135 7.120

O mapeamento dos contigs assemblados no genoma de B. xylophilus®

apresentou, em média, uma identidade de 99% para os transcritomas de B. xylophilus e
de 92% para B. mucronatus (Tabela 5). A cobertura dos transcritomas foi maior que
90% em B. xylophilus e igual a 80% para B. mucronatus. Estes resultados revelam que
os transcritomas gerados séo de grande qualidade e constituem material de estudo de
confianca para um estudo exploratdrio de identificacdo de proteinas expressas pelos

nematodes.
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Tabela 5 - Mapeamento dos transcritos no genoma de B. xylophilus. Os resultados do BLASTN com
um limite de E-value de 1e? dos contigs de cada transcritoma contra os contigs do genoma de B.
xylophilus foram analisados para o calculo do nivel de identidade e cobertura de cada transcritoma.

B. xylophilus  B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)
(fungo) (fungo) macho fémea NI
Cobertura do transcritoma 91,1% 80,4% 96,1% 97,0% 95,6%
Identidade 98,9% 92,1% 98,8% 99,2% 99,0%

A anotagdo funcional segundo os termos GO permite a caracterizacdo de
produtos da expressdo dos genes em componentes celulares, funcdo molecular e
processos bioldgicos associados (Tabela 6). Com base nas anotacdes dos transcritomas
em estudo a nivel da localizagdo compartimental na célula, 33% das anotacgdes
pertenceram as categorias “Célula” e “Componente celular”, seguido de 13% para
“Organelo” e “Complexo macromolecular” com 8%. Em termos da fungédo molecular
das sequéncias de aminoacido identificadas, a categoria “Ligacdo” (48%), seguido de
“Atividade catalitica” (36%), “Moléculas estruturais” e “Transportadores”, ambas com
4% foram as categorias mais proeminentes. Adicionalmente, as categorias “Processo
metabolico” e “Processo Celular” foram as mais representadas entre os termos relativos
aos processos bioldgicos. Os resultados obtidos nesta estratégia de anotacdo funcional
s30 similares aos obtidos em outros estudos sobre o nematode B. xylophilus**®.

O nivel de andlise da anotacdo apresentada na Tabela 6 € pouco refinado,
evidenciando os processos bioldgicos basicos dos seres vivos. N&o foram identificadas
diferencas significativas entre a representatividade dos varios termos GO apresentados
na Tabela 3. O nivel hierarquico analisado foi o de nivel 2, permitindo a caracterizacao
de processos metabdlicos e fungBes metabdlicas a um patamar macromolecular. A
comparacao entre transcritomas de neméatodes crescidos em fungo face aos crescidos em
planta, a partida, seria a que maior potencialidade apresentava de serem identificadas

diferencas. No entanto, tal ndo se verificou.
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Tabela 6 - Anotacdo funcional segundo os termos GO. Os nimeros de cada categoria e transcritoma
indicam a percentagem de transcritos anotados com termos GO em cada um dos termos de nivel 2 na
hierarquia de anotacdo. Todos os transcritomas em estudos foram anotados e 0s niveis de anotacdo
comparados em cada termo em analise.

B. xylophilus  B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)
(fungo) (fungo) machos fémeas Jii

Componente celular

Regido extracelular 2,00 2,39 1,91 1,88 1,55
Célula 33,85 33,42 33,28 33 35,09
Ldmen 0,74 0,8 0,68 0,83 0,61
Complexo macromolecular 8,48 9,07 9,91 9,92 8,26
Organelo 13,93 13,76 14,14 14,18 12,81
Meio extracelular 1,50 1,85 1,47 1,43 1,32
Componente de organelo 5,27 5,12 5,19 5,69 451
Componente de sinapse 0,19 0,08 0,07 0,03 0,38
Componente celular 33,85 33,42 33,28 33 35,09
Sinapse 0,19 0,08 0,07 0,03 0,38
Parte de regido extracelular 1,50 1,85 1,47 1,43 1,32
Funcéo molecular

Fatores de transcrigcdo 1,69 1,38 1,42 0,92 2,2
Atividade catalitica 36,46 37,61 38,7 36,67 34,87
Moléculas estruturais 4,16 4,42 4,86 3,97 3,5
Transportadores 4,29 3,57 3,58 3,11 4,62
Ligacdo 48,4 48,06 47,27 51,18 48,73
Transportadores de

oletrbes 0,86 0,83 0,85 0,86 11
Antioxidantes 0,42 0,48 0,4 0,43 0,36
Reguladores de canais 0 0,02 0 0 0
Reguladores de enzimas 1,38 1,51 1,33 1,27 1,46
Reguladores de transcricéo 0,99 0,96 0,85 0,92 1,1
Transdutores moleculares 1,36 1,14 0,74 0,66 2,05

58



Tabela 6. Anotacdo funcional segundo os termos GO. Representacdo da percentagem de transcritos
anotados com termos GO em cada um dos termos de nivel 2 na hierarquia de anotacdo. Todos 0s
transcritomas em estudo foram anotados e os niveis de anotacdo comparados em cada termo em
analise. (Continuagéo)

B. xylophilus  B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)

(fungo) (fungo)

machos fémeas Jil

Processo biolégico

Reproducdo 0 0,02 0 0 0,02
Sistema imune 0,05 0,05 0,03 0,06 0,02
Processo metabdlico 38,42 40,23 40,65 39,26 36,74
Proliferacdo celular 0,03 0,05 0,03 0,03 0,02
Processo celular 32,41 32,61 33,5 33,22 30,3
Utilizac8o de carbono 0,05 0,05 0,06 0,06 0,03
Reproducéo viral 0 0,02 0 0 0
Morte 0,02 0,02 0 0,03 0,02
Reproducdo 0 0,02 0 0 0,02
Adesdo bioldgica 0,22 0,26 0,32 0,3 0,38
Processos de sinaliza¢do 1,35 1,35 1,24 1,39 1,84
Sinalizacdo 3 2,61 2,42 1,95 3,94
Processos multi-organismo 0,2 0,14 0,12 0,12 0,21
Processos de

desenvolvimento 0.22 0.1 015 015 0.23
Locomocéo 0 0,02 0 0 0
Resposta a estimulos 2,03 1,7 1,65 2,04 2,07
Localizagéo 9,25 8,41 8,09 8,73 10,1
Estabelecimento de

localizacio 9,23 8,36 8,04 8,64 10,07
Processos multi-organismo 0,03 0,07 0,06 0 0
Regulagao bioldgica 3,49 3,84 3,63 4,02 4,01

3. Anotacao funcional metabdlica

O mapeamento dos transcritos identificados nas vias metabolicas de referéncia

na base de dados KEGG permite anotar funcionalmente os transcritomas e identificar
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diferencas metabolicas entre as populagdes de nematodes em estudo. Em média, cerca
de 20% das sequéncias codificantes de proteinas foram anotadas com termos “KEGG
Orthology” (KO) (Tabela 7). Como a anotacdo do KEGG ¢ a nivel da proteina, e ndo de
dominios proteicos como o InterPro ou categorias como 0 GO, o nivel de similaridade €
mais restrito. O facto da base de dados KEGG conter maioritariamente informacao
metabolica de humanos Homo sapiens e 0s organismos modelo como Mus musculus, a

informag&o relativa a nematodes ndo tem niveis de anotagdo consideraveis.

Tabela 7 - Anotagdo funcional dos transcritos pelo KEGG. Resultados quantitativos da anotagdo dos
transcritos dos cinco transcritomas em estudo na base de dados KEGG. Estes resultados comtemplam os
dados obtidos para 5 das referéncias hierarquicas de maior nivel na base de dados: “Metabolismo”,
“Processamento de informacdo genética”, “Processamento de informacdo ambiental”, “Processos
celulares” e “Sistemas do organismo”.

B. xylophilus  B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)
(fungo) (fungo) machos fémeas Jil
% de transcritos anotados 15,7 18,3 19,7 24,0 17,4
# KOs identificados 1.626 1.443 1.188 1.276 1.586
# Vias metabdlicas
236 229 231 226 236

mapeadas

A Tabela 7 indica que os transcritomas de fémeas e machos obtiveram maior
percentagem de anotacdo dos transcritos, enquanto os transcritomas de B. xylophilus
crescido em fungo e JIII crescidos em planta obtiveram um menor nivel de anotacao.
Estes resultados refletiram-se na distribuicdo comparativa dos transcritos nas vias
metabolicas/processos biologicos presentes no KEGG (Tabela 8), com o favorecimento
para os transcritomas com maior percentagem de anotacdo. O numero de transcritos
anotados pertencentes aos diferentes niveis em analise, foi comparado de forma a
avaliar a existéncia de diferencas na representacdo dos transcritos entre os niveis de
anotacdo. Os termos “Metabolismo e biossintese de glicanos”, “Sistema enddcrino” e
“Sistema nervoso” foram 0s que apresentaram maior distribuicdo diferencial entre os
transcritos dos transcritomas em comparagdo (Tabela 8). A via de “Metabolismo e
biossintese de glicanos”, apresenta proteinas relacionadas com a degradacdo de
glicanos, evidenciando a potencialidade desta estratégia na identificacdo de interacdes
dos nematodes com os polissacarideos da planta, nomeadamente os da parece celular.

Os resultados dos termos “Sistema enddcrino” e “Sistema nervoso” sao interessantes na
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medida em que podem estar relacionados por transcritos que partilham KOs envolvidos
em ambos 0s termos. Apesar do reduzido conhecimento sobre os processos bioldgicos
do sistema nervoso e mecanismos de sinalizacdo celular em nematodes, a estratégia
utilizada permitiu identifica-los como potencialmente importantes no parasitismo pela

diferenca de representacdo entre B. xylophilus e B. mucronatus.

Tabela 8 - Distribuicdo dos transcritos nas vias metaboélicas KEGG. Os transcritos foram anotados
através da ferramenta KAAS, sendo apresentada a percentagem de transcritos em relagdo ao nimero total
de transcritos para cada via de cada transcritoma.

B. xylophilus ~ B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)

(fungo) (fungo) machos fémeas Jui
Metabolismo
Metabolismo de carbohidrato 1,84 2,31 2,80 3,04 1,88
Metabolismo energético 1,04 1,32 1,65 1,95 1,13
Metabolismo lipidico 1,32 1,49 1,70 2,08 1,35
Metabolismo de nucle6tidos 0,88 1,15 1,17 1,46 1,00
Metabolismo de aminoécidos 1,60 1,88 2,19 2,48 1,63
Metabolismo de outros 0,35 0,42 0,58 0,58 0,42
aminoécidos
Metabolismo e biossintese 0,80 0,58 0,70 0,91 0,78
de glicanos
Metabolismo de cofatores e 0,52 0,61 0,64 0,78 0,54
vitaminas
Metabolismo de 0,19 0,21 0,22 0,28 0,17
terpenoides e polecetideos
Biossintese de outros 0,17 0,22 0,22 0,22 0,19
metabolitos secundérios
Metabolismo e 0,47 0,54 0,67 0,75 0,54
biodegradagéo de
xenobidticos
Processamento de
informacao genética
Transcricao 1,09 1,35 1,45 1,93 1,04
Tradugéo 2,62 3,21 3,57 4,71 2,64
Enrolamento, separacéo e
degradacio 2,00 2,47 2,81 3,26 2,09
Replicacdo e reparacdo 0,87 0,97 0,75 1,43 0,66
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Tabela 8 - Distribuicgéo dos transcritos nas vias metabdlicas KEGG. Os transcritos foram anotados

através da ferramenta KAAS, sendo apresentada a percentagem de transcritos em relacdo ao nimero

total de transcritos para cada via de cada transcritoma. (Continuacéao)

B. )((f)ﬂzzz;lus B. T;C;;)g;‘tus B. xylophilus (pinheiro)

machos fémeas JI

Processamento de

informagdo ambiental

Transporte através da 0,10 0,09 0,13 0,13 0,09

membrana

Traducéo de sinais 2,86 2,89 3,31 3,61 3,26

Moléculas e interacGes de 0,14 0,11 0,10 0,12 0,21

sinalizacédo

Processos celulares

Transporte e catabolismo 1,45 1,70 1,97 2,51 1,63

Motilidade celular 0,30 0,35 0,38 0,50 0,37

Crescimento e morte 1,70 1,53 1,58 2,53 1,27

celular

Comunicacdo celular 0,76 0,89 0,84 1,00 0,91

Sistemas do organismo

Sistema imunitario 1,38 1,53 1,51 1,73 1,51

Sistema enddcrino 1,56 1,48 1,65 1,76 1,65

Sistema circulatorio 0,31 0,30 0,46 0,50 0,35

Sistema digestivo 0,70 0,65 0,87 0,90 0,81

Sistema de excrecéo 0,46 0,54 0,61 0,68 0,52

Sistema nervoso 1,63 1,58 1,93 1,65 1,77

Sistema sensorial 0,16 0,16 0,28 0,13 0,19

Desenvolvimento 0,31 0,36 0,29 0,40 0,36

Adaptacdo ambiental 0,31 0,31 0,35 0,40 0,33

Sistema imunitario 1,38 1,53 1,51 1,73 1,51
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4. Redug¢ao da redundancia nos transcritomas

A quantidade de dados gerados pelas novas tecnologias de sequenciacdo €
enorme, revelando a potencialidade destas permitirem a analise detalhada de sistemas
bioldgicos completos'®. No entanto, a organizacdo e analise dos dados gerados
requerem ferramentas bioinformaticas para que respostas bioldgicas de interesse possam
ser alcancadas.

A ferramenta CD-Hit visa a eliminagéo de redundancia de grandes conjuntos de
dados pela formacdo de clusters de sequéncias biologicas, que partilham um
determinado nivel de similaridade, permitindo aumentar a eficiéncia de analises
posteriores sobre as sequéncias.

O CD-Hit foi entdo utilizado para diminuir a quantidade de informacgéo gerada
em cada transcritoma (sequéncias duplicadas e outras formas de redundancia) e de
forma comparativa, constituindo uma interessante ferramenta de transcritbmica
comparativa.

O nivel de similaridade utilizado como limite para o clustering das sequéncias
de aminoacidos foi de 80%, tendo este valor sido alvo de estudo para estabelecer um
equilibrio entre a reducdo da redundancia dos transcritomas e a confianca dos resultados
gerados (Tabela Suplementar 1). Os resultados da reducdo da redundéncia nos
transcritomas estdo apresentados na Tabela 9. Consoante o numero total de transcritos
em cada transcritoma, foi obtida uma maior reducdo da redundancia (10%) para os
transcritomas com maior quantidade de informagdo. No minimo, conseguiu-se obter
uma reducdo de 3%, correspondente a eliminacdo de mais de 300 sequéncias, no

transcritoma de fémeas B. xylophilus crescidas em pinheiro.
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Tabela 9 - Reducdo da redundancia através da ferramenta CD-Hit. Os transcritos foram agrupados
por similaridade com um limite minimo de 80% e a percentagem da reducdo do nimero de sequéncias de
aminoacidos originais calculada face ao nimero total de transcritos em cada transcritoma.

B. xylophilus ~ B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)
(fungo) (fungo) macho fémea JHI
# Total de sequéncias de 12.038 9.231 6.807 6013  11.444
aminoacidos
# Clusters 10.790 8.719 6.522 5.812 10.286
Reducédo da redundancia 10% 6% 5% 3% 10%

5. Transcritdmica comparativa a partir de clusters

Todas as sequéncias dos cinco transcritomas foram submetidas em conjunto na
ferramenta CD-Hit dividindo-as em clusters, com um nivel de identidade minimo de
80%. De seguida, as proteinas foram analisadas segundo proteinas especificas de cada
transcritoma e as partilhadas por pelo menos dois deles. O conjunto de proteinas foi
agrupado em 19.584 clusters, em que 9.831 sdo constituidos por sequéncias de pelo
menos dois transcritomas. Os transcritomas com mais clusters exclusivos foram o de B.
mucronatus e de B. xylophilus crescidos em fungo (Tabela 10). Conseguiu-se, assim,
obter um conjunto de sequéncias representativas dos diversos clusters e,
potencialmente, representativas de diversas fun¢Ges moleculares especificas de cada
transcritoma.

A organizagédo dos dados iniciais em clusters pelo CD-Hit representa um ponto
de partida de transcritbmica comparativa, permitindo a realizagdo de pesquisas dirigidas
de acordo com os objetivos do estudo e visando a identificacdo de proteinas especificas
de B. xylophilus comparativamente a B. mucronatus, de proteinas de B. xylophilus
exclusivamente expressas em planta e de proteinas especificas entre as diferentes

formas de vida de B. xylophilus estudadas em planta.
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Tabela 10 - Clusters especificos de cada transcritoma. Todas as proteinas dos cinco transcritomas
foram organizadas em clusters com um limite minimo de similaridade de 80% e foram identificados os
clusters especificos de cada transcritoma.

B. xylophilus ~ B. mucronatus B. xylophilus (pinheiro)
(fungo) (fungo)

macho fémea Jii

# Clusters especificos 2.468 2.844 1.077 855 3.279

5.1 Comparacao entre B. xylophilus e B. mucronatus

A eficiéncia da abordagem transcritbmica com recurso ao CD-Hit foi testada
com a comparacao entre os transcritomas de B. xylophilus e B. mucronatus crescidos em
fungo. O nosso primeiro objetivo foi avaliar as diferencas entre os dois organismos de
forma a identificar caracteristicas especificas do NMP com valor biol6gico no
parasitismo. Os trés conjuntos de sequéncias de interesse, especificas de B. xylophilus,
especificas de B. mucronatus e comuns entre os dois transcritomas, serviram de base

para analises posteriores.

5.1.1 Transcritdmica comparativa integrada com Myrna

O facto da abordagem direta do CD-Hit sobre os transcritomas nao permitir a
analise de sequéncias diferencialmente expressas entre os transcritomas em analise
promoveu a utilizacdo de abordagens de transcritomica comparativa complementares
para incluir esta informag&o. Isto porque este grupo de proteinas possui grande interesse
na medida em que as proteinas importantes no parasitismo podem nédo corresponder
somente a proteinas especificas de B. xylophilus mas a sua expressdo diferencial
contribuir, também, para uma maior capacidade de induzir a infe¢cdo no hospedeiro.

A inclusdo de transcritos diferencialmente expressos foi conseguida com recurso
a uma biblioteca conjunta que resultou da assemblagem das reads correspondentes aos
transcritomas de B. xylophilus e B. mucronatus crescidos em fungo, necessaria para a
utilizacdo da ferramenta Myrna. Os dados contidos nesta biblioteca permitem saber a
contribuigéo das reads de cada transcritoma para a formacéo de cada contig. A incluséo
da biblioteca conjunta permite que adicionemos o0s resultados da analise do Myrna a
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analise estrutural conseguida com o CD-Hit. Esta estratégia admite, assim, integrar um
segundo nivel de transcritbmica comparativa, no qual o Myrna permite a realizagdo de
pesquisas segundo grupos de proteinas com diferentes niveis de expressdo entre os dois
transcritomas. O esquema de analise esta representado na Figura 9.

A estratégia de comparacdo teve por base 3 bibliotecas de transcritos (B.
xylophilus crescido em fungo, B. mucronatus crescido em fungo e a conjunta dos 2
transcritomas individuais) e visou a construgdo de 3 conjuntos de sequéncias
(especificas de B. xylophilus, especificas de B. mucronatus e partilhadas entre os 2
organismos). Nem todas as sequéncias presentes na biblioteca conjunta sdo partilhadas
pelos organismos, ou seja, sdo formadas por reads provenientes dos transcritomas de
ambos 0s organismos. Adicionalmente, também existem sequéncias formadas apenas
por reads de B. xylophilus ou somente por reads de B. mucronatus. Assim, foi
necessario identificar a proveniéncia de todas as sequéncias constituintes da biblioteca
conjunta e separa-las em conjuntos de sequéncias especificas de B. xylophilus,
especificas de B. mucronatus e partilhadas entre os 2 organismos (Figura 9). Esta
abordagem foi necessaria para que na analise das sequéncias presentes na constitui¢éo
dos clusters gerados pelo CD-Hit fosse possivel identificar a origem e a partilha de cada
sequéncia entre os transcritomas. Caso contrario, todos os clusters constituidos por pelo
menos uma sequéncia da biblioteca conjunta seriam considerados de comuns entre 0s

organismos, perdendo assim informacéo potencialmente relevante.
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sequéncias sequéncias ndo
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anotadas anotadas anotadas

2 606 1323 1459
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interesse

Andlise dos respetivos
resultados Myrna

Figura 9 - Esquema ilustrativo da abordagem transcritdmica comparativa integrada com Myrna.
Representacdo esquematica de todo o processo desde a divisdo das sequéncias pertencentes as bibliotecas
de B. xylophilus (Bx), B. mucronatus (Bm) e a conjunta entre os dois organismos (BxBm) até a analise
dos resultados de expressdo diferencial pelo Myrna. A biblioteca conjunta foi dividida em sequéncias
especificas de B. xylophilus (x_BxBm), especificas de B. mucronatus (m_BxBm) e partilhadas entre os
dois organismos (p_BxBm), permitindo, posteriormente, a integracdo dos resultados do Myrna, quanto a
sequéncias diferencialmente expressas entre 0s dois organismos.

O grupo da biblioteca conjunta correspondente a sequéncias especificas de B.
xylophilus integrou as sequéncias constituidas por pelo menos uma read do transcritoma
de B. xylophilus e por um maximo de 5 reads de B. mucronatus (Figura 9). Por sua vez,
0 grupo das sequéncias especificas de B. mucronatus consistiram nas sequéncias sem
contribuicdo do transcritoma de B. xylophilus, logo apenas com contribuicdo de B.
mucronatus (Figura 9). As restantes sequéncias da biblioteca conjunta integraram o

grupo das sequéncias comuns entre os dois organismos (Figura 9). A diferenca de
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critério na definicdo de sequéncias especificas de B. xylophilus e B. mucronatus visa a
integracdo de maior quantidade possivel de informacdo com potencial biologico de
acordo com o0s objetivos da comparacdo. Como 0s objetivos consistiram na
identificacdo de genes potencialmente envolvidos no parasitismo de B. xylophilus, o
favorecimento da informacao referente a este organismo foi obtido pela consideracao,
para além das sequéncias somente constituidas por reads de B. xylophilus, das
sequéncias com reduzida contribuicdo de B. mucronatus. A contribuicdo de B.
mucronatus nestas sequéncias pode estar envolvida com limitagdes da abordagem
experimental, como a assemblagem dos contigs. Desta forma, diminuimos o risco de
perder informacdo biologicamente relevante, apenas porque o contig foi assemblado, em
conjunto com um elevado nimero de reads de B. xylophilus, por 1, 2, 3, 4 ou 5 reads de
B. mucronatus (Figura 9).

Apos a divisdo da biblioteca conjunta em 3 grupos de sequéncias, cada um
destes e os dois transcritomas conjuntos foram divididos em sequéncias anotadas e ndo
anotadas, segundo a anotacdo por BLAST, InterPro e GO (presente no pipeline de
processamento das reads). Esta segunda divisdo permite a analise da funcéo e estrutura
caracteristicas de cada cluster de acordo com as sequéncias que o constituem. No final,
comparamos 3 grandes conjuntos de sequéncias: as presentes em B. xylophilus com
contribuicdo das sequéncias do transcritoma individual do organismo e das especificas
de B. xylophilus provenientes da biblioteca conjunta; as presentes em B. mucronatus
compreendendo as sequéncias do transcritoma individual do organismo e das
especificas de B. mucronatus provenientes da biblioteca conjunta; e as sequéncias
partilhadas pelos 2 organismos identificadas a priori a partir da biblioteca conjunta
(Figura 9).

Todas as sequéncias foram submetidas a ferramenta CD-Hit em conjunto,
podendo ser diferenciadas por marcagdes no nome, de acordo com o grupo de origem e
organizadas em clusters com um nivel de similaridade minimo de 80% (Figura 9). A
constituicdo dos clusters foi analisada manualmente e identificados aqueles somente
constituidos por sequéncias presentes em B. xylophilus, por sequéncias presentes em B.
mucronatus e 0s restantes, constituidos por sequéncias dos dois organismos e
sequéncias identificadas como partilhadas através da biblioteca conjunta. Os diferentes
resultados gerados pelo CD-Hit sdo organizados como apresentado na Tabela 11. O
cluster 0 é constituido por sequéncias dos dois organismos (Tabela 11), sendo

considerado como partilhado por estes. O cluster 3 € apenas constituido por sequéncias
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de B. xylophilus, enquanto o cluster 82 é constituido somente por sequéncias de B.
mucronatus (Tabela 11), sendo considerados como especifico de B. xylophilus e
especifico de B. mucronatus, respetivamente. A sequéncia representativa de cada cluster
corresponde a sequéncia com anotacdo (caso esteja presente na constituicdo do cluster
pelo menos uma) e de maior comprimento a nivel de aminoacido. As sequéncias
representativas dos varios clusters constituiram os conjuntos de sequéncias especificas
de B. xylophilus, especificas de B. mucronatus e comuns aos dois organismos. Estes

conjuntos foram a base das analises posteriores.

Tabela 11 - Exemplo dos resultados gerados pelo CD-Hit. Representacdo dos trés diferentes tipos de
clusters obtidos consoante a presenca de sequéncias provenientes do transcritoma de B. xylophilus (Bx),
do transcritoma de B. mucronatus (Bm) e dos trés conjuntos de sequéncias especificas obtidos pela
divisdo da biblioteca conjunta, isto é, as sequéncias especificas de B. xylophilus (x_BxBm), sequéncias
especificas de B. mucronatus (m_BxBm) e sequéncias partilhadas pelos dois organismos (p_BxBm). A
sequéncia apresentada € a representativa do respetivo cluster.

#Cluster Bx Bm  x BxBm m_BxBm p_BxBm Sequéncia
0 3 3 1 2 2 BmPt2_000804
3 3 0 3 0 0 BmPt2_BxPt17_001706
82 0 4 0 1 0 BmPt2_BxPt17_012405

Os resultados globais dos conjuntos identificados séo apresentados na Tabela 12.
O conjunto de sequéncias especificas de B. xylophilus € constituido por 6.185
sequéncias, enquanto o numero de sequéncias especificas de B. mucronatus é de 2.561
sequéncias. Construimos, assim, um conjunto de informacdo mais reduzido que o
transcritoma original de B. xylophilus, o que permite analises mais detalhadas e
potencialmente mais reveladoras de indicagcBes bioldgicas importantes sobre o
nematode. O conjunto de sequéncias detetadas em ambos 0s transcritomas é de 7.885,
associadas a processos bioldgicos comuns entre nematodes.

Dentro dos clusters formados, a percentagem de sequéncias de aminoacidos com
anotacdo varia de amostra para amostra (Tabela 12), mas revela que muitos dos
transcritos sd@o ainda desconhecidos e podem representar informacdo nova dos dois
nematodes. Foi considerado um filtro adicional para selecionar as sequéncias com maior
interesse bioldgico e eliminar alguma redundéncia. Este consistiu na consideragdo

exclusiva de sequéncias anotadas pela estratégia BLASTP no pipeline de processamento
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de reads com E-value inferior a 10°°. Utilizando estes parametros, o conjunto de maior
importancia, o das sequéncias especificas de B. xylophilus, foi reduzido a 2.986
sequéncias, representando um bom conjunto de partida para analises posteriores.
Conseguimos, assim, reduzir o nivel de informacéo a analisar, eliminando redundéancia e
sem perder potencialidade de valor bioldgico nas sequéncias identificadas. Este
conjunto representa um bom ponto de partida para a identificacdo de novos efetores
envolvidos no mecanismo de patogenicidade do NMP, para consequente avaliagédo do

nivel de expressao entre as amostras sob estudo por RT-qPCR.

Tabela 12 - Constituicdo dos clusters de interesse gerados no pipeline da abordagem
transcritomica comparativa integrada com Myrna. Os clusters em analise foram identificados por
conterem apenas sequéncias do transcritoma de B. xylophilus ou sequéncias especificas de B.
mucronatus ou serem constituidos por sequéncias provenientes dos dois transcritomas. A anotacdo das
sequéncias especificas foi calculada entre o nimero de sequéncias especificas anotadas (pelas
abordagens BLASTP e InterPro) e o nimero clusters especificos. O ndmero de clusters corresponde ao
numero total de sequéncias representativas desses clusters.

Bibliotecas
B. xylophilus  B. mucronatus Partilhada
(fungo) (fungo)

# Clusters especificos 6.185 2.561 7.885

# Sequéncias especificas 2986 769 5903
anotadas

0 x

% de anotacdo das 48% 30% 7506

sequéncias especificas

A analise anterior gerou clusters baseados em homologia de aminoacidos. No
entanto, e dado que os transcritos podem ndo corresponder a sequéncia completa do
MRNA e dois transcritos da mesma proteina poderem estar em clusters diferentes, foi
efetuada uma analise adicional através da anotacdo funcional dos transcritos. As
sequéncias dos conjuntos identificados foram analisadas de acordo com a sua funcgéo
identificada como dominio proteico (InterPro). Os resultados da analise destes termos
sdo apresentados na Tabela 13. Os termos foram comparados entre 0s conjuntos de
sequéncias e foram identificadas as anotacGes exclusivas de cada grupo. Parte das
anotacbes presentes no conjunto de sequéncias especificas de B. xylophilus,
correspondente a 26% destas, ndo teve correspondéncia nas anotacoes das sequéncias de

B. mucronatus. Em B. mucronatus este valor correspondeu a 8%. Estes resultados
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sugerem, em concordancia com os resultados apresentados na Tabela 13, que o
transcritoma de B. xylophilus apresenta diferengas em relagédo ao de B. mucronatus e
que as nossas abordagens permitem a identificacdo de sequéncias que potencialmente
contribuem para esta variedade. O interesse nas anotagdes funcionais exclusivas de B.
xylophilus determinaram a analise manual dos 406 termos InterPro de forma a
identificar potenciais efetores no parasitismo do nematode, segundo o conhecimento
atual da DMP.

Tabela 13 - Anotacéo segundo termos InterPro dos conjuntos de sequéncias de interesse obtidas na
abordagem de transcritbmica comparativa integrada com Myrna. Os resultados da anotagdo obtida
pelas sequéncias nos transcritomas originais pelo pipeline de processamento das reads foram analisados
e comparados. Assim, foram identificados os termos InterPro apenas anotados em sequéncias especificas
de B. xylophilus, em sequéncias especificas de B. mucronatus e pelas sequéncias representativas dos
clusters constituidos por sequéncias provenientes de ambos 0s organismos.

Bibliotecas
B. xylophilus  B. mucronatus Partilhada
(fungo) (fungo)
# Termos InterPro anotados 1.569 520 3.578
# Termos InterPro especificos 406 44 2.298

Das anotacGes InterPro identificadas foram selecionados quatro grandes grupos
de interesse: recetores acoplados a proteina G (GPCR), metabolismo de acidos gordos,
resposta a estimulos e sistema nervoso (Material suplementar 2). A selecdo destes
grupos consistiu na potencialidade de serem importantes no parasitismo do NMP e,
consequentemente, permitirem a identificacdo de alvos para andlise da expressao
diferencial entre as amostras em estudo. Os genes identificados poderdo codificar
proteinas com potencialidade de possuirem uma acéo efetiva no mecanismo molecular
de patogenicidade.

Os GPCR estdo estritamente associados a fungbes no sistema nervoso, no
entanto a quantidade de anotagdes InterPro associadas a estes recetores revela que o B.
xylophilus pode apresentar uma bateria de genes mais completa do que B. mucronatus.
Esta especificidade no NMP pode estar associada a importantes processos bioldgicos no
parasitismo como a regulacdo do desenvolvimento do neméatode, identificacdo de sinais

71



quimicos exdgenos e armazenamento de energia sob a forma de acidos gordos (Tabela
Suplementar 2).

As anotacOes associadas ao sistema nervoso do nematode foram diferenciadas
dos GPCR na medida em que identificam um processo bioldgico importante nos
nematodes: o metabolismo do colesterol. Este lipido é muito importante no
desenvolvimento do tecido cerebral do neméatode e determina a entrada do neméatode na
fase JI1I, consoante as condic¢des onde se encontra. A exploracdo do sistema nervoso de
B. xylophilus foi descrita em 2011?}, sendo identificados alguns genes importantes no
desenvolvimento do nematode e, consequentemente, com potencialidade de
constituirem alvos de controlo do NMP.

O metabolismo de é&cidos gordos é um processo pelo qual os nematodes
sobrevivem em condi¢des de stress, experienciadas, por exemplo, durante o parasitismo
de plantas. Com maior importancia para as etapas larvais de sobrevivéncia (JI1I e JIV),
também os adultos dependem das reservas de &cidos gordos para a inducdo do
parasitismo. Um mecanismo utilizado por nematodes parasitas de plantas para obtencdo
de fontes de energia consiste na absorcdo de &cidos gordos naturais do organismo
hospedeiro™™.

A resposta a estimulos é um dos processos melhor descritos no mecanismo de
patogenicidade de B. xylophilus®***’. A maioria das anotacées funcionais identificadas
esta relacionada com a defesa do nemaétode a toxicidade de ROS, estando varios genes
ja descritos na literatura pertencentes a este mecanismo de defesa do nematode, como
catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase (Tabela 1). Interessantemente,
foi identificada uma anotacdo InterPro (IPR005708) correspondente a proteina
homogentisato dioxigenase (HGD) (Material suplementar 2). Existem evidéncias que o
homogentisato pode exercer funcbes de sequestracdo de ROS e inibicdo de apoptose

celular induzida por H,0,"%%**

, sendo pouco conhecido este potencial mecanismo de
defesa em nemétodes parasitas de plantas.

Uma anélise adicional consistiu na comparacdo por BLASTP das sequéncias de
aminoéacidos identificadas como especificas de B. xylophilus contra a base de dados de

proteinas em C. elegans depositada no Wormbase?®

. Apenas foram consideradas as
sequéncias anotadas (2.986 sequéncias), permitindo o acesso a informagéo bioldgica
sobre as sequéncias exclusivas de B. xylophilus. Estratégias de comparagdo entre
nematodes parasitas face a C. elegans visando identificacdo de homologias ou

divergéncias entre os genomas sdo largamente utilizadas atualmente®:. Foram
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identificados 553 (19%) transcritos especificos de NMP face a C. elegans. Este
resultado representa uma validacdo da abordagem de transcritomica comparativa a partir
dos clusters, na medida em que apds a submissdo dos filtros visando a identificagdo de
sequéncias especificas de B. xylophilus, a informacdo filtrada continua com a
potencialidade de representar caracteristicas genéticas deste nematode. Esta analise
revelou-se Gtil na identificacdo de sequéncias exclusivas de B. xylophilus face a C.
elegans e B. mucronatus, representando um conjunto de genes com potencial interesse
no parasitismo. As sequéncias identificadas ndo foram analisadas no ambito deste
trabalho, constituindo uma base de dados para futuros estudos.

Os transcritos em estudo foram anotados funcionalmente segundo os termos KO
e analisadas as contribui¢Bes de anotacGes especificas de B. xylophilus, B. mucronatus e
comuns entre eles em cada via metabdlica descrita no KEGG. Os niveis de anotacao de
cada conjunto foram de 30, 27 e 43% para as sequéncias especificas de B. xylophilus,
especificas de B. mucronatus e partilhadas por ambos 0s organismos, respetivamente.
No grupo de sequéncias especificas de B. xylophilus foram anotados 1.197 termos KO,
sendo identificados 568 como exclusivos. Os resultados revelaram o grau de
exclusividade do NMP em cada via metabolica KEGG e, adicionalmente, face a B.
mucronatus. Foram identificadas as vias metabolicas em mais de 25% de anotagdes
KOs especificas pertenceram a B. xylophilus. Da sua analise manual resultou a selegdo
de 15 vias metabolicas de maior interesse consoante a respetiva distribuicdo das
anotacdes KOs especificas ao longo da via metabolica (Tabela 14). Estas apresentaram
uma distribuicdo espacial das anota¢es sequencial ou parcialmente sequencial, como o
exemplo da via do metabolismo do homogentisato apresentado na Figura 10,

evidenciando a possibilidade de integrarem uma diferenca metabolica em B. xylophilus.
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Tabela 14 - Representacdo das vias metabdlicas KEGG de interesse em B. xylophilus. O nimero
total de anotacGes em cada via metabdlica foi comparado com o nimero de anotagdes exclusivamente
obtidas por sequéncias especificas de B. xylophilus. Este Gltimo dado foi comparado com o nimero total
de anotacdes especificas obtidas pelos 3 grupos. As vias metabdlicas em analise sdo identificadas
numericamente pelo nimero do mapa metabdélico na base de dados KEGG. Wnt: “wingless-type MMTV
integration site family”

) . # Total de KOs # KOs de B. # KOs % KOs
Vias metabdlicas ) . .
anotados xylophilus especificos  especificos
00061 Biossintese de acidos gordos
10 5 1 100%
00100 Biossintese de esteroides 4 2 2 50%
00350 Metabolismo da tirosina 20 9 3 38%
00510 Biossintese de N-glicanos 33 13 6 35%
00531 Degradacéo de
] o 4 3 2 100%
glicosaminoglicanos
00627 Degradacdo de aminobenzoatos 9 4 2 40%
00643 Degradacéo de estireno 6 5 4 100%
02010 Transportadores ABC 16 6 3 30%
04310 Via de sinalizacdo Wnt 46 18 11 37%
04020 Via de sinalizacdo do célcio 27 14 10 56%
04080 Interagdo de recetores ligandos
) 12 8 8 80%
neuroativos
04974 Digestdo e absorc¢do de proteinas 17 6 3 38%
04975 Digestao e absorg¢do de lipidos 8 4 2 50%
04724 Sinapses glutaminérgicas 21 9 7 44%
04725 Sinapses colinérgicas 23 9 7 37%

A estratégia da anotacdo contra a base de dados KEGG permitiu a identificacdo
de vias metabolicas associadas a processos bioldgicos com interesse na elucidagdo do
mecanismo de patogenicidade de B. xylophilus (Tabela 14). As vias metabdlicas
identificadas constituem um resultado interessante na medida em que, para alem de
estarem relacionadas com processos bioldgicos importantes no parasitismo do NMP,
apresentam niveis de exclusividade em sequéncias especificas de B. xylophilus
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consideraveis. S&o varios 0s processos bioldgicos nos quais B. xylophilus apresenta
exclusividade de transcritos nos resultados da estratégia utilizada.

A via metabodlica “Biossintese de acidos gordos” podera estar relacionada com o
metabolismo dos &cidos gordos, quer a nivel de absorcéo, sintese ou degradacao, o qual
¢ de extrema importancia para a sobrevivéncia de nematodes parasitas nas plantas
hospedeiras’’®. Foram identificados transcritos com anotagBes especificas em vias
metabolicas com base em glicanos, 0s quais representam um dos niveis de maior
interacdo entre nematodes e plantas. Este grupo de anotacdes podera revelar interacoes
de efetores presentes em secrecdes de B. xylophilus que atuem sobre os glicanos
constituintes da parece celular e outros tecidos da planta, nomeadamente a nivel da sua
degradacdo (via metabolica “Degradacdo de glicosaminoglicanos”). As anotagfes
potencialmente envolvidas no sistema nervoso (“Interacdo de recetores ligandos
neuroativos”, “Sinapses glutaminérgicas” e “Sinapses colinérgicas”) e na sinalizacao
molecular (“Via de sinalizacdo Wnt” e “Via de sinaliza¢do do célcio”) representam um
grupo de grande importdncia mas cujo conhecimento ainda € reduzido. Possiveis
diferencas moleculares ao nivel destes processos bioldgicos poderdo permitir ao NMP
um mecanismo de patogenicidade mais efetivo que o B. mucronatus®. Foram também
identificadas vias metabolicas com resultados interessantes que estdo envolvidas em
processos ja conhecidos em B. xylophilus como a resposta ao stress oxidativo,
representada pela via metabdlica dos transportadores ABC. Yan e colaboradores*
apresentaram a anotacdo detalhada deste grupo proteinas no transcritoma de B.
xylophilus, demonstrando uma grande variedade de transportadores importantes no
transporte membranar, quer de produtos metabdlicos como os gerados durante o

140 Muitos dos resultados estdo de acordo com os

metabolismo de destoxificacdo
obtidos nos resultados na analise das anotacGes InterPro, apresentados no Material
suplementar 2. A concordancia obtida a nivel de conclusbes bioldgicas revela a
confiangca em ambas as estratégias e nos resultados obtidos, identificando os processos
bioldgicos discutidos como potencialmente envolvidos na efetiva capacidade de B.
xylophilus induzir a DMP e B. mucronatus nao representar esse perigo.

A via do metabolismo da tirosina foi analisada com maior detalhe pela relagédo
das anotacGes KO obtidas, face & analise de anotacdo por InterPro. Também a
abordagem do KEGG identificou o metabolismo do homogentisato como
diferencialmente ativo em B. xylophilus. As enzimas envolvidas neste processo

biolégico sdo a 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (4HPPD), homogentisato
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dioxigenase (HGD), maleilacetoacetato isomerase (MAI) e fumarilacetoacetato
hidrolase (FAH)'!. No mapa da via metabélica estas correspondem as anotaces EC
1.13.11.27, 1.13.11.5, 5.2.1.2 e 3.7.1.2, respetivamente (Figura 10). A Figura 10
apresenta parte da via 00350 Metabolismo da tirosina, onde estdo apresentadas
anotacbes KO referentes as sequéncias especificas de B. xylophilus, sendo evidente a
distribuicédo das anotacdes identificadas no metabolismo do homogentisato.

A comparacdo das anotagdes na via de metabolismo do homogentisato apenas
detetou as enzimas 4HPPD e MAI expressas B. mucronatus. As diferencgas de expressdo
nos genes desta via nos varios transcritomas foram exploradas por RT-qPCR (Figura
13).
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Figura 10 - Representacdo espacial de anotagSes KO obtidas por sequéncias especificas de B.

xylophilus na via do metabolismo da tirosina, referente ao metabolismo do homogentisato. Estdo

identificadas a vermelho as enzimas 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (EC 1.13.11.27), homogentisato

dioxigenase (EC 1.13.11.5), maleilacetoacetato isomerase (EC 5.2.1.2) e fumarilacetoacetato hidrolase

(EC 3.7.1.2).
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6 Andlise final segundo Myrna

De forma a fazer a ponte entre os resultados obtidos na comparacdo dos
transcritomas de B. xylophilus e B. mucronatus e completar toda a analise comparativa
entre as cinco amostras em estudo, a estratégia seguinte consistiu na analise dos genes
diferencialmente expressos entre os transcritomas de B. xylophilus crescido em planta.

Os genes identificados pelo Myrna como diferencialmente expressos entre 0s
transcritomas de B. xylophilus crescidos em planta compreendem um ponto de partida
importante para identificacdo de efetores no parasitismo do nematode. Os genes com
diferente expressdo podem revelar interacGes especificas que os diferentes estagios de
nematodes estabelecem com a planta hospedeira e elucidar o mecanismo de
patogenicidade do NMP. Adicionalmente, o nivel de expressédo dos genes identificados
podera ser comparado com o0s obtidos nos transcritomas de B. xylophilus e B.
mucronatus crescidos em fungo, completando todas as combinagdes de transcritomica
comparativa.

A assemblagem conjunta das reads geradas na sequenciacdo dos transcritomas
dos nematodes crescidos em planta (necessaria para a ferramenta Myrna) gerou uma
biblioteca constituida por 15.461 transcritos. Destes, 1.845 genes foram identificados
pelo Myrna como diferencialmente expressos segundo um p-value de 5e> A
percentagem de sequéncias sem anotacdo por BLAST foi de 25%, sendo dificil a
identificacdo de que proteina a sequéncia codificara. Vérias estratégias de anotacao
funcional foram aplicadas a este conjunto de sequéncias de forma a gerar um conjunto
de informacdo com grande potencialidade bioldgica. Adicionalmente, o facto de
partirmos para as analises posteriores com um grupo de sequéncias mais reduzido (face
aos transcritomas completos) representa uma vantagem para a obtencdo de informacéo
bioldgica mais elucidativa.

Um conjunto de analises foram aplicadas sobre as sequéncias identificadas pelo
Myrna como diferencialmente expressas. As 1.845 sequéncias foram analisadas
segundo a potencialidade das proteinas codificadas serem secretadas para 0 meio
extracelular (presenca de peptidio sinal e auséncia de dominio transmembranar), tendo
sido identificadas 142 sequéncias potencialmente secretadas pelo neméatode em planta.

Este conjunto de genes representa uma bateria de proteinas que provavelmente estardo
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associadas a interacdes diretas com a planta, constituindo um grupo de genes com
grande interesse de estudo.

A anotacdo funcional segundo a ferramenta Merops foi realizada visando a
identificacdo de proteinas com grande interesse no parasitismo de nematodes parasitas
de plantas, as peptidases. A ferramenta permitiu a identificacdo de 65 sequéncias
anotadas entre 24 familias de peptidases e 6 de inibidores de peptidases. A familia com
maior nimero de sequéncias anotadas foi a C1A com 7 transcritos (Tabela 15). Segundo
a informacdo depositada no Merops, esta anotacdo corresponde a um grande conjunto
de exopeptidases e algumas endopeptidases, sendo dificil a atribuicdo de uma anotacéo
individual a um efetor desta familia. Um resultado interessante corresponde a
identificacdo de duas familias de inibidores de peptidases, um grupo de proteinas
importantes no mecanismo de parasitismo de nematodes parasitas de animais*** e de

143

plantas As anotacdes foram inseridas na base de dados de comparacdo das

sequéncias identificadas por Myrna, incluindo a informacéo bioldgica de cada anotacg&o.

Tabela 15 - ldentificagdo de familias de peptidases e inibidores de peptidases nas sequéncias
identificadas por Myrna. As 1.845 sequéncias foram submetidas a ferramenta de anotagdo Merops e foi
avaliada a distribuicdo do nimero de transcritos nas diferentes anotacdes.

Anotacdo Nome # Transcritos anotados
Familia C1A Papaina 7
Familia A1A Pepsina A 6
Familia 125B Cistatina A 6

Familia 129 Antigénio-a 2 de linfocitos T citotoxicos 6
Familia S9X Prolil oligopeptidase 6
Familia C19 Peptidase especifica de ubiquitina 14 5
Familia S33 Prolil aminopeptidase 5
Familia T1A Componente B do proteossoma de Archaea 5

Familia M23B Lisostafina 4

Familia I8 Inibidor de quimotripsina/elastase 3

Familia A22B Peptidase intramembranar 1 2
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Tabela 15 - Identificacdo de familias de peptidases e inibidores de peptidases nas sequéncias
identificadas por Myrna. As 1.845 sequéncias foram submetidas a ferramenta de anotacdo Merops e
foi avaliada a distribuicdo do nimero de transcritos nas diferentes anotacdes. (Continuagéo)

Anotacado Nome # Transcritos anotados

Familia M24X Metionil aminopeptidase 1 2
Familia S1A Quimotripsina A 2
Familia C2A Calpaina 2 1
Familia C13 Legumaina 1
Familia 14 Inibidor de peptidase a-1 1
Familia 132 Survivina 1
Familia 151 Inibidor Y de carboxipeptidase de serina 1
Familia M1 Aminopeptidase N 1
Familia M12B Adamalisina 1
Familia M13 Neprilisina 1
Familia M17 Leucil aminopeptidase 1
Familia M18 Aminopeptidase | 1
Familia M48A Peptidase Ste24 1
Familia M67A Peptidase PSMD14 1
Familia S8B Kexina 1
Familia SOA Prolil oligopeptidase 1
Familia S26 A Peptidase sinal | 1
Familia S26B Componente 21 kDa de sinalase 1
Familia S28 Carboxipeptidase Pro-Xaa lisossomal 1

Outras abordagens de anotacdo funcional foram utilizadas com o propdsito de
obter mais informagdes bioldgicas sobre as sequéncias em analise. As 1.845 sequéncias
foram anotadas segundo termos de CAZymes através plataforma online CAT. No total,

32 sequéncias foram anotadas, representando 2% do conjunto de sequéncias. Este
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resultado esta de acordo com a evidéncia que 4% das sequéncias identificadas pelo
Myrna como diferencialmente expressas entre as amostras em estudo obtiveram
anotacdo segundo a ferramenta Merops. O reduzido nivel de anotagcdo pode estar
relacionado com o facto de 720 sequéncias (39%) terem sido identificadas pelos
software Frame DP e ESTScan, ndo tendo obtido anotagdo por BLAST. Numa outra
perspetiva, estes resultados podem sugerir que a expressdao de efetores conhecidos no
parasitismo de B. xylophilus como peptidases e CAZymes é mantida entre as diferentes
populacdes de nematodes estudados em pinheiro, 0 que revelaria o seu efetivo interesse.
As anotacbes com maior destaque foram as anotadas com 4 transcritos cada,
correspondendo as familias glicosiltransferase 2 (GT2) e carbohidratos esterase 10
(CE10), as mais representadas das anotacGes. A familia GT2 podera estar envolvida no
metabolismo de glicanos como a degradacdo de moléculas provenientes da planta ou
sintese de polissacarideos constituintes da cuticula. Ambas as indicacGes poderdo
corresponder a enzimas com potencial envolvimento na DMP. A maioria dos membros
da familia CE10 sdo esterases que atuam a nivel de substratos ndo carbohidratos, como
acetilcolinesterases e esterase de esterdis. Kang e colaboradores®™ caracterizaram 3
acetilcolinesterases em B. xylophilus evidenciando a sua ac¢do na interagdo com toxinas
da reacdo de defesa da planta como a-pineno e limoneno, para além da sua funcéo
sinaptica conhecida. Assim, também estas familias podem compreender sequéncias com
valor bioldgico de interesse. A estratégia de anotacdo de CAZymes também apresentou
a potencialidade de identificacdo de efetores em B. xylophilus, constituindo uma
informacao de grande interesse a ser inserida na base de dados.

Como estratégia de anotacdo funcional e estrutural das sequéncias identificadas
pelo Myrna, estas foram comparadas com transcritos de C. elegans depositados na base
de dados Wormbase devido a grande quantidade de dados biologicos estudados neste
organismo modelo. O acesso a informagdo biologica de homdlogos em C. elegans
constitui uma fonte de conhecimento integrado nos processos metabélicos do filo
Nematoda. A informacédo obtida foi depositada na base de dados constituindo esta a
ultima abordagem de anotacdo dos transcritos identificados in silico diferencialmente

EXPressos.
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Tabela 16 - Identificacao de familias de CAZymes nas sequéncias identificadas por Myrna. As 1.845
sequéncias foram submetidas a ferramenta de anotacdo CAT e foi avaliada a distribuicdo do nimero de
transcritos nas diferentes anotacdes.

Anotacgdo Nome # Transcritos anotados

CE10 Familia carbohidrato esterase 10 4
GT2 Familia glicosiltransferase 2 4
CEl Familia carbohidrato esterase 1 3
GT1 Familia glicosiltransferase 1 3
GT31 Familia glicosiltransferase 31 3
GT14 Familia glicosiltransferase 14 2
GT66 Familia glicosiltransferase 66 2
GH13 Familia glicosil hidrolase 13 1
GH18 Familia glicosil hidrolase 18 1
GH37 Familia glicosil hidrolase 37 1
GH84 Familia glicosil hidrolase 84 1
GT7 Familia glicosiltransferase 7 1
GT8 Familia glicosiltransferase 8 1
GT22 Familia glicosiltransferase 22 1
GT47 Familia glicosiltransferase 47 1
GT57 Familia glicosiltransferase 57 1
GT64 Familia glicosiltransferase 64 1
GT92 Familia glicosiltransferase 92 1

A mimetizacdo de proteinas homdélogas do hospedeiro é um mecanismo de
parasitismo em neméatodes parasitas de plantas***. A abordagem utilizada para a
identificacdo de proteinas expressas envolvidas neste mecanismo identificou 14
sequéncias (Tabela 17). Estas ndo obtiveram correspondéncia de homologia face a

nematodes, mas apenas em plantas. As respetivas proteinas podem, assim, ser
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produzidas pelo NMP para a inducdo do parasitismo durante a DMP, constituindo
efetores de grande interesse. Estes genes poderdo ter surgido no genoma do nematode
como processo evolutivo, permitindo um mecanismo de patogenicidade mais eficaz. As
sequéncias BxPtl7_MFJ 001966 e BxPtl7_MFJ 014390 obtiveram como
correspondéncia por homologia na base de dados NCBI nr do reino Plantae duas
proteinas ribossomais (Tabela 17). As 14 sequéncias foram ainda submetidas a um
BLASTP contra sequéncias da familia Pine (taxid:3318) depositadas na base de dados
NCBI nr considerando um E-value limite de 1e, n&o obtendo, no entanto, qualquer
correspondéncia.

De acordo com as caracteristicas das sequéncias identificadas, as sequéncias
BxPt1l7_MFJ_001966 e BxPtl7_MFJ_014390 foram selecionadas para validagdo da
expressao diferencial entre as amostras de B. xylophilus. Estas corresponderam as
sequéncias com melhor relacdo entre o E-value obtido nesta abordagem de
transcritomica para identificagdo de proteinas de mimetizacdo e a nivel do E-value
alcancado na anotacdo por BLAST, o que representa a anotagdo com maior confianca.
No entanto, ndo foi possivel quantificar experimentalmente os niveis de expressdo das
proteinas devido a impossibilidade de otimizar a eficiéncia de amplificacdo dos genes.
A reduzida concentracdo dos genes resultou na auséncia de reprodutibilidade de
amplificacdo entre os padrbes de cDNA utilizados.

A base de dados gerada integra a informacdo do pipeline do processamento das
reads e das varias estratégias de anotacdo funcional integradas. Da analise manual de
toda a informacdo integrada resultou a identificacdo de 14 genes potencialmente
codificantes de efetores de B. xylophilus (Tabela 18). A expressao diferencial dos genes

indicada pelo Myrna foi validade por RT-qPCR.
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Tabela 17 - Sequéncias de potencial mimetizacdo de proteinas em planta identificadas pelo Myrna.
A comparacdo por homologia das 1.845 sequéncias identificadas através do BLASTP contra sequéncias
de plantas e neméatodes depositadas na base de dados NCBI nr.

Sequéncias Anotacéo Organismo E-value
BxPt17_MFJ_014531 ATP sintase, subunidade Medicago truncatula  1,85e-05
BxPtl7_MFJ_014353 Hidrolase da parece celular M.truncatula 1,5%-16
BxPtl7_MFJ_014808 Citocromo P450 Nicotiana tabacum 1,24e-05
BxPt17_MFJ 014794 Proteina hipotética M. truncatula 2,36e-12
BxPt17_MFJ 014474 Proteina hipotética M. truncatula 6,34e-05
BxPtl7_MFJ 014871 Proteina hipotética M. truncatula 5,98e-14
BxPtl7_MFJ 014926 Proteina hipotética Sorghum bicolor 1,61e-05
BxPt17_MFJ 015187 Proteina hipotética S. bicolor 3,40e-07

Proteina putativa de

BxPt17_MFJ_014881 Al Pisum sativum 1,78e-07
- = senescéncia

BxPtl7_MFJ_001966 Proteina ribossomal L11 Zea mays 1,35e-15

BxPtl7_MFJ_014390 Proteina ribossomal S10 M. truncatula 1,15e-31

BxPt17_MFJ 014371 Proteina desconhecida Oryza sativa 3,79e-26

BxPt17_MFJ 014358 Proteina desconhecida 0. sativa 1,20e-21

BxPtl7_MFJ 014391 Proteina desconhecida O. sativa 2,77e-15

7 Quantificacao dos niveis de expressao por RT-gPCR

As abordagens discutidas anteriormente originaram a identificacdo de dois
grupos de sequéncias de interesse: 0s genes envolvidos na via do homogentisato
(4HPPD, HGD, MAI e FAH) e os 14 genes identificados como diferencialmente
expressos in silico pelo Myrna e selecionados para quantificacdo da expressao. Estes 14
genes foram identificados com base na analise manual da informacdo biologica

recolhida relativamente as sequéncias identificadas pelo Myrna (1.845 sequéncias) e
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divididos, como apresentado na Tabela 18, em 8 peptidases, 1 CAZyme e 5 proteinas
secretadas.

O leque de genes cuja expressdo foi quantificada por RT-qPCR foi
estabelecido com a definicdo de mais um grupo de sequéncias de interesse apontadas na
literatura como envolvidas no mecanismo de parasitismo do NMP (Tabela 18). Neste
ultimo grupo foram selecionados genes de duas formas distintas. Os genes
correspondentes a uma glutationa peroxidase (GPX), superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e uma metaloprotease de zinco, correspondente a enzima 1 de conversédo
de proteinas farnesiladas (FCE-1) foram selecionados somente com base na anotacdo
obtida por homologia com a base de dados curada Swiss-Prot (obtida no pipeline de
processamento das reads). Os genes codificantes de proteinas GHF45, GHF16, PEL,
VAP 1, VAP 2 e CAL foram identificados com base na homologia apresentada face as
respetivas sequéncias identificadas em B. xylophilus e cujo envolvimento foi discutido
na introducdo do presente trabalho (Tabela 18).

O conjunto de genes cuja expressao relativa foi quantificada é composto por 28
genes e os primers desenhados para a sua amplificacdo estdo presentes em Tabela
Suplementar 3. A analise da expressdo diferencial in silico pelo Myrna foi avaliada em
todos os genes. Todas as sequéncias nédo identificadas pelo Myrna com uma expressao
diferencial de p-value inferior a 5e”, foram avaliadas segundo um p-value méximo de
5e. Isto porque os resultados estatisticos fornecidos pelo REST assumem como p-
value maximo de 0,05 para uma diferenca de expressdo relativa estatisticamente
significante. Assim, em termos comparativos, é importante considerar resultados do
Myrna cujo p-value maximo seja também de 0,05, permitindo a comparacao entre 0s

resultados experimentais e in silico.
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Tabela 18 - Genes selecionados para estudo por RT-gPCR. Os genes estdo divididos por conjuntos de acordo com a estratégia através da qual foram identificados e a sua
funcdo. Os resultados obtidos na analise estatistica (Myrna) estdo apresentados para os genes indicados como diferencialmente expressos in silico (p-value Myrna). A presenca
de peptidio sinal e de dominio transmembranar (TM) para identificagdo de proteinas potencialmente secretadas para 0 meio extracelular também é apresentada. O E-value
corresponde ao obtido por BLAST contra a base e dados curada Swiss-Prot. Por Gltimo sdo apresentados os resultados de duas importantes estratégias na identificacdo de
genes potencialmente envolvidos no parasitismo de B. xylophilus, peptidases e inibidores de peptidase (anotacdo pelo Merops) e CAZymes (anotacéo pelo CAT). (CRISPLD2:
Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 2).

J— p_value Peptideo Anotacao pelo E-value da Anotacao pelo Anotacao
ID da sequeéncia Myrna sinal ™ Nome Genbank anotacéo Merops pelo CAT
BXPt17_MFJ_004553 - Nao Néo 4HPPD 4'h'd;‘?x'fe”"p"“"at° 0 ; -
ioxigenase
. 03 N x Homogentisato 1,2- ) )
Metabolismo do BxPtl7_MFJ_001622 5,57e Nao Nao HGD dioxigenase 0
Homogentisato  gypt17_MFJ_005446 : Nio  Nao MAI Maleilacetoacetato 4 5q¢42 . -
isomerase
BxPt17_MFJ_005701 - Né&o Néo FAH Fumarilacetoacetato 0 - -
Enzima 1 de
BmPt2_BxPt17_001012 - Né&o Sim FCE-1 conversao de 0 M48A/MER002646 -
proteinas farnesiladas
BmPt2_BxPt17_006340 1,12¢% Sim Nao GPX Glutationa peroxidase 0 - -
BmPt2_BxPt17_000665 2,55 Nao Néo CAT Catalase 0 - -
Genes com
-15 5 x - .
potencial BmPt2_BxPt17_008902 4,55e Né&o Néo SOD Superoéxido dismutase 0 - -
envolvimento BxPt17_MFJ_005174 - Sim Nao GHF45 B-1,4-endoglucanase 0 - GH45
conhecido no
. BxPt17_MFJ_004428 - Né&o Né&o GHF16 B-1,3-endoglucanase 7,30e% - GH16
parasitismo de
B. xylophilus BxPt17_MFJ_004650 - Sim N3o PEL Pectato liase 0 - PL3
BxPt17_MFJ_005450 1,76 Sim Nao Vap 1 CRISPLD2 2,13e% - CBM50
BxPt17_MFJ_007345 2,372 Sim Nao VAP 2 Protefna alergénica 3 1,89e™ - CBM50
BxPt17_MFJ_002078 2,506 Sim Nao CAL Calreticulina 0 - -
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Tabela 18 - Genes selecionados para estudo por RT-qPCR. Os genes estdo divididos por conjuntos de acordo com a estratégia através da qual foram identificados e a sua
funcdo. Os resultados obtidos na analise estatistica (Myrna) estdo apresentados para os genes indicados como diferencialmente expressos in silico (p-value Myrna). A
presenca de peptidio sinal e de dominio transmembranar (TM) para identificacdo de proteinas potencialmente secretadas para o meio extracelular também € apresentada. O
E-value corresponde ao obtido por BLAST contra a base e dados curada Swiss-Prot. Por Gltimo sdo apresentados os resultados de duas importantes estratégias na
identificacdo de genes potencialmente envolvidos no parasitismo de B. xylophilus, peptidases e inibidores de peptidase (anotagédo pelo Merops) e CAZymes (anotagdo pelo

CAT). (CRISPLD2: Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 2). (Continuagéo)

J— p_value Peptideo Anotacéo pelo E-value da Anotacéo pelo Anotacao
ID da sequeéncia Myrna sinal ™ Nome Genbank anotacéo Merops pelo CAT
Andlise final
pelo Myrna
BxPt17_MFJ_000741 1,166 N0 Nio Usp 33 C-terminal ubiquitina 0 C19/MER122233
hidrolase 33
BxPt17_MFJ_001210 1,286 Néo Néo USP 14 C-terminal ubiquitna 0 C19/MER140010 -
- = hidrolase 14
20 . ) . CO1A/MER004980
BxPt17_MFJ_002870 1,41e Sim N&o CATL Catepsina F 0 e 129/MER018380 -
BxPt17_MFJ_003305 3,906 Néo Néo CATB Catepsina B 0 COLA/MER000687 -
Peptidases BxPt17 MFJ 011568 3,626 sim Niio CPI#1 '”'b"i‘i’srtgfn?ggtease 162¢%  125B/MER018179 -
BxPt17_MFJ_008038 8,506 sim Niio CPI5 Inibidor de protease 581  125B/MER061461 -
cisteinica 5
BxPt17_MFJ_004108 4,83¢°% Nao N0 SFHy S'forr:?(;'r%'lzgae“ona 0 SO9X/MER043126 CE1
BXPt17_MFJ_001047 2,026 Nao N0 ClpX Pmteasecclf;s)e('”o“t'ca 0 - -
CAZyme BxPtL7_MFJ_001290 1,266 Néo Néo TRE Trealase 0 - GH37
BxPt17_MFJ_001359 1,806 Sim Néo PAP#1 FOSfatase#ic'do roxa 2,356 - CBM32
Secretadas BxPt17_MFJ_001376 2,386 Sim NZo PAP#2 FOSfatase#azc'do roxa 6,566 - CBM32
BxPt17_MFJ_001395 1,166 Sim Néo PAP#3 FOSfatase#ZC'do roxa 1,946 - CBM32
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BxPt17_MFJ_006400

BxPt17_MFJ_002275

7,55

1,10e

Proteina 1 de ligagdo

Sim Nao FAR1 ao retinol e 4cidos 1,266
gordos
Proteina residente 44
Sim Néo ERp44 do reticulo 0

endoplasmatico

GT90
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7.1 Genes com potencial envolvimento conhecido no

parasitismo de B. xylophilus

Os resultados da expressdo génica correspondente aos genes selecionados neste
grupo de sequéncias foram divididos de acordo com o método de sele¢&o.

7.1.1 Genes anotados pela estratégia BLASTP

Os genes com potencialidade de estarem envolvidos no parasitismo do NMP
identificados pela anotacdo contra a base de dados Swiss-Prot foram o0s Unicos cuja
expressao foi avaliada em B. mucronatus. A analise comparativa do transcritoma de B.
mucronatus foi limitada a estes genes porque com base em estudos anteriores
desenvolvidos no laboratério, o nivel de similaridade genética entre os organismos B.
xylophilus e B. mucronatus ndo é suficiente para que seja possivel utilizar os mesmos
pares de primers para amplificar o mesmo gene em ambos 0s organismos.

A estratégia utilizada para estudar com maior confianca genes presentes em
transcritomas de organismos diferentes mas que codifiquem a mesma proteina consistiu
na utilizacdo da biblioteca conjunta das reads provenientes da sequenciacdo dos
transcritomas de B. xylophilus e B. mucronatus. Foram selecionadas sequéncias com
anotacOes de interesse obtidas por BLASTP contra a base de dados Swiss-Prot e cuja
confianca na anotacdo foi representada por um E-value igual a zero (Tabela 19). Os
primers desenhados para cada um destes cinco genes (Tabela Suplementar 3) tiveram
por base a sequéncia com maior homologia detetada em cada um dos transcritomas
individuais face a sequéncia (da biblioteca conjunta) selecionada (Tabela 19). A
similaridade das sequéncias e da respetiva anotacdo (Tabela 19) garantem a
potencialidade de conseguirmos estudar a expressdo génica da mesma proteina em
organismos diferentes. Esta estratégia, adotada num ambito exploratorio, permitiu a
comparacao dos niveis de expressdo dos quatro genes analisados entre B. xylophilus e B.
mucronatus (Figura 11).

O estudo individual de cada anotacdo selecionada foi efetuado sobre a

respetiva sequéncia identificada no transcritoma de B. xylophilus (Tabela 20), apesar
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dos genes terem sido selecionados com base na anotacdo das sequéncias presentes na

biblioteca conjunta.

Tabela 19 - Similaridade entre sequéncias de interesse detetadas nas bibliotecas de B. xylophilus e
B. mucronatus. As sequéncias de interesse detetadas na biblioteca conjunta dos dois organismos foram
comparadas com o0s transcritomas individuais de forma a identificar as sequéncias nestes que
codificavam potencialmente a mesma proteina. As caracteristicas da sequéncia como 0 nimero de
aminoacidos e da anotacdo obtida por BLASTP contra a base de dados Swiss-Prot permitem a
comparacdo das sequéncias entre as bibliotecas de B. xylophilus (BxPt17), de B. mucronatus (BmPt2) e
conjunta dos dois organismos (BmPt2_BxPt17).

# E-value da

Gene  Sequéncia Aminoscidos Anotagao anotacio

Enzima 1 de conversao

BmPt2_BxPt17 001012 463 . . 0
- - de proteinas farnesiladas
Enzima 1 de conversao

FCE-1  BxPtl7_000614 463 ] . 0
- de proteinas farnesiladas

Enzima 1 de conversao

BmPt2_000191 459 ] . 0
- de proteinas farnesiladas

BmPt2_BxPt17 006340 228 Glutationa peroxidase 0
GPX BxPt17_003736 228 Glutationa peroxidase 0
BmPt2_002173 227 Glutationa peroxidase 0
BmPt2_BxPt17 008902 166 Superoxido dismutase 0
SOD BxPt17_005471 157 Superoxido dismutase 0
BmPt2_003588 162 Superéxido dismutase 0
BmPt2_BxPt17_000665 502 Catalase 0
CAT BxPt17_000403 502 Catalase 0
BmPt2_000598 376 Catalase 0

A estratégia utilizada prende-se com o facto da sequéncia presente na biblioteca
conjunta resultar da assemblagem de reads provenientes de diferentes organismos, o
que potencia a perda de qualidade da sequéncia e, consequentemente, diminuicdo de
homologia com as sequéncias depositadas nas bases de dados de anotacdo. Nesta
analise, as sequéncias presentes no transcritoma de B. xylophilus foram submetidas a
um BLASTP contra a base de dados GenBank de NCBI de forma a identificar
homdlogos em nematodes e, consequentemente, obter informagfes bioldgicas relativas

a B. xylophilus (Tabela 20). Estas sequéncias foram ainda submetidas por BLASTP
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contra a base de dados Wormbase para identificacdo de homélogos em C. elegans e,
consequentemente, avaliagdo da validade das anotagOes obtidas pelas diferentes
estratégias (Tabela 21).
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Tabela 20 - Anotagdo por homologia através de BLASTP contra a base de dados GenBank de NCBI. Os resultados das trés correspondéncias com maior homologia
indicam o gene anotado e o respetivo organismo, assim como o ID do gene no GenBank. Os resultados dos alinhamentos mostram o grau de homologia entre as sequéncias

alinhadas.
. Descricéo da ] Cobertura Identidade
Gene ID da sequéncia o Organismo o E-value . ID GenBank
correspondéncia da sequéncia maxima
) ) Ditylenchus 130
Glutationa peroxidase 95% 1,00e’ 84% AFJ15101.1
destructor
GPX BxPt17_003736 ) ) Haemonchus 125
Glutationa peroxidase 89% 3,00e” 82% AAT?28332.1
contortus
Glutationa peroxidase Brugia pahangi 98% 1,00 54% CAA48882.1
Superoxido dismutase Cu/Zn- -
) . D. destructor 100% 1,00e’ 70% AGI195994.1
citoplasmatica
SOD BxPt17_005471 L .
Superdxido dismutase Ascaris suum 99% 1,008 68% ERGS0881.1
Superoxido dismutase 1 C. elegans 100 2,00e 68% NP_001021956.1
Catalase D. destructor 99% 0.0 69% ARJ15102.1
CAT BxPt17_000403 Catalase H. contortus 96% 0.0 70% AAT28330.1
Catalase A. suum 97% 0.0 68% P90682.2
Peptidase da familia M48 Brugia malayi 96% 2,00e7% 54% XP_001895892.1
Proteina contendo o dominio
FCE-1 BxPt17_000614 ) H. contortus 98% 9.00e166 55% CDJ82575.1
de peptidase M48 ' '
Proteina CBR-FCE-1 C. briggsae 98% 5,00e%° 51% XP_002639257.1
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Tabela 21 - Anotagdo das sequéncias de interesse por homologia com C. elegans. Os resultados
obtidos da anotagcdo por BLASTP contra sequéncias de C. elegans depositadas na base de dados
Wormbase com a indicacdo do respetivo gene homologo pertencente ao nematode utilizado como

organismo modelo.

x::‘:q%r;tsz Gene E-value
BxPt17_003736 Cl1E4.1 gpx-5 1,00e™*®
BxPt17_005471 C15F1.7a sod-1 1,00e®
BxPt17_000403 Y54G11A.5 ctl-2 0.0
BxPt17_000614 C04F12.10 fce-1 1,008

Os resultados da expresséo relativa apresentados na Figura 11 mostram que a

estratégia utilizada permitiu a obtencdo de sequéncias de transcritos efetivamente

presentes no material genético recolhido a partir dos nematodes. Foi possivel a

amplificacdo, por PCR, dos genes de interesse através de primers desenhados com base

na informac&o das sequéncias obtidas pela sequenciacdo do cDNA sintetizado. E assim

validada a estratégia pela qual foram gerados todos os dados da sequenciagdo, desde a

extracdo do RNA total até a assemblagem dos contigs. Estes resultados garantem

confianca que estamos a estudar realmente a informacdo genética que 0s organismos

expressam.
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Figura 11 - Resultados de RT-qPCR dos genes identificados através da anotacdo contra a base de
dados Swiss-Prot. A expressdo dos genes glutationa peroxidase (GPX), superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e enzima 1 de conversdo de proteinas farnesiladas (FCE-1) é mostrada relativamente a
amostra calibradora, B. xylophilus crescido em fungo. Os dados estdo apresentados na forma de
médiatlimites, com n=3 a nivel de poco em cada placa submetida a real time PCR. * significa uma
expressdo diferencial com p-value < 0,05, determinada pelo REST. Para cada gene a expressdo foi
determinada contra o calibrador interno proteina 42 de controlo da divisao celular.

7.1.1.1 Enzimas de destoxificacdo

As proteinas glutationa peroxidase, superdxido dismutase e catalase foram
selecionadas de acordo com o seu envolvimento da destoxificagdo de ROS em B.
xylophilus (Tabela 1). Estes metabolitos tdxicos constituem uma das respostas mais
imediatas da planta a infecdes**, nomeadamente perante neméatodes endoparasitas de
plantas'*® como B. xylophilus. As trés enzimas sdo produzidas por neméatodes como
garantia de tolerancia e destoxificacdo para com as ROS®. Como os nematodes
parasitas de plantas sdo organismos aerdbicos, estes possuem mecanismos para 0
metabolismo das ROS enddgenos e exdgenos. De forma geral considera-se que o0 anido
superdxido (Oy) é convertido a H,O, pela superdxido dismutase, sendo o perdxido de

hidrogénio posteriormente removido por enzimas como peroxirredoxinas e catalases. As
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glutationa peroxidases degradam peréxidos celulares formados sob a acéo de ROS™’. A
acdo conjunta destas 3 enzimas &, assim, de extrema importancia para a limitacdo do
efeito oxidativo das ROS produzidas pela planta sobre os nematodes, assim como, das
ROS endogenas produzidas em resposta ao stress oxidativo encontrado na planta.

A presenca de enzimas de destoxificacdo das ROS foi previamente reportada em
B. xylophilus®®. No entanto, até a0 momento, do nosso conhecimento, nio existem
referéncias quanto ao estudo da expressdo destes genes em B. xylophilus nem quanto a

sua presenca em B. mucronatus.

7.1.1.1.1 Glutationa Peroxidase

A sequéncia de ID BxPt17_003736 (Tabela 19) foi anotada por homologia como
potencialmente codificante de uma GPX do nematode parasita de plantas D. destructor
(Tabela 20). A segunda melhor correspondéncia obtida consistiu numa GPX da espécie
H. contortus, um nematode parasita de ruminantes, cujo ID de acesso da biblioteca nr
NCBI é AAT28332 (Tabela 20). O alinhamento das sequéncias em 89% do tamanho da
GPX identificada obteve um E-value de 3e™?°. A pesquisa desta sequéncia na base de
dados Wormbase revelou como melhor correspondéncia de homologia uma GPX5 de C.
elegans com um E-value de 1e™*° (Tabela 21). Kikuchi e colaboradores® identificaram
um transcrito cuja anotacdo pelo Wormbase foi precisamente a mesma sequéncia que
obtida na anotagéo da GPX identificada neste estudo. Este resultado revela a qualidade e
confianca nos dados obtidos pela sequencia¢do dos cDNA das amostras em estudo.

A proteina GPX em H. contortus, foi clonada e a sua funcdo caracterizada*®. De
acordo com as caracteristicas da sequéncia em aminoacidos, nomeadamente a presenca
de uma cisteina no local ativo ao invés de uma selenocisteina, a proteina codificada foi
caracterizada como uma GPX independente de selénio (NS-GPX). A presenga de uma
cisteina no local ativo da GPX de B. xylophilus identificou este transcrito como
codificante de uma NS-GPX. Desta forma é possivel considerar que esta enzima possa
estar envolvida no mecanismo de defesa do nematode contra o stress oxidativo.

A primeira evidéncia de uma NS-GPX em nematodes foi reportada em B.
pahangi, um neméatode parasita de ruminantes'*, cujo ID na base de dados NCBI é
CAA48882. O alinhamento da sua sequéncia em aminoacidos para com a GPX

identificada obteve um E-value de 1e® (Tabela 20) e permitiu comprovar a
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conservacao dos locais ativos entre as proteinas. As NS-GPXs estdo maioritariamente

relacionadas com as GPX de plasma ou extracelulares™®

e 0s autores do estudo no qual
foi identificada a GPX de B. pahangi'*® comprovaram que a enzima é secretada para o
meio extracelular. Também a sequéncia da GPX detetada apresenta potencialidade de
ser secretada para o meu extracelular, tendo em conta a presenca de um peptidio sinal e
auséncia de TM (Tabela 18).

As NS-GPX sdo maioritariamente GPX de hidroperdxidos de fosfolipidos,
possuindo baixa afinidade para com a glutationa e utilizando a tioredoxina como
substrato para o fornecimento de eletrdes durante a sua atividade catalitica™. No
entanto, a NS-GPX de B. pahangi, & semelhanca da respetiva enzima em outros
nematodes, constitui um grupo particular dentro das NS-GPX. Isto porque, para além de
apresentar baixa afinidade pela glutationa e, subsequente, baixa atividade de glutationa

192153 também apresenta baixa atividade de tioredoxina peroxidase™,

peroxidase

As evidéncias funcionais da NS-GPX de nematodes remetem esta proteina para
um grupo de NS-GPX com caracteristicas muito peculiares, cuja atividade funcional
ainda esta por esclarecer. Este esclarecimento torna-se ainda mais dificil considerando a
evidéncia de que NS-GPXs séo expressas em diferentes localizagdes, apresentando

151 A isoforma de GPX secretada

diferentes isoformas consoante a respetiva localizagdo
por B. pahangi apresentou grande afinidade por peréxidos de 4cidos gordos™. Estas
evidéncias em conjunto com a demonstracdo de que esta GPX inibiu a peroxidagéo
lipidica in vitro em membranas microssomais de figado de rato'®*, fundamentou a
sugestdo de que esta enzima podera estar envolvida na reparacdo de danos oxidativos
nas membranas.

Estudos cataliticos sobre uma NS-GPX do nematode parasita de animais
Dirofilaria immitis, cujo ESTs foram obtidos recorrendo a primers correspondentes as
extremidades 5’ e 3’ da sequéncia da NS-GPX de B. pahangi, revelaram que a enzima
continha baixa atividade perante o perdxido de hidrogénio e uma grande atividade
utilizando hidroperéxidos de acido linoleico como substrato™2. Estes hidroperéxidos de
acidos gordos estdo envolvidos numa das mais importantes vias de sinalizagcdo do
sistema de defesa em plantas, a via da lipoxigenase™>**°. A producéo de hidroperéxidos
de &cidos gordos e a sua consequente ac¢do induzem a producdo de proteinas de defesa,

156

aumentando a intensidade da resposta de defesa da planta™". A via da lipoxigenase em

plantas é analoga & mesma via em animais'®®, o que contribui para a potencial
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semelhanca de algumas caracteristicas nos mecanismos de patogenicidade de nematodes
parasitas de plantas e animais.

Quer em nematodes parasitas de animais**® como de plantas™’, a isoforma de
GPX secretada estava exclusivamente na hipoderme. A importancia das interacdes
diretas parasita-hospedeiro a nivel da superficie de contacto entre o parasita e as células
do hospedeiro suporta a sugestdo de que esta GPX podera possuir um papel importante
na protecdo direta do neméatode as respostas de defesa da planta*>"**®. Considerando o
local de atuacdo da enzima assim como as evidéncias funcionais, foi postulado que a
degradacéo local de hidroperoxidos de lipidos produzidos pela planta podera evitar uma
reacdo de defesa alargada.

Numa outa perspetiva, uma possivel funcdo para a GPX, de acordo com
evidéncias da presenca desta enzima em nematodes ndo parasitas como C. elegans,
consiste na catélise de formacdo das ligacdes entre tirosinas em cuticulinas****". Estas
proteinas constituem a estrutura do cortex externo da cuticula*®.

A potencialidade da GPX estar diretamente envolvida no mecanismo de
patogenicidade do NMP revela o interesse em estudar os niveis de expressdo relativa
entre as amostras em estudo. Tal como sugerido por Herbette e colaboradores, o estudo
da expressdo desta enzima em diferentes condi¢Oes e localizagdes subcelulares podera
clarificar a sua funcéo especifica, bem como a respetiva interagdo com o hospedeiro™.
Apesar das evidéncias de que a sequéncia codifica uma GPX secretada e potencialmente
envolvida no parasitismo, serdo necessarios estudos mais extensos para confirmar a sua

presenca na hipoderme do NMP, assim como, a sua atividade funcional.

7.1.1.1.2 Superoéxido dismutase

A sequéncia detetada neste estudo, de ID BxPtl7_005471, foi anotada por
homologia como potencialmente codificante de uma superdxido dismutase do nemétode
D. destructor (Tabela 20). J& a segunda correspondéncia obtida (Tabela 20) foi
concordante com a anotacdo obtida pelo BLASTP com a base de dados Wormbase
(Tabela 21), identificando a SOD identificada como a SOD-1 de C. elegans,

caracterizada como uma SOD intracelular de cobre e zinco®™®

. A anotagédo obtida pelas
bases de dados Swiss-Prot e Wormbase obtiveram um E-value de 2e7™ e 1e-,
respetivamente (Tabela 20 e Tabela 21). A anotacdo obtida pela base de dados do

Wormbase correspondeu ao gene SOD-1, cujo ID é C15F1.7a. Kikuchi e colaboradores
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identificaram um transcrito de B. xylophilus cuja anotacdo pelo Wormbase foi
exatamente a sequéncia correspondente a este 1D%.

O facto de a anotacdo ter identificado por homologia uma proteina intracelular é
concordante com os resultados obtidos pela previsdo do peptideo sinal no SinalP
(Tabela 18), nas quais se confirmou a auséncia deste local. Estes resultados potenciam a
concluséo que a SOD detetada neste estudo codifica uma SOD citoplasmatica.

A SOD-1 em C. elegans apresentou a fungdo normal de protecdo celular face ao
stress oxidativo, constituindo um importante papel na sobrevivéncia e tempo de vida no

nematode'°.

Muitos nematodes parasitas apresentam atividade de SOD-1, quer
parasitas de animais'®!, assim como parasitas de plantas'*’®%. Estudos incidentes na
funcéo e evolugdo das SODs concluiram que estas enzimas em nematodes parasitas de
animais sdo analogas as respetivas SODs de outros organismos, evidenciado a
conservacao e importancia da sua funcdo. Apesar da funcdo desta enzima nao estar
totalmente esclarecida em nematodes parasitas de plantas, assim como, a sua possivel
interacdo com o hospedeiro'®, sugere-se que exerca a sua conservada funcdo de
destoxificacao face ao stress oxidativo caracteristico a que 0s nematodes estdo expostos
durante o parasitismo**®. Assim, esta enzima integra o leque de proteinas com a
funcdo de protecdo do nemétode face aos mecanismos de defesa da planta.

Apesar do potencial envolvimento desta enzima no mecanismo de defesa de
nematodes parasitas de plantas face a condicGes de stress oxidativo, conhecimentos
importantes como a resposta da expressdo desta enzima durante as interacOes
estabelecidas entre o nematode e a planta precisam de ser avaliados, validados e
integrados no conhecimento existente sobre o mecanismo de patogenicidade destes

nematodes.

7.1.1.1.3 Catalase

A sequéncia de ID BxPt17_000403, detetada no nosso estudo, foi anotada por
homologia como potencialmente codificante de uma catalase, cujo primeiro
correspondéncia correspondeu ao nematode D. destructor (Tabela 20). A anotagdo com
genes deste nematode parasita de plantas é paralela com os outros dois genes de
destoxificacdo. No entanto, a informacdo disponivel sobre a ecologia e o parasitismo
deste nematode € minima ndo sendo possivel estabelecer uma relacao entre as espécies

D. destructor e B. xylophilus. A segunda melhor correspondéncia obtida consistiu numa
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GPX da espécie H. contortus, cujo ID de acesso da biblioteca nr NCBI ¢ AAT28332,
observando-se o alinhamento das sequéncias em 96% do tamanho da GPX detetada com
um E-value de 0.0 (Tabela 20). A anotacdo da CAT identificada recorrendo a base de
dados Wormbase identificou maior homologia com a CAT-2 de C. elegans com um E-
value de 0.0 (Tabela 21). A sequéncia deste transcrito em C. elegans foi a melhor
homologia de um transcrito de B. xylophilus identificada por Kikuchi e colaboradores®®,
revelando a qualidade e confianga nos dados obtidos pela sequenciagéo dos cDNA das
amostras em estudo.

O estudo da proteina em H. contortus codificada pela sequéncia identificada por
Bagnall e colaboradores*® sugeriram a sua localizagdo no citosol, devido & auséncia do
sinal de direcionamento para peroxissomas no terminal C da sequéncia de aminoacido, e
subsequentemente, funcao de protecédo contra o peroxido de hidrogénio exdgeno.

A proteina CAT-2 em C. elegans € anotada como uma CAT peroxissomal e esta
envolvida no desenvolvimento normal do nematode e o seu silenciamento pode levar a
morte prematura do organismo*®. Foi sugerido que a morte se devia & desregulacdo da
funcdo de controlo dos niveis de ROS celulares.

A conservada funcdo das catalases na destoxificacdo de peroxido de hidrogénio
estabelece esta enzima como uma importante ferramenta de defesa dos nematodes
parasitas de plantas face a condigdes de stress oxidativo, com especial interesse na
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planta™. De forma a estudar e elucidar a sua funcdo durante as interagdes estabelecidas

entre 0 nematode e a planta, a sua expressao foi analisada nas amostras em estudo.

7.1.1.1.4 Expressao diferencial do mecanismo de destoxificacao

Globalmente, os resultados apresentados na Figura 11 revelam diferencas de
ativacdo dos genes potencialmente envolvidos no mecanismo de destoxificacdo dos
nematodes em estudo. Comparando a ativacdo do mecanismo entre B. xylophilus e B.
mucronatus crescidos em fungo, apenas a SOD apresentou uma sobre-expressao
estatisticamente significativa em B. mucronatus (Figura 11). As enzimas CAT e GPX
ndo evidenciaram diferencas de expressdo entre os dois organismos. Sendo estas
condicBes as Otimas para o0 seu desenvolvimento, a ativacdo destas enzimas ndo estara
associada a resposta perante estimulos externos mas sim ao metabolismo endégeno dos
nematodes. O nivel de ativacdo similar pode sugerir ainda que estamos a avaliar a

expressao da mesma enzima, validando a estratégia utilizada para ultrapassar a questdo

98



da utilizacdo de diferentes pares de primers para a amplificacdo do mesmo gene entre
organismos diferentes. Ja o resultado da expressdo da SOD entre os dois organismos
sugere que a enzima possa desempenhar diferentes atividades entre 0s organismos ou
que estes possuam diferencas metabolicas. Estas diferencas podem explicar que quando
sujeitos as mesmas condi¢cdes, B. mucronatus produza maior quantidade de anides
superoxido necessitando de uma maior expressdo da SOD face a B. xylophilus. Estas
diferengas metabdlicas poderdo ser importantes se reproduzidas no pinheiro e,
consequentemente, na capacidade dos nematodes induzirem a DMP. A maior
necessidade de destoxificacdo oxidativa poderd constituir um fator de risco para a
sobrevivéncia na arvore em comparacdo com o NMP. Este resultado € interessante na
medida em que diferencas metabdlicas entre organismos filogeneticamente préximos
podem evidenciar diferentes capacidades de parasitismo.

A comparagdo dos niveis de expressdao dos trés genes sob estudo entre as
amostras de B. xylophilus em planta e B. xylophilus crescido em fungo revelou vérias
diferengas de expressdo génica (Figura 11). Nematodes machos e JIlI crescidos em
planta apresentaram face a B. xylophilus crescido em fungo a sobre-expressao da GPX e
da CAT (Figura 11). B. xylophilus fémeas apenas apresentam a sobre-expressdo
estatisticamente significativa da SOD. Todas as formas de vida de B. xylophilus
crescidas em planta sobre-expressam pelo menos um dos trés genes potencialmente
envolvidos na destoxificacdo oxidativa. Este resultado evidéncia que os nematodes
estdo sujeitos a uma maior exposi¢do a ROS em pinheiro do que em fungo, ocorrendo
no primeiro caso, uma maior necessidade de expressdo de enzimas de destoxificacdo
destas moléculas toxicas. Estes resultados, de uma forma geral, suportam a teoria sobre
0 aumento da producdo de ROS pelas plantas como resposta a infecdo do nematode,
possuindo um efeito relevante na sobrevivéncia e desenvolvimento do nematode e
implicando a ativagdo de mecanismos de destoxificagéo.

Os resultados da expressédo da GPX em JlI1 s&o bastante interessantes na medida
em que Kikuchi e colaboradores reportaram que a GPX identificada no seu estudo nédo
era expressa em nematodes JIV®. Tendo em conta a homologia entre a GPX estudada
por este grupo e a GPX identificada por nds, estes resultados indicam que esta proteina
terd uma funcéo especifica em nemétodes JllI, dentro das formas de vida dispersivas do
NMP. O facto do JIlI se desenvolver em JIV na presenca de insetos vetores® sugere que
estes Ultimos nematodes alteram o seu metabolismo em funcdo das novas condigdes

experimentadas, que sao menos extremas do que em planta. Desta forma, a ativacdo da
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proteina GPX em JIII sugere que esta exerca efetivamente uma acdo importante na
sobrevivéncia do nematode nas condi¢fes adversas, ndo s6 em JIII mas também em
nematodes adultos. No entanto € de realcar que os dados gerados por Kikuchi e
colaboradores®® correspondem a um projeto de EST, o qual tem muito menor
capacidade de producdo de informacgédo genética, em comparacdo com o procedimento
RNAseq utilizado no nosso estudo. Este facto poderd constituir uma limitacdo na
comparagao entre os resultados originados por técnicas diferentes.

A sobre-expressdo da GPX em JllI face aos estagios adultos pode estar ainda
relacionada com a diferente ativacdo metabolica entre os nematodes, ja que os JIII ndo
se alimentam e poderdo possuir os mecanismos de defesa mais ativos em detrimento de
vias metabdlicas basais®®. Larsen® estudou a expressio comparativa de enzimas de
destoxificagcdo como CAT e SOD entre formas de C. elegans dispersivas face a
nematodes adultos, verificando a sobre-expressdo das enzimas nos nematodes juvenis.
Este resultado esta de acordo com 0s nossos resultados, revelando que as diferencas de
expressdo observadas podem-se dever a diferencas metabolicas nas vias de combate ao
stress oxidativo existentes entre os nematodes JIII e adultos. As diferencas metabolicas
sdo suportadas pelas diferencas de adaptacdo e anatdmicas entre os nematodes JllI e
adultos™.

Numa outra perspetiva, a potencial funcdo da GPX na catalise de formacéo de
ligacbes entre tirosinas em cuticulinas ndo se enquadra com os resultados obtidos
(Figura 11). Como a formacéo de cuticula em nematodes ocorre em 4 momentos, em
embrido e no final de cada etapa larval ndo seria esperado que esta enzima fosse
expressa em machos e fémeas de B. xylophilus crescidos em planta, fases do
desenvolvimento em que ndo sera necessaria a expressdo de enzimas intervenientes na
formacéo da cuticula em nematodes.

Os resultados de expressdao nas fémeas ndo sdo tdo elucidativos quanto ao
envolvimento das enzimas em estudo no mecanismo de destoxificagdo destes
nematodes. Apenas a SOD esta sobre-expressa em B. xylophilus fémeas (Figura 11). Os
nematodes foram extraidos ap0s o aparecimento dos sintomas externos da planta,
correspondendo temporalmente com o inicio da fase avancada da DMP e,
consequentemente, com diminuicdo da reacdo de defesa da arvore®. Esta etapa pode
coincidir com uma das fases do parasitismo em que as fémeas possuem maior seguranga
para a reproducdo, alterando o seu metabolismo ou localizando-se em areas da planta

menos propicias a stresses exdgenos. Numa outra perspetiva, as diferencas detetadas na
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expressdao dos genes em fémeas poderdo sugerir que o mecanismo pelo qual as
diferentes formas de vida do neméatode ultrapassam o stress oxidativo € diferente ou que
estas estejam sujeitas a diferentes condi¢des de stress na planta. Esta teoria levanta a
hipdtese dos nematodes assumirem uma distribuicdo diferencial ao longo da planta, de
acordo com as caracteristicas metabolicas e, consequentemente, estabelecendo
interacbes moleculares com o hospedeiro especificas de acordo com essas

caracteristicas.

7.1.1.2  Metaloprotease de zinco

Os nematodes parasitas de plantas secretam diferentes proteases, as quais sao de
extrema importancia para um efetivo mecanismo de patogenicidade. A importancia das
proteases no parasitismo esta relacionada com a sua a¢do na degradacdo de proteinas
presentes na parede celular do hospedeiro de modo a facilitar a migragéo e alimentagéo
do nematode, ou até mesmo na degradaco de proteinas de defesa da planta®**,

As proteases suscitam maior interesse em B. xylophilus pelo facto de este possuir
o0 maior nimero de genes de proteases alguma vez descrito num genoma de neméatode?".
A sugesté@o dos autores para este facto consiste nas variadas fontes de alimento que o B.
xylophilus utiliza e a sua dificil digestdo, como fungos e plantas, sendo necessario um
grande leque de proteases digestivas para um nematode com o estilo de vida tdo peculiar
como o NMP.

Kikuchi e colaboradores detetaram que 0 grupo de proteases com maior
representacdo no genoma de B. xylophilus sdo as metalopeptidases®. No entanto, apesar
de a sua presenca ter sido reportada em outros nematodes parasitas de plantas*®®, a
funcdo das metalopeptidases no mecanismo de patogenicidade destes nematodes
permanece por elucidar®.

A sequéncia de ID BxPt17_000614, detetada no nosso estudo, foi anotada por
homologia (BLASTP na base de dados nr do NCBI) como potencialmente codificante
de uma enzima 1 de conversdo de proteinas farnesiladas (FCE-1), cuja primeira
correspondéncia correspondeu ao nemétode B. malayi (Tabela 20). A sequéncia
BmPt2_BxPt17_001012, representativa dos genes codificantes da metaloprotease de
zinco em estudo presentes nos dois organismos foi anotada como pertencente a familia
de peptidases M48A, pelo Merops (Tabela 18). Tal como a anotacdo obtida contra o

Swiss-Prot (Tabela 18), também a anotacdo MER002646 representa a enzima 1 de
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conversao de proteinas farnesiladas, revelando a concordancia de diferentes ferramentas
de anotacdo sob a mesma sequéncia. As anota¢des obtidas também estdo concordantes
com o gene homologo em C. elegans detetado na anotagdo contra a base de dados
Wormbase (Tabela 21).

A enzima FCE-1 esta associada ao processo de prenilacdo de proteinas, que
consiste na adicdo de um grupo lipidico como modificacdo pds-traducional de proteinas.
Este processo € importante na maturacdo e processamento das proteinas, mediando
associacOes proteina-proteina, proteina-membrana e correta localizagédo celular (revisto
em 165).

O processo de prenilacdo no qual a FCE-1 intervém, inicia-se com a ligacéo de
um radical isoprendide lipidico com 15 carbonos (grupo farnesil) ou com 20 carbonos
(geranilgeranil), através de uma ligacéo tioéster ao residuo cisteina constituinte de um
motivo CaaX (onde C representa a cisteina, a um residuo hidrofobico e X qualquer

aminoécido) localizado no C terminal da proteina alvo (Figura 11)'%°

. A primeira reagao
do processo de modifica¢do pds-traducional apresentado na Figura 11, visando a ligacao
do grupo farnesil, é catalisada pela proteina farnesiltransferase (FTase). O tripéptido
aaX € removido pela enzima 1 de conversdo de Ras (RCEL). Esta enzima atua quer o
grupo isoprendide adicionado seja farnesil ou geranilgeranil. A enzima FCE-1 €
ortéloga da RCEL, atuando somente quando o grupo adicionado consiste num grupo
farnesil. Dai, as enzimas FCE-1 e RCE1 serem também denominadas de CaaX prenil

187 O novo C

protease homologa 1 e CaaX prenil protease homologa 2, respetivamente
terminal carboxilato é metilado pela enzima isoprenil cisteina carboxil metil transferase
(IcmT)™ 8. Por fim, a proteina prenilada é dirigida para as membranas especificas
(revisto em **°).

Cadifianos e colaboradores evidenciaram a presenca da enzima FCE-1 em C.
elegans e demonstraram que esta desempenha a mesma funcdo que os homologos

170 \sarias dezenas

presentes em mamiferos onde a enzima foi extensivamente estudada
de substratos tém sido associados a agdo desta enzima em mamiferos, constituindo
componentes integrantes de vias de sinalizacdo e controlo de diversas atividades
celulares como transporte intracelular de vesiculas, adesdo celular, endocitose,
sinalizacio de recetores e expressdo génica (revisto em *®°).

Os resultados apresentados na Figura 11, apresentam a sobre-expressdo
estatisticamente significativa da FCE-1 em todas as formas de vida do NMP crescidas

em planta. Este resultado revela que a enzima apresenta maior atividade durante o
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parasitismo, com especial interesse em nematodes fémeas (Figura 11). A elucidacdo do
substrato proteico onde a FCE-1 atua durante a indugdo do mecanismo de
patogenicidade em pinheiro podera revelar um processo biolégico importante na
sobrevivéncia dos nematodes, em especial atencdo das fémeas. A potencialidade de
destabilizar esta forma de vida do NMP possui relevancia acrescida, tendo em conta a
sua importancia na manutencao da populagdo na arvore hospedeira. Adicionalmente, o
facto da enzima FCE-1 atuar em proteinas que visam a constituicdo da membrana
citoplasmatica e esta constituir um dos principais mecanismos de reconhecimento de
sinais externos e, consequentemente, mediar respostas celulares suportam o interesse

neste gene.

7.1.2 Efetores conhecidos de B. xylophilus

A quantificagdo dos niveis de expressdo de efetores importantes no parasitismo
de B. xylophilus descritos na literatura constituiu uma interessante fonte de resultados
permitindo a comparacdo com as caracteristicas moleculares que foram investigadas. Os
resultados dos niveis de expressao obtidos por RT-gPCR estdo apresentados na Figura
12.

7.1.2.1. Proteinas degradadoras de parede celular de plantas

7.1.2.1.1. Glicosil hidrolase da familia 45

O transcrito BxPt17_MFJ_005174 foi anotado como uma B-1,4-endoglucanase e
a anotacdo obtida pela plataforma de anotacdo de CAZymes, CAT, foi de GHF45
(Tabela 18). As anotacOes estdo de acordo com a homologia obtida para com a GHF45
identificada em B. xylophilus (Tabela 18) por Kikuchi e colaboradores*’.

A GHF45 constitui um dos mecanismos mais aceites como constituintes do
parasitismo do NMP%. Estima-se que a sua funcéo seja de extrema importancia para o
nematode na medida em que promove a degradacéo da celulose®™. A capacidade do
nematode em invadir as células do hospedeiro permite 0 acesso aos nutrientes
disponiveis no seu interior, assim como, a migracdo do nemétode ao longo dos tecidos
da planta. A grande capacidade de migracdo do neméatode dentro do hospedeiro é

considerada um dos fatores com maior impacto no parasitismo, na medida em que, para
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além de promover o acesso a novas fontes de alimento, também permite a fuga a reacéo

de defesa in loco da planta®. As evidéncias da secrecdo desta proteina em B.

1

xylophilus'™ estdo de acordo com a previsio da presenca de um peptidio sinal e

auséncia de TM na sequéncia BxPt17_MFJ 005174 (Tabela 18), representando a

potencialidade de atuar efetivamente na degradacéo das paredes celulares.

80- o B8 B. xylophilus (fungo)

E B. xylophilus machos (pinheiro)
[0 B. xylophilus fémeas (pinheiro)
B. xylophilus JIlI (pinheiro)

Expressao relativa
—
[-2]
1

(RARARNARRRRRNAR

Figura 12 - Resultados de RT-gPCR de genes efetores de B. xylophilus. A expressdo das enzimas
pertencentes a familia de glicosil hidrolases 45 e 16 (GHF45 e GHF16, respetivamente), pectato liase
(PEL), proteinas alergénicas 1 e 2 (VAP1 e VAP2, respetivamente) e calreticulina (CAL) é mostrada
relativamente a amostra calibradora, B. xylophilus crescido em fungo. Os dados estdo apresentados na
forma de médiaxlimites, com n=3 a nivel de pogo em cada placa submetida a real time PCR. * significa
uma expressao diferencial com p-value < 0,05, determinada pelo REST Para cada gene a expressao foi
determinada contra o calibrador interno proteina 42 de controlo da divisdo celular.

Os resultados de RT-gPCR apresentam contudo uma sub-expressdo do gene em
todas as amostras correspondentes aos nematodes crescidos em planta (Figura 12). Qiu
e colaboradores’® observaram uma sub-expressdo semelhante das 3 sequéncias
anotadas com atividade de B-1,4-endoglucanase em B. xylophilus inoculados em planta
face nematodes inoculados em fungo. Os nematodes foram inoculados durante 7 dias
representando a fase inicial da infecdo e todas as 3 sequéncias apresentaram menor

expressdo em planta face as condicBes de micofagia'®. Neste estudo, os nematodes
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foram recolhidos apds o aparecimento dos sintomas externos da doenca, 0 que
corresponde a uma etapa de desenvolvimento da doenga avancada. Assim, 0s autores
sugeriram a potencial necessidade do NMP em expressar outras enzimas para, por
exemplo, degradar ligacGes mais acessiveis na parede celular das células vegetais. Apds
a degradacdo destas ligacOes, as celulases poderdo ser mais ativas para quebrar a

celulose®™®

. A sub-expressdo da GHF45 dos transcritomas de B. xylophilus crescido em
planta face a populagdo crescida em fungo sugere que esta enzima ndo esta ativa nos
nematodes crescidos em planta, o que pode sugerir uma via alternativa de migragéo e
invasdo das células na planta. Os nematodes foram recolhidos ap6s o aparecimento dos
primeiros sintomas externos na planta, o que corresponde sensivelmente a terceira
semana ap6s o inéculo dos neméatodes na &rvore®®. Nesta etapa temporal de
desenvolvimento da doenca inicia-se a dessecacéo do xilema™, representando o ponto
de viragem no qual a &rvore muito provavelmente ja néo recupera®. Aqui, a reagdo de
defesa da &rvore é alterada® o que podera desencadear modificacdes no mecanismo de
parasitismo do nemétode. Estas modificagdes estdo de acordo com a evidéncia do
nematode atingir tecidos, como o cambio vascular, s acessiveis apos a mudanca da fase
inicial para a fase avancada de desenvolvimento da doenca, correspondente a terceira
semana de infecdo®®. A sub-expressio da GHF45 pode, desta forma, indicar a
existéncia de mecanismos divergentes ao longo da doenca, ajustando-se a debilidade da

planta e visando a morte do hospedeiro.

7.1.2.1.1. Glicosil hidrolase da familia 16

A GHF 16 cuja expressao relativa foi avaliada por RT-qgPCR é codificada pela
sequéncia BxPtl7_MFJ 004428 (Tabela 18). Esta sequéncia foi anotada pelo CAT
como uma GHF 16 (Tabela 18) e apresenta grande similaridade com a GHF 16 (Tabela
18) j& descrita de B. xylophilus®. Os autores reportaram que a proteina em B. xylophilus
é secretada, no entanto a previsdo do peptidio sinal na sequéncia BxPtl7_MFJ_004428
ndo detetou a presenca da respetiva estrutura molecular (Tabela 18). O local do peptidio
sinal previsto na sequéncia de ID BAE02683 coincidiu numa zona sem homologia entre
as duas sequéncias (resultados ndo apresentados). Esta diferenca poderd explicar a
auséncia de concordancia quando a potencialidade da GHF16 identificada apresentar
peptidio sinal. A inexisténcia de homologia entre as sequéncias pode resultar da

assemblagem dos contigs no pipeline de processamento das reads.
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Os resultados de RT-gPCR (Figura 12) da GHF16 indicaram a sobre-expressédo
do gene em todas as amostras de nematodes crescidos em planta. O elevado nivel de
expressdo € revelador da ativacdo desta enzima durante a infecdo da planta.
Adicionalmente, a sobre-expressao revela que a acdo desta proteina ndo atua somente a
nivel da degradacdo de PB-1,3-endoglucana das paredes celulares em fungos®™, mas
também possuird uma acdo importante no parasitismo. Kikuchi e colaboradores ®°
verificaram que a enzima clonada hidrolisava preferencialmente laminarina e tinha
pouca atividade em [-1,3-1,4-glucana, em liquenana e em beta-glucana de cevada,
sugerindo que a GHF16 seria necessaria para a alimentacdo em fungos. A sobre-
expressdo desta enzima pelo nematode no interior da &rvore indica que o substrato desta
enzima deverd ser outra substancia que ndo os componentes da parede celular de
fungos. A presenca deste grupo de enzimas (GHF16) foi também ja detetada no
processo invasivo de outros nematodes parasitas de plantas como D. destructor’’?,
Acidovorax avenae'’ e P. coffeae®. O elevado nivel de sobre-expresséo deste transcrito
e a sua origem de proveniéncia bactéria via transferéncia horizontal de genes tornam
este gene um alvo interessante para o controlo do nematode.

A evidéncia da menor expressdo do gene codificante da GHF16 em fémeas face
a machos e JIlI crescidos em planta (Figura 12) sugere um papel menos ativo destas no

mecanismo em que esta enzima estiver envolvida.

7.1.2.1.2. Pectato liase

O grupo de pectato liases também representa uma importante acdo na
degradacéo da parede celular de plantas, nomeadamente na degradacdo de componentes
da parede celular em plantas como a pectina®***. A sequéncia BxPt17_MFJ_004650 foi
anotada como uma PEL segundo o pipeline de analise e como uma CAZyme PEL da
familia 3 através da ferramenta CAT (Tabela 18). Kikuchi e colaboradores'*! estudaram
uma PEL em B. xylophilus, cuja sequéncia apresenta grande similaridade com a
sequéncia BxPt17_MFJ 004650 (Tabela 18). Interessantemente, 0s autores reportaram
a grande similaridade da sequéncia identificada como PEL com enzimas PEL da familia
3 pertencentes a bactérias, fungos e nemétodes™!. Este resultado valida a confianca na
estratégia de anotacdo de CAZymes pelo CAT. A evidéncia da secrecdo da proteina no
NMP™! esta de acordo com o resultado obtido pela previséo da presenca de peptideo
sinal e auséncia de TM na sequéncia BxPt17_MFJ_004650 (Tabela 18).
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A sobre-expressdao da proteina em nematodes crescidos em planta face a
nematodes crescidos em fungo apresentada nos resultados RT-qPCR (Figura 12), indica
0 potencial envolvimento da proteina na degradacdo de componentes das paredes

88,111

celulares e, consequentemente, no mecanismo de patogenicidade do NMP.

7.1.2.2. Proteinas alergénicas

Os transcritomas dos nematodes B. xylophilus em estudo apresentaram a
expressdo de duas VAPs, codificadas pelas sequéncias BxPtl7_MFJ 005450 e
BxPt17_MFJ 007345 (Tabela 18), as quais apresentam grande similaridade com as
sequéncias dos genes VAPl e VAP2 identificados em B. xylophilus por Lin e
colaboradores®, respetivamente (Tabela 18). Tanto a VAPl como a VAP2

9293 ‘indicativo de

apresentaram uma acumulacédo nas glandulas esofagicas do nematode
serem secretadas para o interior da arvore. As sequéncias BxPt17 _MFJ 005450 e
BxPt17_MFJ_007345 apresentaram a presenca putativa de um peptidio sinal e auséncia
de TM (Tabela 18), revelador da potencialidade das respetivas proteinas serem, também
elas, secretadas. Estas proteinas podem desenvolver importantes interacdes moleculares
com a planta, concretamente a nivel da supressdo da reacio de defesa do hospedeiro®,
néo se conhecendo totalmente a sua agdo no mecanismo de parasitismo do NMP.

Os resultados da expresséo diferencial apresentados na Figura 12 indicam a sub-
expressao de ambos os genes nos nematodes crescidos em planta fase aos crescidos em
fungo, & excecdo da sobre-expressdo superior a 18 vezes da VAP2 em machos. Este
resultado estd de acordo com a indicagdo do Myrna (Tabela 18), revelando a
importancia desta ferramenta no estudo e previsao da expressao diferencial de contigs
com base no processamento das reads.

Os resultados obtidos por RT-gPCR ndo estdo de acordo com a sugestdo de que
as VAPs tém uma acéo efetiva no mecanismo de parasitismo do NMP como supressdo
da reagdo de defesa da planta®™. Kang e colaboradores® demonstraram que as VAPs
estdo mais ativas em nematodes propagativos crescidos em planta que as mesmas
formas de vida crescidas em fungo. Os autores avaliaram o nivel de expressdo das
VAPs ao fim de um més de infegéo, sugerindo a ativacdo das VAPs em planta como
mecanismo de supressdo da reacdo de defesa desta. A integracdo dos nossos resultados,
obtidos ao fim de trés semanas de inoculo, levanta a questdo da necessidade do

nematode em suprimir a reacdo de defesa do hospedeiro numa fase de desenvolvimento
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da doenca ja avancada. A mudanca da fase inicial para a fase avancada de
desenvolvimento da DMP é caracterizada pela diminuicdo da intensidade da reagdo da
defesa da planta®, sugerindo que com o avanco do desenvolvimento da doenca, a
necessidade de supressdo da reacdo de defesa da arvore seja cada vez menor.
Considerando que as VAPs possam estar efetivamente associadas a supresséo da reagdo
de defesa do hospedeiro do NMP, as diferencas de expressédo destas ao longo do
desenvolvimento da doenca poderdo elucidar sobre o padrdo de interacdo molecular do
nematode com a planta e inclusive definir com mais detalhe a evolugdo da doenca.

Kang e colaboradores demonstraram que a VAP1 contribui para a maior
capacidade de migracdo dos nemétodes®™. Assumindo a similaridade estrutural das
sequéncias VAPs em B. xylophilus e o facto de pertencerem a mesma familia de
proteinas, € provavel que desempenhem funcbes semelhantes. Assim, a indicagdo que o
macho sobre-expressa a VAP 2, levanta a sugestdo de esta poder também contribuir

para uma maior taxa de migracdao do nemétode.

7.1.2.3. Calreticulina

A sequéncia BxPt17_MFJ 002078 foi anotada como codificante da proteina
calreticulina (CAL) (Tabela 18). A similaridade com a sequéncia da CAL estudada por
Li e colaboradores® demonstra tratar-se do mesmo gene (Tabela 18). A semelhanca da
sequéncia identificada por este grupo, também a sequéncia BxPtl7_MFJ_ 002078
apresenta um peptidio sinal putativo (Tabela 18), indicativo de que poderd ser
potencialmente secretada pelo nemétode.

A CAL é uma proteina que liga célcio e € uma proteina do reticulo
endoplasmatico (RE), onde atua como um chaperona. Para além do ER, a CAL tem sido
encontrada no envelope nuclear, no citoplasma e na superficie da célula, estando

envolvida na exportacdo de proteinas para o exterior da célula'™

, ha degradacéo de
mRNA!®, ou na adeséo celular'®. A calreticulina regula a homeostase do célcio e
intervém na regulacdo de vias metabolicas, no ciclo celular, no crescimento celular e

diferenciacéo, na endocitose, exocitose e secrecéo'’’

. A calreticulina esta presente nas
secrecBes de varios nematodes parasitas de vertebrados como Necator americanus e H.
contortus, no platelminta Schistosoma mansoni e em Amblyomma americanum, e foi
ainda descrita nas secrecées de M. incognita® mas a sua funcdo no parasitismo nio esta

ainda esclarecida. A ativacdo da proteina CAL em nematodes parasitas de planta como
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M. incognita® sugere a existéncia de uma agdo transversal entre os mecanismos de
parasitismo deste nematode e B. xylophilus, podendo estar associada a um processo
bioldgico essencial a0 nematode face & sobrevivéncia no hospedeiro®.

Os niveis de expressdo determinados por RT-gPCR (Figura 12) demonstram a
sobre-expressdo do gene em machos e nematodes JIlI. Este resultado esta de acordo
com a previsao do Myrna (Tabela 18), evidenciando diferentes niveis de expressao entre
0s nemétodes crescidos em planta. Li e colaboradores® demonstraram que a CAL esta
mais ativa em adultos do que nas restantes fases de vida propagativa do nematode
crescido em fungo. Os resultados apresentados na Figura 12 apresentam uma expressao
similar da sequéncia BxPt17_MFJ_002078 entre machos e juvenis JllI, sugerindo a
maior ativacdo deste gene em JlII crescido em planta que as formas propagativas do
nematode crescido em fungo. Este resultado revela a potencialidade de existirem
processos biologicos ativos diferencialmente entre 0s estagios juvenis propagativo e
dispersivo do NMP em planta. Desta forma, a CAL podera representar uma funcéao
importante no neméatode durante o parasitismo e sendo expressa em Jll1, podera elucidar
acerca das interacbes moleculares que os nematodes estabelecem com a planta
hospedeira.

O leque de funcdes a que a CAL esta potencialmente envolvida em nematodes
parasitas de plantas™ sugere que esta possa exercer funcdes diferentes em estagios de
vida diferentes do nematode. Assim, a ativacdo do gene em machos e nematodes JilI
podera dever-se a interacbes moleculares diferentes, sendo, no entanto, ambas
importantes para o parasitismo pelo facto de pertencerem ao secretoma do nematode
durante a infecdo™ e apresentarem uma sobre-expressdo durante a infecdo de planta em

comparacdo ao crescimento em fungo (Figura 12).

7.2 Metabolismo do homogentisato

A abordagem de transcritbmica comparativa integrada com Myrna permitiu a
identificacdo do metabolismo do homogentisato (Tabela 14) como um processo
bioldgico diferencialmente ativo em B. xylophilus, comparativamente ao organismo
filogeneticamente proximo B. mucronatus. Esta indicacdo podera revelar importantes
informacdes na medida em que existem evidéncias que o homogentisato diminui a

producdo de ROS interacelularmente, inibe a apoptose celular induzida por H,0O, e
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aumenta atividades enzimaticas de enzimas antioxidantes como a catalase™®'®, A

potencial importancia do metabolismo do homogentisato motivou o estudo mais
detalhado da expressao dos genes envolvidos na sua via metabdlica.

A auséncia de anotacdo de enzimas envolvidas neste processo bioldgico em B.
mucronatus ndo permitiu a avaliacdo do nivel de expressdo entre os dois organismos
crescidos nas mesmas condi¢bes, em fungo. No entanto, a comparacdo de maior
interesse foca-se em B. xylophilus, permitindo o estudo da ativacdo desta via entre 0s
nematodes crescidos em fungo e na arvore. A biblioteca conjunta referente aos
transcritomas dos estagios do nematode crescido em planta foi utilizada para identificar
homdlogos das proteinas envolvidas no metabolismo do homogentisato. A biblioteca
conjunta de B. xylophilus crescido em planta foi submetida a anotagdo com recurso a
ferramenta KAAS. As 4 enzimas foram anotadas na biblioteca conjunta representando a
primeira indicacdo da ativacdo desta via no nematode durante o parasitismo (Tabela 18).
O Myrna ndo identificou estas sequéncias como diferencialmente expressas entre as

amostras de B. xylophilus crescidos em planta (Tabela 18).
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Figura 13 - Resultados de RT-gPCR de genes envolvidos na via metabdlica do homogentisato. A
expressdo das enzimas 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (4HPPD), homogentisato 1,2-dioxigenase
(HGD), maleilacetoacetato isomerase (MAI) e fumarilacetoacetato (FAH) é mostrada relativamente a
amostra calibradora, B. xylophilus crescido em fungo. Os dados estdo apresentados na forma de
médiatlimites, com n=3 a nivel de poco em cada placa submetida a real time PCR. * significa uma
expressao diferencial com p-value < 0,05, determinada pelo REST Para cada gene a expressdo foi
determinada contra o calibrador interno proteina 42 de controlo da divisdo celular.
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Os resultados de RT-qPCR, apresentados na Figura 13, sdo extremamente
interessantes tendo em conta a possivel acdo do homogentisato no mecanismo
destoxificacdo de stress oxidativo. Os neméatodes machos apresentaram uma sobre-
expressao da 4HPPD (EC: 1.13.11.27) e sub-expressdo da HGD (EC: 1.13.11.5) face a
B. xylophilus crescido em fungo, niveis de expressdo compativeis com a acumulagéo de
homogentisato intracelularmente (Figura 13). Em adigéo, a sobre-expressdo da enzima
MAI (EC: 5.2.1.2) e FAH (EC: 3,7,1,2) sdo pouco acentuadas, sendo estes resultados
concordantes com a acumulacdo de homogentisato (Figura 13). A conjugacdo destes
resultados sugere que este metabolito poderd exercer uma importante acdo no
metabolismo dos machos durante o parasitismo, potencialmente na destoxificacdo
oxidativa do nematode na arvore hospedeira. O metabolismo da tirosina em C. elegans é

178 resultado concordante com

conservado face a0 mesmo processo em outros eucariotas
as anotacdes obtidas pelos termos KEGG (Figura 13). No entanto o padréo de expressédo
dos genes analisados obtido nos neméatodes machos é Unico face as restantes forma de
vida analisadas em planta. Esta evidéncia sugere que o0 homogentisato possua diferentes
funcdes entre os nematodes. E interessante o facto de que a Unica enzima de
destoxificacdo que os NMP machos apresentaram sobre-expressa foi a catalase. Kang e
colaboradores demonstraram que a acumulagcdo de homogentisato promove 0 aumento

da atividade enzimatica da catalase e a sua expressdo celular*®

. Os autores sugeriram
que esta acdo pode estar relacionada com a potencial agdo do homogentisato na inibi¢éo
da producéo de ROS, diminuindo o seu nivel intracelular, 0 que promove o aumento da
funcdo de enzimas antioxidantes. O aumento da expressdo da catalase foi sugerido
como uma consequéncia da ativacao da cinase regulada por sinais extracelulares (ERK),
a qual esta a montante do fator nuclear kappa B (NF-kB). A potencial ativacdo da via do
NF-kB, associada ao facto do fator de transcricdo potenciar a expressao enzimas
antioxidantes como a catalase®’®, suportou a evidéncia do aumento de nivel da catalase
intracelularmente. A acumulacdo do homogentisato pode representar, assim, um
mecanismo especifico de destoxificacdo das ROS intracelulares produzidas durante a
defesa aos estimulos do pinheiro.

Os nematodes JIII apresentaram uma interessante sobre-expressao das enzimas
HGD e MAI, em adi¢do a sobre-expressdo da 4HPPD, resultados os quais estdo de
acordo com a indicagdo que as enzimas em estudo ndo atuam somente no metabolismo
do homogentisato. A potencialidade da degradacdo de aminoacidos aromaticos como a

tirosina para producdo de energia celular'’®, podera explicar o padréo de expressio em
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nematodes JIII. Como estes ndo se alimentam, a obtencdo de energia necessaria para a
sobrevivéncia em condi¢Ges adversas podera consistir em mecanismos alternativos
como este. No entanto, o elevado nivel de expressdo destas enzimas sugere que estas
possam exercer fun¢des importantes em outros processos biologicos.

As fémeas apresentaram uma grande sobre-expressao da HGD e uma sub-
expressdo da MAI e FAH face a B. xylophilus crescido em fungo. Estes resultados
revelam a grande ativacdo da HGD. As evidéncias da sobre-expressdo desta enzima em
nematodes fémeas e JIII sugerem que esta proteina possua uma fungdo importante

nestes nematodes durante a inducdo do parasitismo no parasitismo.

7.3 Peptidases

Os niveis de expressdo das peptidases quantificados estdo apresentados na
Figura 14.
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Figura 14 - Resultados de RT-gPCR das peptidases de interesse identificadas. A expressdo das
enzimas C-terminal ubiquitina hidrolases 33 e 14 (USP33 e USP14, respetivamente), catepsinas L ¢ B
(CATL e CATB, respetivamente), inibidoras de protease cisteinica #1 e 5 (CPl #1 e CPI 5,
respetivamente), S-formilglutationa hidrolase (SFHy) e epoxido hidrolase 1 (EPOX) é mostrada
relativamente a amostra calibradora, B. xylophilus crescido em fungo. Os dados estdo apresentados na
forma de médiatlimites, com n=3 a nivel de poco em cada placa submetida a real time PCR. * significa
uma expressao diferencial com p-value < 0,05, determinada pelo REST Para cada gene a expressao foi
determinada contra o calibrador interno proteina 42 de controlo da divisdo celular.
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7.3.1 C-terminal hidrolases de ubiquitina

As peptidases C-terminal hidrolases de ubiquitina 14 e 33 (Uspl4 e Usp33
respetivamente) sdo proteinas deubiquitinases envolvidas no processo de ubiquitinacéo-
proteossoma. A ubiquitinacdo, de forma geral, € o processo pelo qual a molécula de
ubiquitina se liga a proteinas para que estas sejam reconhecidas pelo proteossoma e,
consequentemente, degradadas. E a principal via de degradacdo de proteinas
intracelulares sem intervencdo de lisossomas e desempenha uma agdo importante em
diversas respostas das células incluindo divisdo celular, proliferacdo, apoptose e

resposta a condigdes de stress™®

. A ubiquitinacdo é, assim, considerado um processo
bioldgico determinante para o metabolismo e homeostase normais de um organismo. As
proteinas intervenientes no processo de protedlise mediado pelo proteossoma sao alvos
interessantes de estudo para perceber a ativagdo destes processos bioldgicos nos
nematodes e elucidar os tipos de resposta molecular que ocorrem durante a infecdo da
planta hospedeira.

A Uspl4 é um componente da subunidade reguladora 19S do proteossoma que
regula a entrada de proteinas ubiquitinadas no centro deste’®. Peth e colaboradores
demonstraram que a Uspl4 é necessaria para o estimulo de abertura da porta do
proteossoma 20S, evento regulador da sua capacidade proteolitica. O estimulo ocorre
quando a porta esta fechada ou transientemente aberta e a associa¢do da Usp14 promove
a eficiente hidrélise das proteinas ubiquitinadas’®. Desta forma, é sugerido que esta
proteina promove a acéo degradadora do proteossoma*®. No entanto, o papel da Usp14
ainda ndo estd totalmente esclarecido e as evidéncias sdo por vezes contraditérias.
Existem evidéncias que apontam o0 seu envolvimento na reducdo de eventos
proteoliticos'®. E sugerido que a USP14, como enzima de deubiquitinacdo, é
importante na regulacdo do equilibrio de ubiquitina nas células, promovendo a hidrolise
da ubiquitina em substratos proteicos do proteossoma’®. Para além da relagdo direta
com o proteossoma, existem evidéncias que a USP14 esta envolvida na regulacdo de
respostas bioldgicas como a funcdo neuronal™® e a sinalizacdo de citocinas'®.
Crimming e colaboradores demonstraram que uma estirpe mutada de rato com perda da
funcdo da USP14 exibiu uma reduzida taxa de crescimento e ataxia'®®.

A Usp33 é uma deubiquitinase que estabelece interagdes associadas a diversos
eventos fisioldgicos como proteinas supressoras de tumores, a E3 ubiquitina-ligase no

controlo da resposta celular a condicGes de hipoxia, no desenvolvimento cerebral e na
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deubiquitinacio de p-arrestinas'®’. No entanto, a fungdo particular de deubiquitinacio
de B-arrestinas é considerada uma das a¢des com maior importancia na resposta celular
a estimulos externos, ou seja, que podera representar maior interesse de estudo sob a
perspetiva de investigar as diferentes reacdes metabolicas face a exposicao de estimulos
externos por parte das amostras em estudo. De modo geral, as B-arrestinas medeiam a
renovacao/trafico intracelular dos receptores B-adrenérgicos (B-ARs), processo através
do qual a quantidade de B-ARs na membrana celular € aumentada e a célula exerce uma
resposta a estimulos externos. A exposicdo continuada aos p-ARs promove o
desencadeamento de um mecanismo de controlo celular interno, onde estes recetores
s30 ubiquitinados de forma a serem degradados™®. A ubiquitinagdo das p-arrestinas
desencadeia 0 mecanismo pelo qual a ubiquitinagdo dos B-ARs é promovida e,
consequentemente, a reducéo da resposta celular'®. Desta forma, a agdo enzimética de
deubiquitinacdo das B-arrestinas pelo Usp33 é de grande importancia para promover o
trafico intracelular contante de B-ARs e, consequentemente, a continuagdo da
intensidade da resposta celular aos estimulos externos'®®. Em mamiferos, os B-ARs
medeiam a resposta celular a catecolaminas como dopamina, adrenalina e

noradrenalina*®

. A dopamina em nematodes é um importante neurotransmissor que
desempenha um papel primario no reconhecimento e resposta a sensacfes mecanicas
como o toque™™.

Os resultados de RT-qPCR, apresentados na Figura 14, mostram que 0s
nematodes crescidos em planta apresentam diferentes niveis de ativacdo das Usp
estudadas em comparacdo com os nematodes crescidos em fungo. A Usp33 é sobre-
expressa em fémeas e em Jlll crescidos em pinheiro, enquanto a Uspl4 apenas é
expressa diferencialmente pelas fémeas. Os niveis de expressdo diferencial entre as
formas de vida de B. xylophilus crescidas em planta estdo de acordo com as indicagdes
do Myrna (Tabela 18).

O facto de a fémea sobre-expressar a USP14 face aos nematodes crescidos em
fungo e as outras populacdes de nematodes em estudo crescidos em planta podera estar
relacionado com a maior importancia para a fémea na manutencdo da eficiéncia do
proteossoma, ja que para além de garantir sobrevivéncia tambem € o estagio envolvido
na reproducgdo. Assim, as fémeas poderdo possuir uma maior necessidade de regulagdo
da eficiéncia do proteossoma em comparag¢do com os restantes neméatodes da populagéo
durante a infecdo de arvores hospedeiras. Por outro lado, existem evidéncias de

elevados niveis de mRNAs da USP14 em condicdes fisioldgicas de perda de capacidade
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motora'®?. Chen e colaboradores’® demonstraram que a USP14 ¢ indispensavel na
regulacdo do desenvolvimento sindptico e da funcdo das jungdes neuromusculares.
Ratos deficientes na producdo da proteina apresentaram perda de massa muscular e
alteracdes estruturais nas juncGes neuromusculares, potencialmente, por diminui¢do da
capacidade proteolitica nas sinapses. O restabelecimento da producdo da proteina
promoveu o equilibrio dos niveis de ubiquitina no circuito de neurénios motores e a

capacidade motora dos ratos'®*

. Assim, os resultados da USP14 apresentados na Figura
14 poderdo indicar que os nematodes fémeas poderdo sofrer uma maior reducdo na sua
capacidade motora, face as outras formas de vida do nematode, como consequéncia do
ataque da planta, e apresentarem maior dificuldade de migracdo ao longo da arvore,
ativando a expressdo da USP14. Esta migracdo diferencial podera levar a uma
distribuicdo dos nematodes na arvore ndo uniforme e, em ultima instancia, as condi¢des
de stress experienciadas ao longo da migragéo pelo hospedeiro também néo uniformes.
O facto da capacidade motora dos neméatodes ser um aspeto determinante na sua
habilidade de induzir uma efetiva infecdo do hospedeiro®’ sugere que a utilizagdo de
compostos quimicos que atuam sobre o sistema nervoso do nematode, mais
precisamente nos circuitos neuronais que controlam a funcdo muscular e a mobilidade,
possam ser, também para este nematode, uma forma de controlo eficaz'®.
Diferentemente, a hipdtese da sobre-expressdo da USP14 estar associada a algum
mecanismo relacionado com a reproducdo ou o metabolismo exclusivo das fémeas
também é valida.

Uma vez que a Usp33 pode elucidar acerca da intensidade da resposta celular a
estimulos externos, € esperado que a enzima seja sobre-expressa nos nematodes
crescidos em planta face aos crescidos em condicdes otimas. Os resultados da Figura 14
apenas mostram a sobre-expressdo da USP33 em nematodes fémeas e JIII. A sobre-
expressdo da Usp33 em fémea face a JIII e machos, e em JllI face a machos, indica a
nivel comparativo, que os machos poderdo estar sujeitos a um menor ndimero de
estimulos externos associados aos B-ARs ou a diferentes intensidades. Numa outra
perspetiva, este resultado esta de acordo com o estudo sobre a expresséo de recetores de
neurotransmissores como a dopamina em H. contortus desenvolvida pelo grupo de
Rao™™. Os resultados indicaram diferencas de expressdo do recetor em estudo entre as
diversas fases de vida do nematode onde as fémeas apresentaram maior expressao,
sequidas pelas etapas larvais e por Gltimo, com menor expressdo, os machos'*. Uma

evidéncia que podera justificar estas diferencas de expressao consiste na presenca de um
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maior nimero de neurénios mecano-recetores em machos a imagem do que acontece
com C. elegans'®. Este facto leva & sugestdo de uma menor necessidade dos machos em
expressar recetores individuais, potencialmente existindo uma agao conjunta entre toda
a bateria de recursos para o reconhecimento e resposta a estimulos externos mecanicos.
Adicionalmente a sugestdo que nem todos estes neuronios adicionais em macho estéo
relacionados com o acasalamento'®, o facto de existirem recetores de
neurotransmissores exclusivos de nemétodes e cuja funcéo ainda esta por esclarecer'®®,
suporta a hipotese que possam existir diferencas de expressédo de recetores como 0s [3-
ARs entre nematodes apesar de experienciarem 0s mesmo estimulos externos.

Os resultados indicam a importancia desta enzima nos nematodes crescidos em
planta e, consequentemente, a importancia dos B-ARs no reconhecimento de
neurotransmissores e promocdo de uma resposta continua de forma a garantir a
sobrevivéncia. Assim, o sistema neuronal do nematode esta ativo e é determinante no
reconhecimento dos estimulos externos. Logo, 0 mecanismo de controlo visando o0s f-
ARs podera ser uma via de controlo, como ja é investigada para nematodes parasitas de
animais .

197 constituem uma

As evidéncias da presenca de catecolaminas em plantas
descoberta intrigante porque as funcGes de neurotransmissores ndo encaixam na
biologia vegetal tal como é conhecida. E sugerido que as catecolaminas em plantas
poderdo estar envolvidas em processos regulatorios desta, assim como na interagdo com
agentes patogénicos'®®. Reo e colaboradores demonstraram que a exposicdo a dopamina
externa promove paralisia muscular no neméatode parasita de animais H. contortus'®®. A
sobre-expressdo da USP33 em fémeas e JIIlI podera, assim, representar a resposta
fisiolégica a uma potencial agdo inibitéria da dopamina produzida pela planta a
capacidade motora dos nematodes. A producdo de dopamina como uma reacdo de
defesa ao ataque de agentes patogénicos constitui, assim, uma potencial fungédo para esta
molécula, tendo em conta a grande incerteza funcional acerca das catecolaminas
produzidas por plantas. A USP33 podera representar um interessante alvo de estudo na
medida em que representa quer um mecanismo de regulacdo do nematode a estimulos
externos fisicos, quer por permitir estudar outras formas dos nematodes machos
identificarem esses estimulos externos e como as diferencas de identificacdo face a
fémeas e JIII poder&o contribuir para 0 mecanismo de patogenicidade do NMP.
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7.3.2 Catepsinas

Um dos grupos de peptidases com maior interesse em nematodes parasitas de
plantas, é o das proteases de cisteina, onde as catepsinas (CATs) ocupam um lugar de
destaque®. As catepsinas representam o maior componente do sistema proteolitico
lisossomal™®. Assim estas proteases sdo consideradas principais intervenientes em
interacdes hospedeiro-parasita como a colonizacdo do hospedeiro, quebra de tecidos
durante a propagacéo, invasdo do sistema imunitéario e digestdo de nutrientes essenciais
para a sobrevivéncia do parasita’®. Desta forma, 0s processos biolgicos aos quais
estdo associadas revelam o interesse no estudo da importancia destas proteinas em
parasitas de animais, sobre a forma como podem assumir uma acdo efetiva no
mecanismo de patogenicidade e, consequentemente, constituir um alvo vélido para o
controlo do organismo patogenico. A estratégia integrada da anotacdo pelo Merops e a
indicacdo dos niveis de expressdo in silico pelo Myrna identificaram 2 catepsinas
diferencialmente expressas (Tabela 18).

A catepsina representada pela sequéncia BxPt17_MFJ 002870 (Tabela 18)
consiste numa catepsina L, apesar de ser anotada no Merops e BLASTP no pipeline de
processamento das reads como correspondente a uma catepsina F. A submissdo da
sequéncia BxPt1l7_MFJ_002870 contra a base de dados curada Swiss-Prot obteve como
melhor correspondéncia uma catepsina L e como segunda melhor correspondéncia uma
catepsina F, com um E-value de 3¢ e 7e®, respetivamente. A maior confianca na
abordagem utilizando uma base de dados curada e a evidéncia que a anotacdo da
sequéncia no Merops obteve um E-value de 4,9¢®, resultou na consideragdo da enzima
catepsina L.

As catepsinas L tém sido identificadas em muitas espécies de nemétodes
parasitas de animais como Dictyocaulus viviparus e H. contortus®®* e, também, em

202 & H. glycines®®. Em nematodes

nematodes parasitas de plantas como M. incognita
parasitas, a principal acdo da catepsina L esta relacionada com a digestdo extracelular de
proteinas importantes para a nutricdo do neméatode, como é o caso do H. contortus®.
No entanto Britton e colaboradores, baseando-se em alinhamentos de sequéncias,
demonstraram a distribuicdo das catepsinas L de nematodes parasitas de animais e de
parasitas de plantas em diferentes clusters®®’. Este resultado est4 de acordo com a

sugestdo de que as enzimas podem apresentar especificidade para diferentes substratos,
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0 que ndo é estranho ja que os nematodes tém de se adaptar as condi¢cdes onde vivem e
estas sdo diferentes entre os neméatodes parasitas de plantas e animais.

A catepsina L identificada neste trabalho apresenta grande similaridade a nivel
da sequéncia de aminoécido com a catepsina L de M. incognita®®® com ID CAD89795
no GenBank, cujo E-value do alinhamento é de 1e™®°. Adicionalmente, ambas partilham

um potencial peptidio sinal**

(Tabela 18), revelando o grande interesse no estudo desta
proteina devido a potencialidade de estar envolvida no mecanismo de patogenicidade
dos nematodes. A funcdo da catepsina L em nematodes parasitas de plantas ainda nédo
esta totalmente esclarecida. Neveu e colaboradores®®® demonstraram a evidéncia de uma
grande abundancia de transcritos de catepsina L expressos em juvenis parasitas de M.
incognita que ainda ndo alcancaram as células vegetais por onde se alimentam dentro da
planta (caracteristicas deste grupo de nematodes). Esta evidéncia em adi¢cdo a presenca
de um peptidio sinal na sequéncia codificante suportaram as conclusdes dos autores
consistindo na hipdtese de que ao contrério do que inicialmente se pensava sobre a
funcdo da catepsina L estar relacionada com a digestdo de proteinas no intestino do
nematode como meio de nutricdo, a funcdo poderia estar diretamente associada as

interacBes neméatode-planta e, consequente, patogenicidade®®

. A importancia potencial
destas enzimas no mecanismo de patogenicidade dos nematodes tem sido utilizada
como um fator determinante na denominagdo das catepsinas como alvos favoraveis em
estratégias de controlo. A utilizacdo de cistatinas, inibidores da atividade enzimatica de
catepsinas, nomeadamente catepsinas L, em sementes transgénicas tem sido uma
estratégia proposta com grande espectativa (revisto em *°). Desta forma, a importancia
potencial da catepsina L em nematodes parasitas de plantas podera identifica-la como
um interessante alvo para estratégias de controlo do NMP.,

A catepsina B foi a outra protease cisteinica identificada como potencialmente
interessante para o estudo das diferencas de expresséo entre as amostras em estudo. Os
resultados do Myrna indicaram uma potencial expressdo diferencial desta enzima
(Figura 14). O grande foco de estudo desta enzima centra-se em nematodes parasitas de
animais, pois esta, a semelhanca da catepsina L, exerce uma importante acdo de
degradacdo de proteinas do hospedeiro, como a hemoglobina, com um fim nutritivo®*.
Skuce e colaboradores demonstraram que a catepsina B é expressa em H. contortus
apenas nos estagios parasiticos de alimentacdo baseada no sangue do hospedeiro®®. A
grande abundancia desta enzima nas secrecdes de H. contortus®®®, constituiu esta como

um dos alvos mais promissores no controlo deste nematode patogénico. Newton e
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colaboradores apresentaram exemplos de catepsinas B que quando usadas como

vacinas, diminuem o grau de patogenicidade dos nemétodes em infecBes posteriores®®’.
As catepsinas B em H. contortus contém um peptidio sinal indicando a

potencialidade de serem secretadas®*®

na sequéncia BxPt17_MFJ 003305, codificante da catepsina B de NMP em estudo,

. O estudo da potencial presenca de peptidio sinal

indicou que esta ndo apresenta um peptidio sinal (Tabela 18). A evidéncia de que a
catepsina B ndo € secretada pelo neméatode e a diferenca do padrdo de expressao génica
entre as amostras em estudo comparativamente aos resultados da catepsina L, sugere
que estas duas proteinas exercam funcdes distintas e potencialmente em processos
bioldgicos divergentes. A expressdo da catepsina B apenas foi significativamente maior
em machos crescidos em planta face as populagdes crescidas em fungo (Figura 14).
Estes resultados sugerem que a proteina ndo possua uma ac¢ao envolvida em interacoes
moleculares do nematode face a planta, mas potencialmente estd associada a funcao
degradativa nos lisossomas ou associada exclusivamente a machos.

Os resultados de RT-gPCR apresentados na Figura 14 indicam uma sobre-
expressao da catepsina L nos nematodes crescidos em planta face aos crescidos em
fungo. Este resultado € muito interessante pois demonstra a necessidade de expressar
esta proteina em grande quantidade aquando da infecdo da planta. O facto de a
expressdo ser muito menor em nematodes crescidos em fungo sugere um potencial
envolvimento da catepsina L no mecanismo de patogenicidade do nematode. Este
potencial envolvimento abre portas para a utilizacdo desta proteina como um alvo de
controlo do neméatode em que o know-how j& existente acerca da utilizacdo destas
enzimas visando o controlo de outras pestes podera representar uma mais-valia para
uma rapida e eficaz intervencéo.

A evidéncia da expressdo da catepsina L por nematodes JIIl sugere que esta
proteina ndo esteja somente envolvida em eventos de nutri¢do, pois estes nematodes ndo
se alimentam. Assim, 0s nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por Neveu e
colaboradores®®® na medida em que a catepsina L também foi expressa por nematodes
juvenis que ainda ndo tinham iniciado o processo de alimentacdo. No entanto, 0s
resultados do estudo deste autor também indicaram a inexisténcia de expressdo da
enzima em machos. O facto dos mecanismos de patogenicidade serem tdo diferentes
poderd justificar as diferencas de expressdo da catepsina L entre os dois nematodes. M.
incognita como endoparasita sedentario caracteriza-se pela acdo das fémeas e juvenis

como principais intervenientes no parasitismo®®, ja o mecanismo de patogenicidade de
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B. xylophilus € caracterizado, até agora, por uma indiferenca na capacidade de
parasitismo entre as diferentes etapas de vida do nematode. Assim, considerando as
origens independentes no parasitismo entre nematodes* sugere-se que os machos de B.
xylophilus também expressem a catepsina L com a mesma funcéo exercida pela enzima
em outros nematodes parasitas de plantas.

Os resultados apresentados na Figura 14 mostraram que em nematodes crescidos
em planta face a nematodes crescidos em fungo, ha uma sobre-expressdo da catepsina B
em machos e uma sub-expressdo em fémeas e JIII. O facto da catepsina B, a imagem da
catepsina L, ser expressa em JIlI sugere que esta desempenha uma acdo diferenciadora
face as funcbes de homologos em nematodes parasitas de animais. A sobre-expressdo da
catepsina B em machos sugere o possivel envolvimento desta com um processo
exclusivo de machos, no sentido de que a expressdo desta enzima poderd garantir o
normal funcionamento de processos biologicos associados a reproducdo. A importancia
desta enzima em machos e o facto de ser utilizada eficientemente como alvo de controlo
de nematodes, podera indicar em estudos futuros a catepsina B como um interessante
alvo de controlo dos machos e, consequentemente, influenciar toda a populacdo de

nematodes no hospedeiro.

7.3.3 Cistatinas

Tal como as catepsinas sdo importantes intervenientes em muito processos
determinantes para a patogenicidade, também os inibidores de catepsinas (CPI) e de
outras proteases cisteinicas, as cistatinas, possuem funcgdes relevantes no parasitismo.
Em nematodes parasitas de animais, como o0 caso de B. malayi, as cistatinas inibem
proteinas envolvidas no reconhecimento de antigénios pelo sistema imunitario do
hospedeiro™? ou proteases constituintes da reacdo de ataque do hospedeiro®”. Neste
estudo foram identificadas duas cistatinas, #1 e 5, como diferencialmente expressas nos
nematodes crescidos em pinheiro (Tabela 18). A semelhanca da maioria das
cistatinas'*?, as cistatinas #1 e 5 também apresentam um peptidio sinal (Tabela 18),
indicando a potencialidade de serem secretadas para 0 meio extracelular.

A funcdo das cistatinas em nematodes parasitas de plantas foi até agora pouco
explorada. Bellafiore e colaboradores identificaram cistatinas em secrecfes das
glandulas esofagicas do nemétode parasita de plantas M. incognita®®. A cistatina

reportada foi a cistatina 2'*, tal como a cistatina identificada em B. malayi, cuja funcéo
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consiste na inibicdo de proteases do hospedeiro que visam o reconhecimento de
antigénios'*?. Estes autores, sugeriram que a conservacio entre as sequéncias de M.
incognita e B. malayi indica a possibilidade dos nematodes parasitas de plantas e
animais partilharem mecanismos de infecdo. Assim, também em nematodes parasitas de
plantas, o envolvimento de cistatinas na fuga ao sistema de reconhecimento de parasitas
pela planta é uma hipo6tese. Ndo existem davidas quanto ao papel de proteases em
plantas, que para além das funcGes basais de remogdo de proteinas ndo funcionais e
libertacdo de aminoacidos para reciclagem de proteinas, também possuem uma acao
determinante no processo de reconhecimento de patogéneos e inducdo de repostas de

defesa efetivas (revisto em 2%

). Desta forma, o estudo da expressdo de cistatinas é
importante na elucidacdo sobre o eventual papel de cistatinas no parasitismo de B.
xylophilus.

Os resultados de RT-gPCR apresentados na Figura 14 indicam expressao da
catepsina 5 apenas em nemétodes JIIl. O BLASTP da respetiva sequéncia,
BxPt17_MFJ_008038 (Tabela 18), contra a base de dados curada do Swiss-Prot revelou
maior homologia com cistatinas de planta, nomeadamente Arabidopsis thaliana e O.
sativa e apresentando um E-value de 1,00e® e 2,00e®, respetivamente. Estes resultados
sugerem que esta enzima podera atuar na mimetizacdo de moléculas produzidas pela
planta.

A evidéncia da ativacdo da enzima CPI 5 em nematodes crescidos em fungo nédo
implica que esta enzima ndo possa exercer uma funcdo de mimetizacdo na planta. Isto
porque a proteina podera exercer a sua fungdo a nivel basal no metabolismo normal do
nematode, mas as condi¢fes experimentadas por este na planta justificarem a sua sobre-
expressao em nematodes JlII, potencialmente através de mecanismos de ativagédo
diferentes. Uma questdo interessante consiste no facto da enzima ndo ser expressa em
adultos crescidos em planta, o que potencialmente implica que a expressdo observada
em fungo se deve a etapas juvenis e diferentes de JIlI pois as condi¢Ges de crescimento
do nematode em fungo em nenhum momento serdo adversas despoletando o
desenvolvimento de nematodes J2 para JIlI. Este resultado € importante na medida em
que, do nosso conhecimento, existem poucas evidéncias de proteinas exclusivamente
expressas em nematodes juvenis em planta, representando a sobre-expressado da cistatina
5 em nematodes JI1I a primeira evidéncia deste mecanismo com um grande potencial de
estar envolvido no parasitismo, tendo em conta o nivel de sobre-expressao ser superior a

15 vezes (Figura 14).

121



Considerando a presenca de um peptidio sinal e auséncia de TM na sequéncia
codificante da CPI 5 identificada em B. xylophilus e o padrdo de expressdo particular
apresentado nas amostras em estudo, a evidéncia que a sequéncia apresenta maior
homologia com proteinas de planta face a proteinas de nematodes é desafiante. Podera
representar uma proteina exclusiva de B. xylophilus, o que estd de acordo com a
sugestdo de que o parasitismo caracteristico de B. xylophilus advenha de uma origem
independente de outros nemétodes parasitas de plantas®.

A sobre-expressdo de CPI 5 em JIII (Figura 14) podera estar relacionada com as
proteases de reconhecimento de patogéneos e as cistatinas da planta hospedeira®®. Esta
relacdo revela a potencialidade da CPI 5 constituir um mecanismo importante para JilI
escaparem ao reconhecimento pela planta. Esta hipOtese estd de acordo com as
caracteristicas metabélicas e anatémicas particulares de nemétodes B. xylophilus JI11*°
que ndo sejam partilhadas com nematodes adultos ou até mesmo com 0s outros estagios
larvais destes nematodes. A evidéncia que antigénios de reconhecimento de nematodes
se situam na cuticula destes animais®® e que diferencas anatomicas entre as diferentes
formas de vida de B. xylophilus compreendem a sua cuticula®, a hipétese apresentada
fica mais robusta.

A importancia das diferencas entre as caracteristicas anatomicas dos neméatodes
torna-se mais acentuada considerando que 0s antigénios descritos na literatura como
alvos de reconhecimento pelo hospedeiro situam-se na cuticula do nematode®.

Outra hipotese de explicacdo dos resultados tem em conta que uma das
principais necessidades de nematodes JlII consiste em encontrar condi¢Ges favoraveis
para alimentacdo de forma a conseguir desenvolver-se para a etapa larval JIV?, logo a
sobre-expressdo exclusiva da CP1 5 em JIlI podera coloca-la como um potencial efetor
associado ao suprimento da necessidade de alimento. De qualquer forma, o
esclarecimento desta enzima poderia evidenciar informagdes importantes sobre o
metabolismo de neméatodes JIlIl e o seu envolvimento particular na infecdo do
hospedeiro, assim como, a estratégia pela qual sobrevive as condi¢des experienciadas na
planta.

Os resultados de expressao diferencial da proteina CPI #1 entre as amostras em
estudo, apresentados na Figura 14, demonstram a exclusiva ativagdo da enzima em
nematodes machos. No entanto, face aos nematodes crescidos em fungo, 0s machos nao
apresentam sobre-expressdo da CPIl #1 quando crescidos em planta. Este resultado

sugere que esta cistatina exerca uma funcdo especifica de machos. Numa outra
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perspetiva, a CPI #1 ndo estara associada a degradacéo de proteases vegetais que visam
0 reconhecimento de patogéneos e, consequentemente, ndo possuindo um impacto
determinante no parasitismo. Isto porque uma vez que ndo se encontra sobre-expressa
face aos nematodes crescidos em fungo, condi¢bes de crescimento nas quais nao
existem as proteases vegetais e, onde a necessidade de expressao € inexistente ou muito
menor, no caso de existirem substratos para a CPI #1 em fungo. Possivelmente a CPI #1
podera estar envolvida em processos bioldgicos exclusivos de machos, como por

exemplo desenvolvimento do sistema reprodutor.

7.3.4 Glutationa S-formil hidrolase

A sequéncia BxPt17_MFJ_ 004108 foi anotada como uma glutationa S-formil
hidrolase (sfhy; Figura 14). A anélise com o0 Myrna indicou que o gene é potencialmente
expresso de forma diferencial entre as amostras em estudo (Tabela 18), o que foi
validado por RT-gPCR (Figura 14).

A SFHy é uma carboxiesterase ativa na hidrélise de ésteres xenobidticos
vulgares e catalisa a hidrolise da glutationa S- formil em acido férmico e glutationa.
Atua, assim, na via de destoxificacdo de formaldeido. Este quimico é extremamente
reativo, formando ligacdes covalentes com proteinas e acidos nucleicos, podendo ter um
efeito citotoxico?’®. Em bactérias, o formaldeido é produzido nas células como produto
do metabolismo de metionina, histamina, metanol e metilamina, da dissociacdo do
derivado do &cido félico tetrahidrofolato e di-metilacéo oxidativa de 4cidos nucleicos®*.
As sequéncias desta enzima disponiveis em bases dados apresentam grande conservagao
estrutural, o que demonstra a importancia da enzima no metabolismo dos organismos
vivos?*2, E conservada em eucariotas e procariotas, estando bem caracterizada em
organismos modelo como Saccharomyces cerevisiae e A. thaliana®®. Varios
mecanismos de destoxificacdo de formaldeido evoluiram nos organismos para prevenir
os efeitos letais e mutagénicos deste metabolito. O sistema de destoxificacdo
dependente de glutationa, por exemplo, é encontrado em todos os eucariotas®'.

Existem evidéncias que a destoxificacdo de espécies reativas derivadas do
carbono (ERC), como o formaldeido, constitui um importante mecanismo de

215 A tolerancia a estas moléculas

sobrevivéncia em organismos sob condic¢des de stress
reativas promove a diminuicdo da lesdo de tecidos. Nas plantas, por exemplo, a

tolerancia a ERC é um dos sucessos da estratégia de melhoramento genético de espécies
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comerciais®’®. Desta forma, a destoxificagdo do formaldeido nas células do nemétode
podera aumentar a capacidade do NMP sobreviver dentro da arvore.

Os resultados de RT-qPCR, apresentados na Figura 14, mostram a sobre-
expressdao do gene sfhy nas amostras de nematodes crescidos em planta face a
nematodes crescidos em fungo. Este resultado indica que a destoxificacdo do
formaldeido esta mais ativa no nemétode dentro da planta, o que pode contribuir para a
sua sobrevivéncia. Estes dados sugerem que, em adigdo ao stress oxidativo originado
por ROS enddgenas produzidas como resposta as condicdes de stress na planta®®,
também as ERC poderdo constituir um fator de risco para o nematode. Existem
evidéncias que o formaldeido é mutagénico em C. elegans®*®.

O nivel de expressdo do gene foi similar entre fémeas e machos crescidos em
pinheiro, enquanto em nematodes JII1 também isolados de plantas, o nivel de expressédo
foi proximo do observado pelos neméatodes crescidos em fungo (Figura 14). Esta
expressdo diferencial pode estar relacionada com as diferentes caracteristicas
metabolicas entre as diferentes fases do nematode, com especial relevo entre fases
adultas e juvenis. Nematodes JIlII sdo especializados para sobreviver a condi¢des de
stress® e ndo se alimentam, pelo que o nivel de atividade metabdlica sera mais reduzido
que as formas adultas do nematode. Estas diferencas metabdlicas podem ser
responsaveis pela maior ativacdo de enzimas de destoxificagdo do formaldeido em
nematodes adultos do que em JIlI. Este resultado também sugere que 0s mecanismos de
parasitismo possam ser integrados entre os nematodes, em que toda a populacédo
potencialmente usufrui dos diferentes mecanismos de sobrevivéncia que cada um

expressa.

7.3.5 Familia de proteases caseinoliticas

Um dos genes com maior expressao diferencial segundo o Myrna corresponde
ao codificado pela sequéncia BxPt17_MFJ_001047 (Tabela 18). O pipeline de anotagéo
indicou tratar-se de um gene codificante da protease caseinolitica ClpX (Tabela 18).
Esta protease pertence & familia Clp/Hsp100 de chaperonas moleculares®!’.

Em eucariotas, a homeostase da degradacdo intracelular de proteinas esta
geralmente associada ao sistema de proteossoma-ubiquitina’®’. No entanto, este sistema
ndo esta presente em organelos eucariotas como as mitocondrias. A degradacdo de

proteinas nestes organelos é catalisada por proteases dependentes de ATP como a ClpX
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associada & protease caseinolitica P*®%,

A enzima ClpX atua na matriz da
mitocondria, estando por elucidar os seus substratos em mamiferos®'®.

Em C. elegans, a ClpX é proposta como uma proteina importante na via de
sinalizacdo que regula a resposta a proteinas sem o enrolamento correto na
mitocondria®®. E sugerido que as proteinas sem enrolamento correto ou de agregados
proteicos na mitocondria induzem uma condicao de stress no organelo e que os produtos
da degradacdo destas formas proteicas podem estar envolvidos na resposta da via de
sinalizacdo associada®’. Tal como em humanos, também em C. elegans nido existe
conhecimento sobre as proteinas alvo degradadas pela ClpX?*°. No entanto, Lowth e
colaboradores®® concluiram que a ClpX humana exibe formas de reconhecimento de
substratos similares as conhecidas em bactérias. Atualmente, sdo conhecidos mais de 50
substratos proteicos da ClpX em bactérias, incluindo fatores de transcrigdo, enzimas
envolvidas no metabolismo celular e proteinas envolvidas nas respostas ao stress
oxidativo e de subnutriggo®'®,

A funcéo da ClpX, de acordo com o substrato proteico associado, esta envolvida
em processos metabolicos importantes como a reparacdo do DNA, a expressdo genica
ou o controlo da qualidade de proteinas®*®***. Existe a hipétese da ClpX, tal como em
bactérias, apresentar fungdes importantes na resposta a acumulacdo de proteinas sem
estrutura na mitocondria e na resposta a condices de stress extracelulares??. A
indicacdo da expressdo diferencial do gene fornecida pelo Myrna e as potenciais
funcbes que a proteina ClpX pode desenvolver no nematode revela o interesse em
validar os niveis de ativacdo do gene.

A validacdo dos niveis de expressdo do gene clpX por RT-gPCR mostrou que
este gene é apenas expresso em B. xylophilus crescidos em fungo e em machos
crescidos em planta (Figura 14). O facto de o gene ndo estar ativo em fémeas e juvenis
crescidos em planta revela que a funcdo desta proteina nos nemétodes podera estar
envolvida num processo exclusivo de machos. Esta exclusividade poderd estar
relacionada com um substrato especifico da ClpX que apenas se encontre em macho,
quer por incorporacdo extracelular como sintetizado intracelularmente.

Kim e colaboradores demonstraram que proteinas da familia ClpX séo
importantes na manutencdo da homeostase da mitocondria quanto & producdo de
proteinas funcionais em situaces de toxidade em ratos machos??®. Se a situagdo for
reprodutivel em NMP machos, este mecanismo pode ser utilizado por estes para

diminuir o stress oxidativo na mitocondria, manter a homeostase proteica na célula e
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aumentar a capacidade de resisténcia face a resposta defensiva do pinheiro. Esta
expressao diferencial sugere que a protease ClpX pode ser um alvo especifico para o

controlo de neméatodes machos.

7.4 Proteinas secretadas

A metodologia utilizada para detetar proteinas potencialmente secretadas pelo
nematode permitiu a identificacdo de 5 sequéncias cuja analise pelo Myrna indicou
como diferencialmente expressas entre as amostras em estudo (Tabela 18).
Identificamos 3 fosfatases &cido roxas e, adicionalmente foram também detetadas uma
proteina residente do RE e uma proteina de ligacdo do retinol e acidos gordos. A
expressao individual de cada proteina foi determinada experimentalmente por RT-gPCR
(Figura 15).
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Figura 15 - Resultados de RT-qPCR de proteinas de interesse potencialmente secretadas por B.
xylophilus. A expressdo de 3 proteinas fostatases acidas roxas (PAP#1, PAP#2 e PAP#3), proteina 44
residente do reticulo endoplasmatico (ERp44) e proteina 1 de ligacdo ao retinol e &cidos gordos (FAR1) é
mostrada relativamente a amostra calibradora, B. xylophilus crescido em fungo. Os dados estdo
apresentados na forma de médiazlimites, com n=3 a nivel de pogo em cada placa submetida a real time
PCR. * significa uma expressao diferencial com p-value < 0,05, determinada pelo REST Para cada gene a
expressao foi determinada contra o calibrador interno proteina 42 de controlo da divisdo celular.
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7.4.1 Fosfatases acido roxas

As enzimas fosfatases acido roxas (PAP; EC 3.1.3.2) sdo metalofosfoesterases
que hidrolisam ligacdes éster de fosfato numa grande gama de substratos. As PAPs
apresentam isoformas que sdo expressas em diferentes localiza¢6es e possuem funcdes
distintas. Estas caracteristicas contribuem para a variabilidade de processos biologicos
aos quais as PAPs estdo envolvidas®®*. Estas enzimas sdo extensivamente estudadas em
planta dada a importancia no seu metabolismo. Algumas PAPs de plantas apresentam
semelhanca a PAPs de mamiferos®®, enquanto que outras apresentam caracteristicas
particulares de planta®*. Para além dos mamiferos, a funcdo das PAPs em animais
continua por elucidar.

Diversas fungdes bioldgicas das PAPs foram propostas até hoje. As PAPs de
mamiferos tém sido associadas ao transporte de ferro, geracdo de ROS como resposta de
defesa e no aumento da reabsorcdo Ossea, enquanto em plantas sdo geralmente
associadas & sequestragdo e transporte de fosfato organico a partir dos solos®®. A
submissdo das sequéncias codificantes das 3 PAPs identificadas em um BLASTP contra
a base de dados curada Swiss-Prot gerou resultados similares. Para as trés sequéncias as
melhores correspondéncias corresponderam a homologos de M. musculus, Danio rerio e
H. sapiens, com E-value médio estre as anotacBes das trés sequéncias de 6,67e%
1,33eM8 ¢ 1,33¢™°, respetivamente. Tendo em conta a maior homologia das sequéncias
detetadas no nosso estudo face a PAPs de animais e considerando potencial
envolvimento das PAPs no mecanismo de patogenicidade do NMP, destaca-se o facto
de estas enzimas, em animais, poderem promover a geracdo de ROS?®. O mecanismo
aceite consiste na capacidade da PAP reagir com o perdxido de hidrogénio e produzir

espécies reativas como o radical hidroxilo®’

. Assim a secre¢do de PAPs para 0 meio
extracelular podera contribuir para um aumento do stress oxidativo da planta, para além
dos ROS endogenos produzidos como resposta de defesa face a invasdo pelo nematode.
Esta sugestdo ganha importancia pelo facto das 3 sequéncias codificantes das PAPs
identificadas apresentarem a presenca de peptidio sinal e auséncia de TM, indicando a
potencialidade de serem secretadas para o exterior do nematode.

Os resultados da avaliacdo da expresséo relativa destas enzimas, apresentados na
Figura 15, confirmam as indicacdes in silico fornecidas pelo Myrna, na medida em que
as 3 formas da enzima apresentam diferencas de expresséo entre as diferentes amostras

(Tabela 18). Os resultados obtidos mostram a importancia das 3 PAPs em todos 0s
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estdgios de B. xylophilus crescidos em pinheiro apresentando todos uma sobre-
expressao dos respetivos genes face a B. xylophilus crescido em fungo. As fémeas e 0s
juvenis apresentam uma sobre-expressdo nas 3 PAPs sempre superior a 8 vezes,
enquanto o macho apenas na PAP3 apresenta uma sobre-expressao superior a 2 vezes.
Estes resultados indicam a maior ativacdo destes genes em fémeas e juvenis,
demonstrando a sua potencial acdo no ataque & planta. Adicionalmente, pode-se
concluir que a fémea é dos 3 tipos de NMP a que maior acéo exerce atraves das PAPs
apresentando uma expressdo das 3 formas da enzima significativamente superior aos
outros nematodes crescidos em pinheiro.

O nivel de sobre-expressdo das PAPs, face ao nematode crescido em fungo,
sugere 0 envolvimento destas enzimas no mecanismo de patogenicidade do NMP, com
especial atencdo a PAP3 (Figura 15). Os diferentes niveis de expressdo entre as 3
enzimas também contribuem para a hipdtese de que as 3 sequéncias selecionadas para
estudo codificam 3 formas de PAPs e com acdes particulares. Estas diferengas podem
estar relacionadas com a variabilidade destas enzimas em plantas, em que o facto de
possuirem enzimas homdlogas a PAPs de animais ndo exclui a hipdtese de alguma
destas 3 formas em estudo estar relacionada com uma a¢do de mimetizacao e contribuir,
assim, para 0 mecanismo de patogenicidade do NMP.

Os substratos destas enzimas serdo um alvo de estudo muito interessante,
podendo revelar uma importante interacdo entre estas proteinas e moléculas importantes

para a capacidade de defesa da planta.

7.4.2 Proteina 44 residente do reticulo endoplasmatico

A proteina 44 residente do reticulo endoplasmatico (ERp44) é membro da
familia de proteinas dissulfeto isomerases®”®. Estas oxiredutases localizadas no RE
desempenham funcBes importantes no arranjo conformacional final e na atividade
biolégica de muitas proteinas secretadas®”®. Geralmente, as proteinas complexas
necessitam de isomerizacdo das ligagdes dissulfeto para atingir a sua estrutura nativa e,
consequentemente, ficarem funcionalmente ativas. Em eucariotas, o rearranjo estrutural
de proteinas ocorre no RE, onde as oxiredutases formam ligacGes dissulfeto com as
proteinas em rearranjo, permitindo a isomerizacdo das ligacdes intramoleculares da
proteina e a consequente, reorganizacdo conformacional até atingir maior estabilidade

estrutural (estrutura nativa)®?®. Assim, considera-se que a proteina ERp44 atua no
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controlo de qualidade no RE, participando no rearranjo conformacional de proteinas e

12° como no caso da

prevenindo a secrecdo de proteinas sem conformacgdo funciona
imunogbulina M, da adiponectina e do recetor SERT da serotonina®. Estes estudos
sugerem que a ERp44 é importante na montagem de oligémeros®*. Existem evidéncias

E??°, Os niveis de stress estdo associados a

que a ERp44 ¢ induzida durante o stress do R
acumulacdo de proteinas ndo nativas no organelo.

A previsdo da presenca de um peptidio sinal na sequéncia do transcrito
BxPt1l7_MFJ_ 002275 (Tabela 18), anotado como ERp44, estd de acordo com as
caracteristicas estruturais das sequéncias destas proteinas que sdo secretadas’?®. O
processo de controlo da qualidade do arranjo conformacional de proteinas no RE devera
ser homdlogo entre os eucariotas pois constitui um processo bioldgico de extrema
importancia para a homeostase dos organismos. O produto do transcrito
BxPt17_MFJ_002275 pode exercer uma fungdo importante na capacidade do nematode
secretar proteinas funcionais, essenciais para a indugdo da infecdo no hospedeiro, ou na
reducdo do stress causado pela resposta do pinheiro a presenca dos neméatodes. O seu
envolvimento na regulagdo da eficiéncia do secretoma®? aponta a ERp44 como um
interessante alvo de estudo.

Os resultados de RT-qPCR demonstraram a sobre-expressdo da ERp44 em
fémeas face as restantes amostras, obtendo uma expressao relativa superior a 7 vezes
face aos nematodes crescidos em fungo (Figura 15). Este resultado podera indicar um
nivel superior de stress do RE em fémeas. Diferentemente ou de forma conjugada, a
sobre-expressdo do gene em fémeas também podera indicar a maior necessidade das
fémeas secretarem proteinas efetoras.

A sobre-expressao da ERp44 pode indicar a necessidade do nematode secretar 0s
substratos desta enzima, entre eles a adiponectina e o recetor SERT da serotonina®. A
adiponectina est4 envolvida em processos bioldgicos como a regulagdo da homeostase
da energia celular e a tolerAncia & glucose®®. Svensson e colaboradores®®
demonstraram que a adiponectina apresenta estas funcdes em C. elegans. Estes
processos sdo potencialmente importantes no parasitismo na medida em que o0s
nematodes apresentam grande ativacdo metabolica para a migracéo ao longo da planta,
interacdo com o hospedeiro na produgdo de mecanismos de ataque e defesa, assim
como, na sobrevivéncia em condi¢des pouco favordveis. Quanto ao SERT, existem
evidéncias que as alteracdes moleculares na sua estrutura melhoram a sua fungéo de se

ligar extracelularmente ao neurotransmissor serotonina, aumentando o efeito bioldgico
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deste nos neurénios e tecidos periféricos®*®>. Em C. elegans, a serotonina esta associada
a resposta a estimulos externos como a acessibilidade de alimento, na qual promove a
diminuic&o da locomog&o do nemétode em ambientes favoraveis a nutricao™®".

Os resultados obtidos na quantificacdo da expressdo da ERp44 sugerem a
potencialidade das fémeas, no inicio da etapa avancada de desenvolvimento da doenca,
possuirem maior necessidade de energia celular, usufruindo de maior acesso a alimento.
Este podera estar possivelmente associado ao acesso ao tecido vascular da planta que é
iniciado nesta fase da doenca. Esta maior necessidade podera estar relacionada com a

reproducdo e manutencdo da populacdo de nematodes.

7.4.3 Proteina 1 de ligagao ao retinol e acidos gordos

As proteinas FARs (de “fatty acid and retinoid binding protein”) tém sido
bastante investigadas em nematodes parasitas de animais e de plantas, como

Onchocerca volvulus®® 287

e G. pallida®’, respetivamente. Em nematodes, as FARs
interagem com 4&cidos gordos e retinol promovendo a sua absorgdo, transporte e
localizacdo especifica®®®. Os neméatodes parasitas de plantas, durante o seu
desenvolvimento e infecdo do hospedeiro, necessitam de acidos gordos e retinol para a
biossintese e anabolismo de macromoléculas®®®. O retinol possui ainda uma acéo
importante na ativacdo de genes, na sinalizacdo celular e diferenciacdo e na reparacao
de tecidos?*®#*°. No entanto, estes nematodes s&o incapazes de sintetizar 4cidos gordos e
retinol, necessitando de obter estes metabolitos a partir dos seus hospedeiros e do
ambiente em seu redor através de proteinas como as FARs**. Assim, as FARs
secretadas pelos nematodes parasitas podem permitir ao nematode obter lipidos
nutritivos a partir do hospedeiro, infeta-lo e inibir o mecanismo de defesa deste?**. Os
genes FAR constituem um bom alvo de controlo de nematodes pois ndo existem em
outros organismos®*°,

Prior e colaboradores®” identificaram pela primeira vez um gene far em
nematodes parasitas de plantas, em G. pallida. A proteina FAR liga-se a &cidos
linolénico e linoleico, que sdo precursores de compostos de plantas e da via de
sinalizacdo do acido jasmdnico, concluindo a sua participacdo no mecanismo de defesa

9

do nemétode®”®. Cheng e colaboradores®®® reportaram a presenca de uma FAR no

nematode parasita de plantas Aphelenchoides besseyi. Este neméatode pertence & mesma
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ordem que B. xylophilus, a ordem Aphelenchida e sendo esta proteina exclusiva de
nematodes®®®, a caracterizacdo funcional da FAR-1 em A. besseyi poderé representar
uma importante fonte de conhecimento sobre a acdo da proteina em B. xylophilus. Este
grupo reportou que a FAR-1 em A. besseyi é potencialmente secretada devido a

presenca de um peptidio-sinal®*®

, 0 que esta de acordo com a previsao da presenca deste
tipo de estruturas na FAR-1 de B. xylophilus. Os resultados indicaram a presenca de um
peptidio-sinal e a auséncia de um dominio transmembranar na estrutura primaria da

proteina no NMP (Tabela 18). Tal como em G. pallida®?

, também em A. besseyi, foi
demonstrado que a proteina esta presente na hipoderme do nematode, sendo sugerida a
sua acdo na utilizacdo de é&cidos gordos do hospedeiro para manutencdo das

239

necessidades metabdlicas™. A localizacdo da proteina na hipoderme também levantou

a hipdtese de esta neutralizar os produtos da reacdo de defesa da arvore e assumir um

efeito efetivo no parasitismo®*°

. Os autores do estudo ainda demonstraram que 0 RNAI
do gene diminuiu a capacidade de infe¢do do neméatode, suportando a sugestdo de que a
FAR-1 exerca uma funcdo de ligacdo ao retinol pois este é essencial para o
desenvolvimento embrionario e reproducdo em A. besseyi*°. As importantes fungées
das FARs no mecanismo de patogenicidade definiram o gene far-1 como um efetivo
alvo para o controlo de nemétodes parasitas de plantas®%*,

Os resultados de RT-gPCR, apresentado na Figura 15, mostraram uma ligeira
sobre-expressdo do gene em machos e fémeas e ligeira sub-expressdao em juvenis,
sugerindo que em B. xylophilus este mecanismo ndo é muito relevante para a infecdo da
planta nem para a sobrevivéncia do neméatode.

Estes resultados nédo estdo de acordo com os dados da express@o diferencial do
gene far-1 em A. besseyi em que as fémeas apresentaram maior expressdo face aos
machos e juvenis®®. Esta diferenca pode estar relacionada com o facto das fémeas de A.
besseyi se reproduzirem por partenogénese, relegando para segundo plano o papel do

macho no parasitismo?*®

. Assim, a diferenca dos resultados pode dever-se as diferencas
no mecanismo de parasitismo dos nematodes e a influéncia das diversas formas de vida
deste nesse mecanismo.

Apesar dos resultados, o facto de este gene ser expresso nas diferentes fases de
desenvolvimento de B. xylophilus identifica as FAR como um potencial alvo de

controlo do nemétode.
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7.5 Trealase

O dissacarideo trealose esta presente em muito organismos, tendo sido
demonstrada a sua presenca em nematodes parasitas de plantas, parasitas de animais e
ndo patogénicos***. Do nosso conhecimento, até & data, n&o existe nenhuma referéncia a
presenca de trealose no NMP. Este acUcar esta presente em todos os estagios do ciclo de
vida de C. elegans, em maior quantidade nos ovos e nos juvenis dauer, que
correspondem aos estagios mais resistentes a condicdes de stress?*°.

A trealose tem sido proposta como essencial em diversos processos bioldgicos

em nematodes como reserva de energia, agente de protecdo em condices de stress?®2%

248

e no mecanismo de eclos@o dos ovos~. A acdo de protecdo da trealose esta relacionada

com a preservacdo das membranas lipidicas e estabilizacdo de proteinas no seu estado

nativo®*’

. Inicialmente era aceite que a trealose teria uma importante agdo na protecdo
proteica contra a dessecacdo. Posteriormente, também ficou provada o envolvimento da
trealose na retencdo da conformacdo nativa de proteinas quando sujeitas a elevadas
temperaturas, evitando a sua agregacao®*’.

A enzima trealase (TRE) hidrolisa as liga¢des o,a-1,1-glicosideo degradando a
trealose em duas unidades de a-glicose. A acdo desta enzima ganha destaque devido ao
seu envolvimento no metabolismo da trealose em nematodes parasitas®*®. O facto de a
trealose ndo estar presente ou ndo revelar uma agdo importante em hospedeiros de
nematodes parasitas como os mamiferos, as enzimas envolvidas no seu metabolismo em
nematodes representam bons alvos para o desenvolvimento de estratégias de controlo
desses®*. Dmitryjuk e colaboradores caracterizaram molecularmente duas trealases de
A. suum, identificando uma trealase citossolica neutra responsavel pela hidrélise de
trealose intracelular e uma trealase acida associada a membrana citoplasmatica que
hidrolisa o aclcar presente nos espacos extracelulares®*®.

A trealase estudada em B. xylophilus foi identificada pela sequéncia
BxPt17_MFJ_001290 (Tabela 18). Esta obteve, por BLASTP, a anotacdo de trealase e
foi anotada como pertencente a familia de peptidases GH37 (Tabela 18), a qual
representa na base de dados de CAZymes a familia da trealase (EC 3.2.1.28). A proteina
identificada codifica potencialmente uma trealase intracelular, tendo em conta a
auséncia de peptidio sinal na sequéncia BxPt17_MFJ_001290 (Tabela 18).

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram as diferencas de expresséo da

enzima TRE estudada entre as amostras em estudo. Foram detetadas diferencas
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estatisticamente significativas nas trés formas de vida de B. xylophilus crescido em
planta. Os machos foram os Unicos que evidenciaram a sobre-expressao da enzima face
a B. xylophilus crescido em fungo, enquanto as fémeas e Jll1 sub-expressaram a enzimas
a nivel comparativo com a amostra calibradora (Figura 16). Estes resultados estdo de
acordo com a indicacdo do Myrna pois a expressdo relativa quantificada entre as
amostras de B. xylophilus crescido em planta sdo estatisticamente diferentes.

Os resultados de RT-qPCR das fémeas e JIII (Figura 16) estdo de acordo com o
potencial acdo da trealose no mecanismo de resposta de nematodes a estimulos de stress
exogenos, na medida em que a acumulacéo de trealose podera promover a estabilizagdo
de estruturas proteicas intracelularmente. Esta evidéncia é de extrema importancia pois
elucida um novo mecanismo pelo qual o nematode B. xylophilus podera ultrapassar as
condicdes de stress experienciadas durante a inducdo do parasitismo. Esta conclusao é
suportada pela sugestdo da ativacdo do mecanismo em outros nematodes parasitas como
resposta a condicBes de stress®’ e pela presenca de trealose em outros nemétodes
parasitas de plantas (revisto em 2*%).

Os resultados da expressdo da TRE em B. xylophilus machos crescidos em
planta (Figura 16) indicam a sobre-expressdo em cerca de 4 vezes mais em comparagédo
com B. xylophilus crescido em fungo e, consequentemente, cerca de 5 vezes maior face
as restantes amostras do NMP crescido em planta. Este resultado indica que o nematode
tem o metabolismo da trealose muito ativo, no entanto a sobre-expressédo da enzima de
degradacdo ndo implica diferentes niveis do acUcar intracelularmente, em comparagéo
com as restantes amostras. Assim, este resultado pode sugerir uma resposta mais intensa
as condigoes de stress que despoletam a reacdo no nematode de produzir trealose. Desta
forma o estudo da acdo da enzima TRE e, consequente, ativacdo do metabolismo da
trealose podera elucidar importantes respostas celulares nos nematodes e as respetivas
interagbes moleculares. A utilizagdo desta via metabdlica como potencial alvo para

controlo do neméatode também suporta o interesse na sua elucidagéo.
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Figura 16 - Resultados RT-qPCR da trealase. A expressdo da trealase é mostrada relativamente a
amostra calibradora, B. xylophilus crescido em fungo. Os dados estdo apresentados na forma de
médiatlimites, com n=3 a nivel de pogo em cada placa submetida a real time PCR. * significa uma
expressdo diferencial com p-value < 0,05, determinada pelo REST Para cada gene a expressdo foi
determinada contra o calibrador interno proteina 42 de controlo da divisao celular.
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Conclusoes



Os objetivos propostos foram alcangados com sucesso validando o esquema de
trabalho, quer in silico como experimental. A sequencia¢do dos transcritomas de B.
xylophilus e B. mucronatus crescidos em fungo e de machos, fémeas e Jlll de B.
xylophilus crescidos em pinheiro permitiram a recolha de mais de 800 Mb de
informacdo biologica sobre o nematode-da-madeira-do-pinheiro B. xylophilus e da
espécie filogeneticamente proxima B. mucronatus. Esta informacdo foi organizada
numa plataforma de transcritbmica comparativa, permitindo a realizacdo de pesquisas
de acordo com as respostas bioldgicas procuradas.

A integracdo de diversas abordagens de anotacdo in silico como o InterPro,
Merops, CAT, KEGG, entre outros, permitiram a caracterizacdo funcional dos
transcritos presentes em cada transcritoma sequenciado e, consequentemente, a reuniao
da respetiva informacédo bioldgica. Foi obtido um nivel de anotacdo funcional de 60%
em média para cada transcritoma, evidenciado a qualidade de informacdo biologica
gerada. Este resultado esta de acordo com o nivel de anotagdo funcional obtido por
outros grupos para o transcritoma de B. xylophilus®?, assim como na anotacio de
transcritomas de outros nematodes parasitas de plantas™°. Os 40% dos transcritos ndo
anotados representam a especificidade genética destes nematodes, assim como, 0s
potenciais eventos de origens independentes de parasitismo a que estes podem estar
associados. A informacdo funcional foi integrada na plataforma, permitindo a pesquisa
de grupos de genes com potencialidade de atuarem no mecanismo de patogenicidade de
B. xylophilus.

A integracdo das ferramentas de transcritdmica comparativa CD-Hit e Myrna
permitiram o estudo dos transcritos sequenciados e da respetiva informagdo bioldgica
sob diferentes perspetivas. O CD-Hit permitiu, através da organizacdo das sequéncias
em clusters com base na sua similaridade, diminuir a quantidade de informacédo a
analisar, reduzindo a redundancia dos transcritomas e potenciando a comparagéo
integrada destes. Desta comparagdo obtiveram-se grupos de sequéncias com importante
potencial biolégico como as sequéncias especificas de B. xylophilus face a B.
mucronatus, ou ainda de genes ativos no NMP, mas somente expressos em planta. A
filtracdo da informacgdo gerada foi integrada com a andlise de expressdo diferencial
gerada pelo Myrna para a identificagcdo individual de genes de interesse, como 0s
associados ao metabolismo do homogentisato (Figura 13). O nivel de expressdo das
enzimas 4HPPD, HGD, MAI e FAH foi avaliado experimentalmente por RT-gPCR.
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A expressdo diferencial gerada pelo Myrna foi explorada no sentido de analisar
0 conjunto de sequéncias com indicacdo de serem diferencialmente expressas com um
p-value inferior a 5e” entre os transcritomas de B. xylophilus crescido em pinheiro. A
sua analise evidenciou 1.845 genes cujo contetdo bioldgico presente na plataforma,
resultante das varias abordagens de caracterizagdo utilizadas, foi analisado. Foram,
assim identificados trés conjuntos de genes com potencialidade de codificarem proteinas
envolvidas no mecanismo de patogenicidade do NMP. No total, oito peptidases, cinco
enzimas potencialmente secretadas por B. xylophilus e uma CAZyme foram analisadas
por RT-qPCR para a quantificacdo do seu nivel de expresséo relativo.

As potencialidades do desenho experimental utilizado e a sua validagdo perante
0s objetivos propostos foram avaliadas pelo estudo de genes aceites pela comunidade
cientifica como potencialmente envolvidos no parasitismo do NMP. A expressdo
relativa de dez genes associados ao mecanismo de destoxificacdo oxidativo ou
considerados efetores do parasitismo foi analisada por RT-qPCR.

Os resultados mais relevantes estdo associados as diferencas de expressao mais
acentuadas entre as populacdes de B. xylophilus crescidos em fungo e planta. Nas
enzimas de destoxificacdo oxidativa, os resultados da expressdo diferencial de
glutationa peroxidase, superdxido dismutase e catalase entre as duas espécies em estudo
(Figura 11) revelaram que existem diferengas na resposta a condi¢des de stress
oxidativo. Esta indicacdo demonstra a importancia destas enzimas na tolerancia e
destoxificacdo dos nematodes perante o stress oxidativo a que estao sujeitos na planta e,
subsequentemente, na diferente capacidade de parasitismo das duas espécies de
nematodes. E ainda de realcar a expressdo do gene gpx em JIII (Figura 11) crescido em
planta, que suporta a evidéncia da respetiva proteina potencialmente exercer uma agéo
importante na sobrevivéncia do nematode nas condi¢cdes experienciadas na planta. Isto
considerando a evidéncia que a GPX estudada ndo € potencialmente expressa pelo
estagio dispersivo JIV®.

O metabolismo do homogentisato foi evidenciado pela ativacdo diferencial entre
os organismos B. xylophilus e B. mucronatus. O potencial papel do homogentisato na
diminuicdo do stress oxidativo revela que a possivel acumulacdo deste composto em
nematodes machos durante o parasitismo do pinheiro (Figura 13) pode induzir um
mecanismo especifico desta forma de vida de B. xylophilus. A acumula¢do do
homogentisato esta de acordo com a maior ativacao da catalase em machos (Figura 13).

Este resultado ganha importancia pelo facto de constituir um mecanismo pouco
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estudado em nematodes, representando uma evidéncia que suporta a hipdtese do
parasitismo de B. xylophilus ter surgido de forma independente do processo evolutivo®.

Nas restantes enzimas conhecidas como envolvidas no parasitismo de B.
xylophilus, os genes que codificam GHF 16, PEL e VAP-2 foram mais expressos nos
nematodes crescidos em planta (Figura 12). O grande nivel de sobre-expressdo da
GHF16 em estudo revela que esta extremamente ativa em B. xylophilus durante o
parasitismo (Figura 12) e a evidéncia da sua origem de proveniéncia bactéria via HGT®®
torna este gene um alvo interessante para o controlo do nematode. Considerando 0s
resultados da expressao das sequéncias codificantes de efetores secretados (Figura 12),
onde as fémeas apresentaram de forma geral uma maior expressao face as outras formas
de vida crescidas em planta, a sub-expressao das glicosil hidrolases das familias 45 e 16
€ muito interessante. Apesar da acdo das proteinas alergenicas ndo estar elucidada em
nematodes parasitas de planas, a sobre-expressdo da VAP-2 em machos (Figura 12)
revela que esta poderd ser importante nas interacbes do nematode com o pinheiro
hospedeiro. Os nossos resultados constituem também uma fonte de comparagdo perante
outros estudos incidentes nestas proteinas, permitindo aumentar a informacéo biologica
sobre a sua acdo.

As enzimas com o potencial de serem secretadas pelo neméatode constituem um
grupo de proteinas com especial interesse no ponto de vista das interagdes entre
nematode-hospedeiro que podem catalisar. Os genes codificantes para as fosfatases
acido roxas apresentaram grandes niveis de sobre-expressdo nos nematodes crescidos
em planta (Figura 15). A identificacdo de 3 sequéncias diferentes estd de acordo com os
diferentes niveis de expressdo (Figura 15). A consisténcia do padrdo de expressdo entre
as formas de vida de B. xylophilus crescido em planta revelam que podem estar
associadas a processos bioldgicos similares e o nivel de expressdo potencia que estes
sejam importantes para 0 neméatode. A elucidacdo do substrato destas enzimas podera
revelar importantes avancos no conhecimento do mecanismo de patogenicidade do
NMP.

O grupo das peptidases identificadas é bastante importante no parasitismo de
nematodes parasitas de plantas®® e os niveis de expressdo determinados (Figura 14)
revelam o interesse em genes como CAT L e CPI 5. As catepsinas sdo importantes na
nutricdo dos nematodes parasitas de animais mas a expressdo da CAT L identificada em
JIII sugere que este ndo seja 0 processo biologico para o qual a sua grande ativacéo

contribui. A utilizacao das catepsinas como genes de controlo de nematodes parasitas de
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animais®° potencia a utilizacio desta enzima para o efeito em nemétodes parasitas de
plantas, constituindo um importante alvo para futuras investigagcdes. A sobre-expressdo
do mRNA para o inibidor de proteases cisteinicas CPI 5 constitui um resultado muito
interessante a varios niveis. Este inibidor podera ser especifico de JlIl, uma etapa larval
especializada na sobrevivéncia em condicdes adversas®® e apresenta evidéncia de ser
potencialmente secretada (Tabela 18). Adicionalmente, a sua similaridade com
proteinas de plantas sugere o possivel envolvimento em interagdes com o hospedeiro,
visando o estabelecimento de uma acdo de mimetizacdo durante o parasitismo. A
avaliacdo da possivel interacdo podera elucidar um mecanismo pelo qual B. xylophilus
influencia o0 metabolismo do hospedeiro.

Em concluséo, os resultados gerados neste estudo permitiram levantar questdes
bioldgicas sobre 0 mecanismo de parasitismo de B. xylophilus e identificar alvos com
potencialidade de desempenharem funcdes determinantes para 0 sucesso deste
mecanismo. A analise dos niveis de expressdo diferencial entre as amostras em estudo
permitiu a identificagdo de genes cuja importancia biologica deve ser avaliada. A
utilizacdo de estratégias experimentais como a localizacdo da expressdo do mRNA e da
proteina, o seu silenciamento durante o parasitismo, a producdo de proteinas
recombinantes e a identificacdo dos substratos correspondentes a sua fungéo apresenta a
potencialidade de estas revelarem importantes questdes bioldgicas como a funcéo e
integracdo destes alvos no mecanismo de parasitismo do nematode. Os resultados destas
estratégias poderdo revelar a potencialidade de alguns destes genes serem utilizados no

controlo de B. xylophilus durante o parasitismo.
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Material suplementar



1. Avaliacao do nivel de similaridade cut-off

O nivel de similaridade definido como pardmetro na comparacdo estrutural
segundo o CD-HIT deve ser definido consoante o objetivo da comparacdo e as
caracteristicas dos transcritomas envolvidos. Caso se pretenda utilizar um filtro largo na
eliminacdo da redundancia e agrupar as sequéncias em grandes grupos pode-se usar um
nivel de similaridade baixo, mas se o objetivo for o restrito agrupamento de sequéncias
que codifiguem exatamente a mesma proteina (com a mesma funcdo catalitica,
localizagdo organelar, etc) o nivel de similaridade tera de ser perto de 100%.

A redundancia dos transcritomas foi avaliada utilizando varios niveis de
similaridade, sendo os resultados apresentados na Tabela Suplementar 1. Na literatura
os niveis de 40%%*, 60%2°? e 80%2 s&o descritos como adequados para a eliminacao de
redundancia e, consequentemente, promovendo analises posteriores mais efetivas, como
a anotacdo funcional. Grande parte dos efetores de B. xylophilus que interagem com a
planta hospedeira ndo sdo conhecidos logo 0 nosso objetivo consistiu na eliminacéo de
redundancia sem perder informacao sobre proteinas cujas sequéncias sado similares mas

que podem apresentar diferentes funces.

Tabela Suplementar 1 - Avaliagcdo do nivel de similaridade adequado a analise CD-Hit. Foram
selecionadas 6.392 sequéncias aleatoriamente e submetidas a ferramenta cd-hit para o agrupamento
segundo diferentes niveis de similaridade como limite minimo. Os resultados foram comparados e testes
foram realizados para confirmar a validade dos resultados obtidos para os diferentes niveis de
similaridade.

Nivel de similaridade # Clusters Redundéancia eliminada
95 % 6.392 0%
80 % 6.108 4%
60 % 5.839 9%
40 % 5.451 15%
30 % 4.977 22%

Foram efetuados alinhamentos suplementares de sequéncias e comparadas as
respetivas anotacOes (obtidas no pipeline de processamento das reads) para avaliar,
manualmente, se proteinas agrupadas no mesmo cluster podiam representar diferentes
funcbes. O nivel de similaridade 60% apresentou alguns alinhamentos com pouca

confianca, enquanto com 80% de similaridade minima, as sequéncias alinhadas muito
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provavelmente codificam a mesma proteina. A reducdo da redundancia utilizando 60 e
80% ndo € acentuada, em que 96% das sequéncias que partilham menos de 80% de
similaridade, também apresentam uma similaridade inferior a 60%. Assim, a maior
confianca nos resultados gerados utilizando o nivel de similaridade 80% determinou a

escolha do limite minimo de similaridade a utilizar na analise pelo CD-Hit.
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2. Anotacao InterPro das sequéncias especificas de B. xylophilus identificadas na abordagem de

transcritomica integrada com Myrna

Tabela Suplementar 2 - Identificacdo de grupos de anotacédo funcional de interesse com base na anotacdo InterPro das sequéncias especificas de B. xylophilus
identificadas na abordagem de transcritomica integrada com Myrna. A abordagem utilizada incluiu a analise dos termos InterPro (GPCR: recetor acoplado a proteina
G; TM: dominio transmembranar; ACP: proteina transportadora de grupos acilo; BadF/BadG/BcrA/BerD: subunidade da Benzoil-CoA redutase; PNT: piridina nucleétido
transhidrogenase; FRM1: FraX Mental Retardation 1; ERG: EST (fator de transcrigdo da transformacéo especifica de eritréblastos) related gene) e da anotagdo da sequéncia
por BLAST. As informagdes das fungdes (CoA: coenzima A; ROS: espécies reativas de oxigénio) descritas foram obtidas a partir descricdo sobre cada termo InterPro
disponivel na base de dados.

Termos InterPro Anotacéo por Blast Funcéao
Grupo de GPCRs
GPCR, familia 2, tipo-secretina (IPR000832) Recetor de calcitonina Regulacdo do desenvolvimento
GPCR, familia 3 (IPR000337) Recetor de glutamato metabotropico Neurotransmissor que modula a funcéo sinaptica

GPCR, familia 3, recetor de acido amino-butirico I e
gama, tipo B (IPR002455) GPCR 51 Inibigdo da transmissao sinaptica

GPCR TM7, classe sx de recetores de serpentinas bro da familia de cl q . o . | |
(IPRO19424) Membro da familia de classes sx de serpentinas Associagdo a quimiorrececdo neuronal em C. elegans

GPCR TMY, classe g de recetores de serpentinas - Associacdo a quimiorrececdo neuronal em C. elegans
(IPRO00609) ¢aoaq ¢ - €1eg

GPCRTM?, classe r de recetores de serpentinas, - Associacdo a quimiorrececdo neuronal em C. elegans
Nematode (IPR019428) caoaq ¢ . eleg
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Tabela Suplementar 2 - Identificagdo de grupos de anotagdo funcional de interesse com base na anotagédo InterPro das sequéncias especificas de B. xylophilus
identificadas na abordagem de transcritomica integrada com Myrna. A abordagem utilizada incluiu a analise dos termos InterPro (GPCR: recetor acoplado a
proteina G; TM: dominio transmembranar; ACP: proteina transportadora de grupos acilo; BadF/BadG/BcrA/BcerD: subunidade da Benzoil-CoA redutase; PNT: piridina
nucleétido transhidrogenase; FRM1: FraX Mental Retardation 1; ERG: EST (fator de transcricdo da transformacdo especifica de eritroblastos) related gene) e da

anotacdo da sequéncia por BLAST. As informacg6es das funcdes (CoA: coenzima A; ROS: espécies reativas de oxigénio) descritas foram obtidas a partir descricdo sobre
cada termo InterPro disponivel na base de dados. (Continuacéao)

Termos InterPro

Anotacéo por Blast

Fungéo

Metabolismo de acidos gordos

Recetor do neuropéptido Y (IPR000611)

ACN9 (IPR0O08011)

ATPase, tipo BadF/BadG/BcrA/BerD (IPR002731)

ATP-citrato liase/succinil-CoA ligase, sitio ativo
(IPR017440)

[B-cetoacil sintase, C-terminal (IPR014031)
B-cetoacil sintase, N-terminal (IPR014030)

Biotina carboxilase, C-terminal (IPR005482)

Malonil-CoA ACP transacilase, ACP-ligacao
(IPR016036)

Resposta a estimulos

Alanina desidrogenase /PNT, N-terminal
(IPR007886)

Citocromo b245, cadeia pesada (IPR000778)

Putativo recetor 11 do neuropéptido Y

Homélogo mitocondrial da proteina ACN9

N-Acetilglicosamina cinase
Succinil-CoA sintetase, subunidade o

Acido gordo sintase
Acido gordo sintase

Acetil-CoA carboxilase 1

Proteina transacilase transportadora de Malonil-CoA

Piridina nucledtido transhidrogenase

Dual oxidase 1

Aumento da ingestdo de alimento e armazenamento
de energia em lipidos (metabolismo de acidos
gordos)

Metabolismo da acetil-CoA

Metabolismo da acetil-CoA (Benzoil-CoA redutase)
Metabolismo da acetil-CoA (producéo)

Sintese de acidos gordos
Sintese de &cidos gordos

Sintese de acidos gordos

Sintese de &cidos gordos (através do metabolismo da
CoA)

Destoxificacdo de ROS

Transporte de eletrdes através da membrana
plasmatica para sintese de superdxido
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Tabela Suplementar 2 - Identificagdo de grupos de anotagdo funcional de interesse com base na anotagédo InterPro das sequéncias especificas de B. xylophilus
identificadas na abordagem de transcritomica integrada com Myrna. A abordagem utilizada incluiu a analise dos termos InterPro (GPCR: recetor acoplado a
proteina G; TM: dominio transmembranar; ACP: proteina transportadora de grupos acilo; BadF/BadG/BcrA/BcerD: subunidade da Benzoil-CoA redutase; PNT: piridina
nucleétido transhidrogenase; FRM1: FraX Mental Retardation 1; ERG: EST (fator de transcricdo da transformacdo especifica de eritroblastos) related gene) e da

anotacdo da sequéncia por BLAST. As informacg6es das funcdes (CoA: coenzima A; ROS: espécies reativas de oxigénio) descritas foram obtidas a partir descricdo sobre
cada termo InterPro disponivel na base de dados. (Continuacéao)

Termos InterPro Anotacéo por Blast Fungéo
Citocromo ¢ oxidase, subunidade | (IPR000883) Citocromo c oxidase, subunidade | Hidroxilagao e o_x!da(;ao de aromaticos; presenca de
atividade de peroxidase
Fator de maturacdo da Dual oxidase (IPR018469) Proteina CO6E1.3 tlp(;;?éggede maturagdo da Dual Geracéo de perdxido de hidrogénio
Homogentisato 1,2-dioxigenase (IPR005708) Homogentisato 1,2-dioxigenase Destoxificacdo de ROS

Sistema nervoso

Interacdo com FMR1 citoplasmatica (IPR008081) Homologo da proteina de interagdo com FMR1 Desenvolvimento iemuﬁgﬁé?:gao das estruturas
Producdo de colesterol a partir de 7-desidrocolesterol
Biosintese de ergoesterol ERG4/ERG24 (IPR001171) 7-desidrocolesterol redutase e inibicdo da sua funcdo prejudica gravemente o

desenvolvimento cerebral
HldrOX|metllglutarll(-;:lé)lggzlgnggs sintase, N-terminal Hidroximetilglutaril-CoA sintase, citoplasmatica Envolvimento no metabolismo do cérebro
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3.

Primers utilizados na quantificacao por RT-gPCR

Tabela Suplementar 3 - Primers desenhados para amplificacdo dos genes de interesse. A diferenca
entre as eficiéncias de amplificacdo do CDC-42 e o gene alvo, aquando da otimizacdo da concentracao
de primer nunca foi superior a 5%. Este valor é considerado o aceitavel para a correta determinacéo da
eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e, consequente, avaliacdo da possibilidade de este puder ser

129

comparado com o gene endégeno .

Concentracédo Eficiéncia de
Gene Par de primers de primer amplificacao
(nM) (%)
Bx-CDCA42 TTTCCTATACCACCAACAAGTTTCC 100 o
ATTACCGTCACCGCATAATTATCG
BM-CDCA2 CAAGTGGACTTACGGGACGATATC 100 96
TTGTGATTGGTCGTTGTTTGTTCT
GAGTGGACTCAAGATAAAGGAGGACA
4HPPD 150 96
GCATTGGATTAAGTATCCCTTTTCG
AATGATTTCTCCAGATTCCATCCT
HGD 150 100
TCTTCTGATCGGTTAATGGAAGTG
CCTGTTTTTATCCATGGAAGACAA
MAI 200 101
TTTTGGTGTCATCGGATATTCTTCT
ACAACCCTAAACAAGAGCCAACTC
FAH 200 96
CTTGCAGCTTGATATCGAAACTGT
GGACAAGAGAGTAAAGCGGATCAT
Bx-FCE-1 100 96
ACAGCGCTTATTAAGTTGGGAAAG
— TGACAGTGAGCTCAAGACAAAGATT 150 o
AACATACAGCTTGGTCAATGGAAA
AACCATCATCCCCTATATGAATTCTT
Bx-GPX 100 98
TCTCTCTTTCCGATCTGGACAACT
BM-GPX CTTTCCTTGCAACCAATTCTATCTT 150 9
GTGCATGATTCCATTCAAAAGTTC
Bx-CAT ATTATCATCGTCTTGGACCCAATT 100 01
TGGATATTTCGCACTCGAGTCTTAT
TTACAACCAGTTACCAATCAATTGC
Bm-CAT 150 95
CCATCAAACCATCTCTCTGGATATT
CGTCTCTGGAGTTGTCTGGTTTAC
Bx-SOD 100 96
CAATCCCTTAATCTCACCATCGA
Bm-SOD GACCACACTTCAATCCTTTCAAGAA 150 01

GACCTTATCCACGAACGAGAACTT
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Tabela Suplementar 3 - Primers desenhados para amplificacdo dos genes de interesse. A
diferenca entre as eficiéncias de amplificacdo do CDC-42 e o gene alvo, aquando da otimizacdo da
concentracdo de primer nunca foi superior a 5%. Este valor é considerado o aceitavel para a correta
determinacdo da eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e, consequente, avaliacdo da possibilidade de

este puder ser comparado com o gene endégeno™?. (Continuagao)

) Concentracdo Eficiéncia de
Gene Par de primers ) o
de primer (nM)  amplificacdo (%)
CCGTGGATGACAACCTGAGTTAC
GHF45 200 100
GTTCGTAGCAAGAGCAGCACC
TACAAACTTACCTGGAACGAAACG
GHF16 200 104
ATGTCGAAGACCATGAATTGGTTT
AATGGAGGCGGTACTGTTACCAT
PEL 150 97
TTTCCACAAGAGCGGTACAGTTT
ACTACATGAACCCTGGAAATGTGAT
Vap 1 200 104
TTGAGCAGGGTTCTCCAGTAATGT
CGAGTATTAGTTCTGACGGCTTTGT
VAP 2 200 107
TGTTGTGGGCATCCAGGAT
TTACCACGGAGAGTCGGACTATG
CAL 200 99
TCAAATGGTTCTTGCCCTTGTAGT
AAATGCCAAGGATTGAGAAAGATC
Usp 33 150 100
GTGCTGGAATGACTCAGAGATGAA
CCAATTTAGGCAACACATGCTACA
USP 14 150 103
GCTTTTTCACTGCCAGAAGGTC
TTGTTAGATTGTGACAAGAAAGACGAG
CATL 150 95
TTGCCCCCTTGTATGGATAGTCT
GACAGAATCTGCATTCACAGCAA
CATB 150 95
CACAACAGCTCAGCAAATCTTCA
TTGAATGATCCCGAAGTTTTGAG
CPI#1 150 101
GTTTTTTAGCAGCGAGCACTTGAT
GGGTGGTCTAACGTTTCAGTGAAT
CPI5 150 100
TGCCCTTCTTGATGTGAATAGATCT
GCCAACTCTTGCCAGAGAATCT
SFHy 150 96
TCTCTCTTCTTGAAATCAATGGTCAA
GACTTGAACGCGTACATCTGTTG
TRE 250 9
TTTCCAAATTGGTCAACCTTCTC
AAGATATTTTGAGGGACGGAGTTG
PAP#1 150 102
CCGTAGTCGAAGAGAACCTTTTCT
PAP#2 TTGGCCTACGCTTGGTAAGAGTA 150 %
CAGGGAACATTCTTTCTGTTTTCA
PAP#3 AGACAAGCTCAAGACAGGGAGTTC 175 -

CGTCATCCATATTGTATGCCAAGT
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Tabela Suplementar 3 - Primers desenhados para amplificagdo dos genes de interesse. A
diferenca entre as eficiéncias de amplificacdo do CDC-42 e o gene alvo, aquando da otimizacdo da
concentracdo de primer nunca foi superior a 5%. Este valor é considerado o aceitavel para a correta
determinacdo da eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e, consequente, avaliacdo da possibilidade de
este puder ser comparado com o gene endégeno™?. (Continuagao)

) Concentracdo Eficiéncia de
Gene Par de primers ) o
de primer (nM)  amplificacdo (%)

GCTGTACAACAAAGCCGTTGAAC
FAR1 175 96

GGCTTCAGTGTTGAGAGAATCGAT

AATTCAAATTGTGTGCCCTTGAT
ERp44 150 102

CCAAGTGTCCGGAAAAGTATTAAGA
AACATTACAAGAGACTTGAGCACAATG

ClpX 175 95

GCGTCCTTGGATGTGTTCTTACTT
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