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RESUMO 
 

COSTA, Paula de Souza Cabral. Expressão de genes em Phytophthora 
nicotianae que codificam proteínas indutoras de respostas de defesa em 
plantas. 2007. 56p. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal) – Universidade 
Federal de Lavras, Lavras, MG*. 
 
O estudo da interação citros-Phytophthora nicotianae foi focalizado dentro do 
projeto Milênio de Citros, tendo sido gerado um banco de ESTs de 
Phytophthora nicotianae isolado IAC 095 (PP/CitEST) após indução in planta e 
subcultivo in vitro por 40 vezes. Os objetivos deste trabalho foram adequar 
metodologia para cultivo e separação de fases do ciclo de vida de Phytophthora 
nicotianae de citros e analisar a expressão de seus genes que codificam proteínas 
extracelulares indutoras de respostas de defesa em plantas, usando PCR 
quantitativo (qRT-PCR). Frutos de laranja foram inoculados com discos 
contendo micélio de P. nicotianae. Após a infecção, o patógeno foi purificado 
em meio de cultura contendo antibióticos e 4 fases do seu ciclo de vida foram 
obtidas: Zoósporos, Hifa, Hifa com os esporângios cheios e Hifa com os  
esporângios vazios. cDNA foi sintetizado a partir de mRNA obtido das fases e a 
expressão gênica foi analisada por meio de qRT-PCR. A condição adequada 
para o cultivo de P. nicotianae de citros in vitro, visando à separação de fases do 
seu ciclo de vida, é em meio de cenoura líquido distribuído em erlenmeyers, a 
25º C sob luz constante. Para cinco dos oito genes estudados (CBEL, Ric1, Bip, 
Car e Transglutaminase) o perfil de expressão foi similar, apresentando maior 
expressão nas fases de hifa e hifa com esporângios vazios. A proteína 
Megaspermina foi mais expressa em zoósporos do que em hifa, esporângios 
cheios e vazios. Por outro lado, as proteínas 14-3-3 e Sintaxina foram mais 
expressos em hifa do que nas outras fases estudadas. 
 
 
* Comitê Orientador: Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva – UFLA (Orientador), Drª 
Magnólia de Araújo Campos – UFLA 
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ABSTRACT 
 

COSTA, Paula de Souza Cabral. Phytophthora nicotianae genes expression 
that encode induced-protein response defense in plants. 2007. 56p. Thesis 
(Doctor Science in Plant Physiology) – Federal University of Lavras, Lavras, 
MG*. 
 
The study of the Citros-Phytophthora nicotianae interaction  was focused into 
the Citros Milenium project, and it has generated an ESTs database of 
Phytophthora nicotianae IAC 095 strain (PP/CitEST) after in planta induction 
and in vitro subculture for 40 times. The objectives of this study were  to 
adequate  the methodology to growth and citros Phytophthora nicotianae 
separation of life cycle phases and analyze  its genes expression that codify 
extracellular proteins inductors of defense response in plants, using a 
quantitative PCR (RT-PCR). Orange fruits were inoculated with discs containing 
P. nicotianae mycelia. After infection, the pathogen was purified during the 
culture containing antibiotics and 4 phases of its life cycle it was obtained: 
Zoospores, mycelia, mycelia with empty sporangium. cDNA was synthesized 
from the mRNA obtained from the phases and the gene expression was analyzed 
by the qRT-PCR. The adequate condition to cultivate  the citros P. nicotianae in 
vitro, aiming the phases separation of its life cycle,  is among liquid carrot 
distributed in erlenmeyers, a 25º C under a constant light. For five out of the 
eight studied genes (CBEL, Ric1, Bip, Car and Transglutaminase) the 
expression profile was similar, presenting a higher expression in mycelia and 
mycelia with empty  sporangium phases. The Megaspermina protein was more 
expressed in zoosporos than in mycelia, empty and full sporangium. On the 
other hand, the proteins 14-3-3 and Sintaxina were more expressed in mycelia 
than the other studied phases.   
 
* Guidance Committee: Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva – UFLA (Orientador), 
Drª Magnólia de Araújo Campos – UFLA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A gomose, ou podridão-do-pé, causada por Phytophthora nicotianae 

constitui-se na mais importante doença fúngica da cultura de citros no Brasil, 

sendo um dos principais problemas na fase de implantação dos pomares. A 

doença afeta mudas e extensas áreas de pomares, podendo causar a morte da 

planta, provocar danos de 10% a 30% da produção mundial, com prejuízos de 

milhões de dólares por ano. 

Os citros compreendem um grande grupo de plantas do gênero Citrus. 

No Brasil, a produção ocorre principalmente no Estado de São Paulo, onde se 

encontram cerca de 70% da produção brasileira de laranjas (Mattos Junior et al., 

1995; Abecitrus, 2007). Isso representa 804 mil hectares plantados (Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística, IBGE, 2007), perfazendo 53% da produção 

mundial de suco, 49% de toda a produção brasileira de frutas, e 80% do 

comércio internacional desse produto (Abecitrus, 2007). 

Phytophthora vive no solo, provocando a doença no colo e nas raízes 

das plantas. Assim, o principal meio de evitar a doença é a utilização de porta-

enxertos resistentes (Feichtenberger, 2001; Siviero et al., 2002). A interação 

entre Phytophthora e plantas envolve uma gama de troca de sinais, nos quais se 

incluem defesa por parte da planta, ataque por parte do patógeno e inibição de 

uma ou mais ações dos componentes envolvidos. Existem poucos relatos sobre 

os processos moleculares que envolvem interações citros-Phytophthora 

nicotianae. Por meio da análise da expressão, constitutiva e induzida por P. 

nicotianae de genes de defesa em porta-enxertos, confirmaram-se a resistência 

de Poncirus trifoliata e a suscetibilidade de Citrus sunki a esse patógeno. 
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Entretanto, o estudo de moléculas do patógeno, que são responsáveis pela 

indução de cascatas de defesa em citros, ainda não foi relatado. 

Eliciadores de patógenos são uma classe de moléculas sinalizadoras que 

desempenham importante papel nessa troca de sinais entre planta e patógenos 

(Kamoun, 2006). A maioria dos eliciadores isolados de espécies de 

Phytophthora é de natureza protéica ou glicoprotéica, alguns induzindo a 

produção de fitoalexinas, outros induzindo necrose. O conhecimento da 

estrutura, função e modo de ação desses eliciadores pode ser uma ferramenta 

para melhor entendimento dos mecanismos pelos quais patógenos interagem 

com plantas, compatível ou incompativelmente. Genes com características de 

eliciadores devem apresentar padrão de expressão diferencial entre diferentes 

fases do ciclo de vida de Phytophtora nicotianae 

 Em face disso, objetivou-se neste trabalho foram: otimizar metodologias 

para separação de fases do ciclo de vida de Phytophthora nicotianae de citros; 

analisar a expressão de seus genes que codificam proteínas extracelulares 

indutoras de respostas de defesa em plantas, usando PCR quantitativo. A 

obtenção e a correlação da expressão dos genes dentro de estádios do 

desenvolvimento desse patógeno de citros irão contribuir para o entendimento 

dos mecanismos envolvidos na interação planta-P. nicotianae, que levam a 

resposta de resistência ou doença. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Importância de Phytophthora spp. sobre Citros  

Os citros englobam um grande grupo de plantas do gênero Citrus e outros 

gêneros ou híbridos da família Rutaceae, no qual se encontram as laranjas doces 

- Laranja Lima, Piralima, Hamlim, Baia, Baianinha, Rubi, Westin, Pera, Natal, 

Valencia e outras (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus 

deliciosa), limão siciliano (Citrus limon), limas ácidas, como o Tahiti  (Citrus 

latifolia) e o Galego (Citrus aurantiifolia), e doces, como a lima da Pérsia 

(Citrus  limettioides), pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica), laranja-

azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus grandis) (Abecitrus, 2007).  

O Brasil, impulsionado pelo crescimento das exportações e pelo 

desenvolvimento da indústria citrícola, é atualmente o maior produtor mundial 

de laranjas e o estado de São Paulo é responsável por 70% da produção nacional 

de laranjas e 98% da produção de suco. Essa cultura gera divisas da ordem de 

US$ 2 bilhões por ano e responde por 53% do suco de laranja produzido no 

mundo e por 80% do suco que transita pelo mercado internacional. A Flórida 

produz outros 37%, totalizando, junto com o Brasil, 90% da oferta mundial 

(IBGE, 2007; Abecitrus, 2007). 

Em razão do uso da enxertia, que visa utilizar as características do porta-

enxerto (contribui com o sistema radicular) para melhorar a produção e a 

qualidade dos frutos, aumentar a longevidade das plantas, reduzir a altura das 

árvores e o tempo necessário para o início da produção (espécie copa), a planta 

de citros comercializada é composta por duas espécies (IAC, 2007). Por isso, 

com o intuito de prevenir doenças de fungos e bactérias de solo, como a gomose, 

e aquelas causadas por nematóides, o uso de porta-enxertos resistentes tem sido 

o método mais viável e econômico utilizado. 
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Phytophthora nicotianae é um patógeno de solo e infecta principalmente 

o córtex das raízes e o colo da haste ou tronco de espécies de citros suscetíveis à 

gomose, como é o caso do limão-cravo, o porta-enxerto mais plantado em 

pomares do Brasil. Em situações eventuais, com respingos de água vinda do solo 

infectado que contém zoósporos que são liberados pela água da chuva, pode 

ocorrer infecção de folhas e frutos de espécies de citros. A infecção do porta-

enxerto das plantas é, portanto, o modo mais comum de ataque por P. 

nicotianae.  

Em virtude da importância dos citros como commodity e dos danos e 

perdas causados pela infecção de todos os estádios e partes das plantas de citros 

por espécies de Phytophthora, as principais espécies e variedades de porta-

enxertos de citros foram separadas em cinco classes de comportamento, em 

função de sua suscetibilidade às infecções de tronco pelas principais espécies 

presentes no Brasil, Phytophthora nicotianae e Phytophthora citrophthora. Na 

classe de suscetibilidade muito alta, enquadram-se os limões verdadeiros, e 

como suscetibilidade alta, citam-se as laranjas doces, limas ácidas, limões 

rugosos e pomelos. A classe de suscetibilidade moderada traz as tangerinas 

Sunki e Cleópatra, o limão Cravo, Volkameriano e citranges Trover e Carrizo. A 

laranja azeda e a Macrophylla são da classe de suscetibilidade baixa e o 

Citrumelo Swingle e a trifoliata, de suscetibilidade muito baixa, ou seja, são as 

mais resistentes (Colburn, 2004; Fundecitrus, 2007).  

Embora o estudo da interação planta-Phytophthora esteja avançado em 

vários patossistemas, especialmente batata-P. infestans, existem poucos relatos 

sobre os mecanismos envolvidos na interação citros-Phytophthora. Sabe-se, 

portanto, que a interação citros-Phytophthora nicotianae é do tipo 

reconhecimento não específico. Recentemente, Teixeira (2005), estudando a 

expressão de genes de defesa em plantas de citros, observou que Poncirus 

trifoliata expressa um padrão de genes de defesa característico de uma planta 
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resistente, numa interação incompatível com Phytophthora nicotianae. Citrus 

sunki, no entanto, expressou um padrão de genes de defesa característico de 

planta suscetível, numa interação compatível. Teixeira demonstrou ainda que a 

expressão constitutiva (basal) de genes PR-5 é maior em Poncirus trifoliata e em 

híbridos resistentes a P. nicotianae do que em Citrus sunki (Teixeira, 2005). 

De modo geral, as plantas podem secretar enzimas que são capazes de 

degradar a parede celular dos patógenos invasores. Essas enzimas são 

classificadas como proteínas relacionadas com a patogênese (PR), e algumas são 

hidrolíticas, como glucanases, quitinases e protease. Patógenos de plantas, 

fúngicos e bacterianos, têm envolvimento em diversos mecanismos de proteção 

contra as atividades das proteínas PR (Van West et al., 2003; Abramovitch & 

Martin, 2004). 

 Oomicetos patogênicos a plantas, tais como Phytophthora, contêm 

pouca quitina em sua parede celular e são, portanto, resistentes às quitinases de 

plantas.  Enzimas β-1,3-glucanas são componentes da parede celular de hifa do 

oomiceto P. parasitica. 1,3-glucanases são induzidas em planta após o ataque do 

patógeno e à exposição a vários eliciadores bióticos e abióticos, e normalmente 

elas agem em sinergia com as quitinases. Quitinases e β-1,3-glucanases têm um 

padrão isoenzimático complexo, com isoformas diferindo em suas características 

bioquímicas, estrutura primária, atividade enzimática, localização subcelular e 

propriedades antifúngicas. Fumo transgênico expressando β-1,3-glucanase 

mostrou-se resistente a P. parasitica var. nicotianae. Com isso, foi demonstrado 

que elas exercem um importante papel nas respostas de defesa das plantas contra 

patógenos fúngicos, cujo principal componente da parede celular é a β-1,3-

glucana (Pozo et al., 1999). 

Phytophthora também produz mecanismos de defesa ativos que 

envolvem secreção de proteínas inibidoras de glucanases e proteases do 

hospedeiro (Kamoun, 2005). Da mesma maneira, as plantas adaptam-se ao 
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estresse causado por patógenos por meio da formação de barreiras de defesa, 

para reforçar a estrutura da célula pelas enzimas relacionadas à lignificação. Por 

outro lado, o decréscimo na atividade dessas enzimas relacionadas com a 

lignificação, particularmente a atividade da polifenoloxidase, pode ser o 

resultado de um estresse patogênico prolongado (Zheng et al., 2005). EPIC1 e 

EPIC2 formam uma classe de inibidores de protease extracelulares de P. 

infestans. Esses dois inibidores agem sobre a protease apoplástica do tomate. 

Isso sugere inibições de proteases do tomate pelos efetores secretados de P. 

infestans e uma hipótese de não atuação das enzimas relacionadas à lignificação. 

As poligaracturonases (PGs) são enzimas pécticas de degradação que 

estão envolvidas na invasão do tecido hospedeiro pelos patógenos oomicetos de 

plantas. Em Phytophthora cinnamomi, cerca de 17 diferentes enzimas PGs 

foram encontradas (Gotesson et al., 2002).  

 

2.2 Phytophthora nicotianae var. parasitica 

Phytophthora nicotianae Breda de Hann var. parasitica (Dastur), 

também chamada de Phytphthora parasítica, causa doenças em um grande 

número de famílias de plantas, dentre as quais, além dos citros, tomate, fumo, 

mandioca, cebola, gergelim, ervilha, violeta, e alguns isolados são 

especificamente patogênicos a um único hospedeiro. 

A palavra Phytophthora deriva do grego e significa destruidor de 

plantas. O gênero Phytophthora, até pouco tempo, estava classificado dentro do 

reino Fungi, reino dos fungos verdadeiros. No entanto, Phytophthora e outros 

oomicetos têm um número de características que são relativamente incomuns em 

outros fungos (Erwin & Ribeiro, 1996). Os oomicetos são, então, um grupo de 

organismos do tipo fungo que atualmente pertencem ao reino Stramenopila, por 

serem filogeneticamente distantes dos fungos verdadeiros (Erwin & Ribeiro, 
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1996). Grande parte dos oomicetos patogênicos a plantas pertencem aos gêneros 

Pythium e Phytophthora (Cvitanich & Judelson, 2003). 

Algumas características levaram a taxonomia a enquadrar as 

Phytophthoras no reino Stramenopila. Diferentemente dos fungos verdadeiros, 

os zoósporos de oomicetos são biflagelados. As espécies de Phytophthora não 

sintetizam esteróis, embora requeiram um suprimento exógeno de β-hidroxi 

esteróis para a esporulação. Além de serem dispersas via zoósporos e de gerarem 

oósporos sexuais de paredes espessas, eles possuem celulose em sua parede 

celular (β-1,4-glucanas), órgãos vegetativos diplóides (Erwin & Ribeiro, 1996). 

Filogeneticamente, os oomicetos estão mais relacionados a características de 

algas como as diatomáceas do que a características de fungos verdadeiros (Van 

West et al., 2003). 

Os polissacarídeos constituem uma importante porcentagem da 

biomassa fúngica; a parede da hifa contém mais de 75% desse tipo de 

biomolécula. Além de atuarem como elemento de suporte para as hifas, alguns 

polissacarídeos formam uma capa extracelular ao redor do micélio, 

proporcionando um suporte para adesão das enzimas excretadas e participando 

na degradação da lignina, como uma fonte indireta de peróxido de hidrogênio. 

Exopolissacarídeos são polissacarídeos extracelulares, produzidos por alguns 

fungos e bactérias. No ambiente natural em que os microrganismos são 

encontrados, tais polímeros podem estar associados à virulência, como no caso 

de patógenos e sua interação com plantas, e à proteção da célula microbiana 

contra dessecação (Silva et al., 2006). 

As espécies de Phytophthora podem sobreviver por alguns anos no solo 

na forma de micélio, esporângio, cistos, clamidósporos e oósporos. Os 

zoósporos produzidos sobre os tecidos doentes necessitam de água livre para se 

locomoverem e infectar a planta. Portanto, umidade elevada do solo, assim como 
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temperatura entre 21º C e 30°C, são fatores que favorecem o desenvolvimento 

da doença.  

Phytophthora causa doenças nos frutos, folhagens, copa e raízes de 

espécies, como citros, pimenta, eucalipto, cacau, fumo, batata, soja e morango, 

entre outras. O rápido crescimento de Phytophthora spp. é causado pela rápida 

produção de esporângios e zoósporos em tecidos de plantas infectadas, quando 

as condições ambientais são favoráveis. Dessas condições, a mais importante é o 

excesso de umidade (Erwin & Ribeiro, 1996).  

Phytophthora nicotianae produz esporângios com papila proeminente, 

ovóides, elipsóides ou piriformes formados em esporangióforos ramificados 

irregularmente. Os esporângios têm pedicelo curto e não são caducos, com 

tamanhos que variam entre os diferentes isolados (27 a 60 µm X 18,7 a 40 µm) 

(Luz et al., 2001).  

Os clamidósporos, esporos de resistência, são abundantes e são 

formados depois de alguns dias e têm entre 22 µm e 30 µm de diâmetro com 

paredes espessas (3 µm a 4 µm). A produção de clamidósporos ocorre quando as 

condições são desfavoráveis ao seu crescimento micelial, ou seja, quando a 

disponibilidade de oxigênio e nutrientes é baixa, os níveis de dióxido de carbono 

são elevados, as temperaturas baixas e o desenvolvimento das raízes é reduzido 

ou nulo, não contribuindo para uma suficiente produção de tecidos suscetíveis a 

serem infectados pelos patógenos. Sob condições favoráveis, os clamidósporos 

germinam indiretamente, produzindo esporângios e zoósporos, ou diretamente, 

formando micélio (Erwin & Ribeiro, 1996; Luz et al., 2001). 

As fases dos ciclos de vida de muitos oomicetos que infectam raízes são 

similares e consistem de dois ciclos que são usualmente estimulados por 

diferentes condições ambientais (Figura 1). O ciclo assexual é caracterizado pela 

produção de esporângios, que podem germinar diretamente em líquido ou numa 

superfície para produzir um tubo germinativo (germinação direta), ou podem 
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diferenciar-se por um processo de clivagem citoplasmática, para formar 

zoósporos uninucleares, biflagelados (germinação indireta). Em oomicetos 

patogênicos a raízes, os zoósporos são geralmente retidos numa vesícula de 

descarga que evagina dos poros do esporângio antes de ser liberado pela ruptura 

da vesícula. A aeração é essencial para a produção de esporângios. Cada 

esporângio pode produzir até 50 zoósporos em seu interior. Sua produção é 

estimulada por quedas bruscas de temperatura e a presença de água livre é 

fundamental para a produção e liberação dos zoósporos (Santos et al., 2005). Os 

zoósporos liberados nadam em água à procura dos tecidos do hospedeiro, onde 

eles se fixam e encistam. Esse rápido processo leva minutos e ancora os 

zoósporos à superfície da planta via adesinas, que são descarregadas da 

superfície do zoósporo.  

Zoósporos são propágulos móveis que são liberados do esporângio 

durante condições úmidas. Os esporângios são multinucleados e permanecem 

assim até que a citocinese seja iniciada por um choque frio que 

compartimentaliza os núcleos simples em 6 a 12 zoósporos mononucleados e 

desprovidos de parede celular (Cvitanich & Judelson, 2003). Em Phytophthora 

nicotianae, os zoósporos nadam em direção à região da extremidade de radicelas 

ou de raízes com ferimentos graças à ação estimulatória de substâncias 

exsudadas por esses órgãos que atraem os zoósporos (quimiotaxia).   

O encistamento dos zoósporos é um processo rápido que envolve a 

perda dos dois flagelos, e secreção de glicoproteínas e outras moléculas, para 

formar a parede celular primária. Os zoósporos orientam-se em com a abertura 

em direção à superfície da raiz, como eles encistam. Os cistos se tornam 

aderidos firmemente à superfície da raiz devido à liberação de moléculas 

adesivas, os apressórios (Fabritius & Judelson, 2003; Van West et al., 2003). O 

encistamento de zoósporos de P. parasitica está correlacionado com um influxo 

inicial de Ca+2, seguido por um efluxo maior desse cátion. Os efluxos 
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intracelulares de Ca+2 mais tardios correlacionam-se com a germinação dos 

cistos (Luz et al., 2001). O encistamento e a adesão estão intimamente 

relacionados. A queda gradual de temperatura leva os zoósporos a se tornarem 

adesivos e a iniciarem a formação da parede (Sing & Bartnicki-Garcia, 1975). 

O cisto germina pelo desenvolvimento de um tubo germinativo que pode 

penetrar o hospedeiro diretamente ou via apressório. Com a germinação dos 

cistos, um complexo programa de expressão diferencial dos genes é iniciado que 

pode controlar o desenvolvimento das estruturas de infecção e invasão do 

hospedeiro, podendo, portanto, determinar a patogenicidade (Gönhardt et al., 

2000). Utilizando os nutrientes adquiridos do hospedeiro suscetível, a hifa 

intracelular asseptada ramifica pelo tecido da planta desenvolvendo uma massa 

de micélio absorvente, de onde ocorre à esporulação na plântula doente e o ciclo 

da doença é repetido. A rapidez desse ciclo permite que o estádio assexual se 

repita muitas vezes durante o período de crescimento da planta. 

Esse patógeno pode permanecer no solo ou em tecidos infectados por 

longo tempo, sendo isso provavelmente o resultado da abundante produção de 

clamidósporos. O ciclo sexual gera oósporos de parede espessa que são 

adaptados a baixas temperaturas e sobrevivem a condições severas do meio 

ambiente. Oosporogênese envolve a produção de oogônio feminino e de 

anterídio masculino, por meio de meioses sucessivas nos gametângios. O 

anterídio cresce e se funde como oogônio para formar um zigoto, que se 

desenvolve em oósporo. A fertilização leva ao desenvolvimento de um oósporo, 

que tem uma parede interna espessa. A parede aparece delimitando o 

gametângio de uma hifa asseptada, e o oósporo torna-se dormente. 

O esporo pode apresentar dormência e pode permanecer no solo pelo 

inverno e, então, germinar sob condições favoráveis para produzir tubos 

germinativos simples ou múltiplos. Esses tubos germinativos podem, então, 
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formar esporângios, retornando assim ao ciclo assexual do patógeno (Cvitanich 

& Judelson, 2003). 

A temperatura influencia a germinação dos esporos, determinando se ela 

ocorre pela liberação dos zoósporos ou diretamente pela elaboração de tubos 

germinativos pela parede do esporângio. A temperaturas mais baixas, o 

citoplasma do esporângio é condicionado a se clivar em zoósporos, que nadam à 

procura do hospedeiro. Acredita-se que a contribuição dos zoósporos para a 

doença seja maior que a germinação direta do esporângio, exceto a altas 

temperaturas, quando a parede do zoósporo é mais propensa à desidratação (Tani 

& Judelson, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esses patógenos causam danos de bilhões de dólares nas espécies de 

plantas que são suas hospedeiras. Encontrando condições favoráveis ao seu 

Figura 1 – Ciclo de vida de Phytophthora nicotianae de citros.  
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desenvolvimento, são capazes de causar danos irreversíveis (Fundecitrus, 2007). 

A fisiologia de Phytophthora precisa ser compreendida, assim como seus 

mecanismos genéticos e bioquímicos utilizados na interação com as plantas, 

porque essas informações podem ser fundamentais para o desenvolvimento de 

melhores práticas de controle e no entendimento de como esses métodos de 

controle atuam, tanto na redução como na erradicação da incidência da gomose 

em plantas de citros (Luz et al., 2001). 

 

2.3 Gomose dos citros 

No Brasil, P. nicotianae var. parasitica e P. citrophthora (Sm. & Sm.) 

Leonian são os principais causadores da gomose dos citros, sendo que P. 

nicotianae predomina na grande maioria de viveiros e pomares comerciais, 

embora outras espécies de Phytophthora já tenham sido descritas como 

causadoras de gomose no Brasil (Siviero et al., 2002).  

Em levantamentos conduzidos no Brasil por Santos (2001), verificou-se 

que a maior severidade da gomose ocorre na porção do tronco que vai do colo 

até 0,50 m de altura e, à medida que se distancia do solo, há uma redução 

significativa na sua severidade. O patógeno também pode causar doença em 

sementes, sementeiras, folhas, brotos novos e frutos. O micélio invade as raízes 

e caules, produzindo uma deterioração da planta (Boissy et al., 1999). 

A irrigação ou a água da chuva favorece a produção de esporângios em 

poucas horas. Os zoósporos movem-se no líquido para a superfície dos órgãos 

das plantas. A infecção acontece se os tecidos hospedeiros estão 

apropriadamente receptivos. Isso causa desidratação e necrose da zona cortical 

do caule ou da raiz, levando rapidamente ao aparecimento dos sintomas da 

gomose. Irrigação ou chuva intensas em intervalos superiores a 20–25 dias cria 

uma alteração entre períodos secos de 2-3 semanas e alta umidade no solo por 3 



 13

a 4 dias. Quando as temperaturas estão amenas durante o dia e à noite (14–

22°C), tem-se uma condição que favorece o aumento do inóculo. 

O sintoma característico da doença é a exsudação de goma em lesões de 

tronco e colo em porta-enxertos suscetíveis. A exsudação também pode ocorrer 

na região do tronco acima do ponto de enxertia, quando a copa é de variedade 

suscetível. As lesões de tronco, que produzem goma, são mais freqüentes em 

plantas muito enterradas, ou quando o tronco é ferido durante a realização de 

tratos culturais. Raramente, em nossas condições, as lesões ocorrem em ramos. 

Em troncos e ramos, os tecidos infectados da casca permanecem firmes 

até secarem completamente, quando começam a apresentar rachaduras e fendas 

longitudinais. A morte do tecido pelas lesões pode levar ao anelamento na região 

do tronco ou das raízes principais, impedindo o fluxo da seiva elaborada para o 

sistema radicular (Graham & Timmer, 2007).  

Os sintomas nas folhas caracterizam-se pela descoloração de nervuras e 

amarelecimento do limbo, levando à murcha, seca e queda. Os florescimentos e 

frutificações tornam-se freqüentes e fora da época normal. Os frutos produzidos 

ficam pequenos, de casca fina e maturação precoce. Também há seca e morte 

progressiva de ramos ponteiros. Há correspondência entre a face da copa onde 

esses sintomas se manifestam e a face do tronco ou das raízes onde as lesões 

ocorrem. A deterioração progressiva da copa, desfolhas e seca de ramos podem 

levar a planta à morte (Graham & Timmer, 2007). 

Vários métodos de controle classificados como regulatórios, culturais, 

biológicos, físicos, químicos, dependendo da natureza dos agentes envolvidos, 

tem sido usados no controle de doenças. Esses métodos, quando usados num 

manejo de controle integrado, tem reduzido significativamente ou erradicado a 

doenças em plantas e campos de produção (Fokunang et al., 2004).  

O controle químico com produtos sistêmicos é o método que apresenta 

comprovada eficácia no controle preventivo e curativo da doença (Graham & 
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Timmer, 2007). Os tratamentos químicos objetivam a prevenção da fixação e 

germinação dos zoósporos na parte basal do tronco e em uma zona limitada das 

raízes, ou paralisando o desenvolvimento do micélio no córtex (OEPP/EPPO, 

2004). Aplicações de fosetil e metalaxil têm sido altamente efetivas no manejo 

de árvores jovens de citros em viveiro. Múltiplas aplicações desses fungicidas 

durante o ano no pomar de citros preservaram a sanidade das árvores e 

aumentaram a densidade de raízes, comparado com as árvores não tratadas; 

embora os níveis de propágulos de P. citrophthora e P. parasitica não sejam 

afetados (Matheron et al., 1997; OEPP/EPPO, 2004). 

Um outro método de controle da gomose é o controle biológico. O fungo 

Myrothecium roridum, um fungo cosmopolita com alta atividade celulolítica, 

tem sido proposto como um agente para controle de Phytophthora spp 

(OEPP/EPPO, 2004). Amorim & Melo (2002) verificaram que Pseudomonas 

putida, biovares A e B, Flavobacterium sp. e Bacillus  subtilis, aplicados como 

tratamento de sementes, são capazes de controlar Phytophthora parasitica e P. 

citrophthora e promover o desenvolvimento de plântulas de citros. Já em plantas 

de pimenta, a co-inoculação de G. intraradices com P. capsici aliviou os 

sintomas fisiológicos causados pelo patógeno, provando que G. intraradices 

pode agir como um agente de proteção contra P. capsici (Zheng et al., 2005). 

 

2.4 O reconhecimento de patógenos e respostas de defesa de plantas 

 As reações provocadas na planta pela infecção de um patógeno 

produzem sintomas que variam em tipo e intensidade, entre espécies e dentro de 

uma mesma espécie. Esses sintomas são uma alteração do fenótipo da planta, 

provocados por processos bioquímicos e fisiológicos. A ativação de respostas de 

defesa é iniciada logo após o reconhecimento do patógeno pela planta, que é 

mediado por uma interação gene-a-gene entre o produto do gene de resistência 

da planta (R) e o produto do gene de avirulência do patógeno (Avr), ou pela 
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ligação de um eliciador não-específico ou geral denominado padrão molecular 

associado a patógeno (PAMP) ao receptor de reconhecimento padrão (PRR), 

podendo culminar numa morte celular localizada programada chamada de 

resposta de hipersensibilidade (HR) (Armstrong et al., 2005). Esses são, 

portanto, componentes de sistema imune inato de plantas cujos fenótipos são 

resistência específica de hospedeira (interação Avr-R) e resistência basal ou de 

não-hospedeira (interação PAMP-PRR). 

O reconhecimento inicial de eliciadores de patógenos por receptor(es) de 

plantas ativa uma cascata de transdução de sinais que envolve a translocação de 

Ca+2 e prótons pela membrana plasmática até o citossol, fosforilação e 

desfosforilação protéicas, ativação de quinases no citoplasma, a ativação do 

complexo NADPH-oxidase, produção de espécies ativas de oxigênio, ativação 

de compostos como ácido salicílico, ácido jasmônico e etileno, ativação de 

fatores de transcrição de genes de defesa (proteínas PR, fitoalexinas), 

lignificação de tecidos e outros, resistência local (HR) e, subseqüentemente, 

‘imunidade’ sistêmica (do tipo resistência sistêmica adquirida ou do tipo 

resistência sistêmica induzida) (Iakimova et al., 2005; Resende et al., 2007). 

 As plantas respondem muito rapidamente a infecções causadas por 

oomicetos e patógenos fúngicos (Hardham, 2007).  Mudanças rápidas na 

estrutura, incluindo acúmulo de resíduos citoplasmáticos no local da infecção e 

reorganização do citoesqueleto da planta. Em plantas de Arabidopsis infectadas 

por oomicetos, microfilamentos de actina são responsáveis por mover os 

componentes citoplasmáticos para o local da infecção. 

O estudo de eliciadores específicos (avirulência) e gerais (PAMPs) de 

patógenos de plantas e sua percepção pelas plantas é fundamental para o 

entendimento da base molecular da resistência a doenças num dado 

patossistema. A identificação e caracterização das interações do eliciador do 
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patógenos com o receptor da planta podem também levar a novas estratégias 

para a criação da resistência a doenças (Vleeshouwers et al., 2006). 

  

2.5. Moléculas de microorganismos que são reconhecidas por  plantas 

Moléculas sinais que são reconhecidas por receptores e disparam 

respostas de defesa em plantas são chamadas eliciadores. Os eliciadores podem 

ser liberados pela própria planta, chamados endógenos. Os eliciadores 

provenientes do patógeno são eliciadores exógenos e podem ser específicos ou 

inespecíficos. Os específicos são ativos somente em cultivares que possuem os 

correspondentes genes de resistência a doenças e são produtos da expressão de 

genes de avirulência, enquanto os inespecíficos não apresentam níveis diferentes 

de sensibilidade em cultivares de uma mesma espécie de planta, e podem ser 

proteícos ou não-proteícos, tais como componentes da parede celular dos 

patógenos, lipopolissacarídeos, entre outros (Resende et al., 2007). A natureza 

química dos eliciadores é variada e não há uma característica estrutural única 

que determine sua atividade (Bonaldo et al., 2004). 

Proteínas e outras moléculas envolvidas na depredação de barreiras 

químicas e físicas (cutinases ou enzimas que degradam parede celular de 

plantas), detoxificação de substâncias de plantas (fitoalexinas), produção de 

toxinas e a formação de estruturas de infecção são consideradas determinantes 

potenciais da patogenicidade (Van West et al., 2003; Zheng et al., 2005). 

Moléculas derivadas de microorganismos patogênicos ou não são 

efetores, cujas atividades intrínsecas são interagir com o hospedeiro e assim 

infectar suas células. Patógenos de plantas secretam uma vasta quantidade de 

efetores que coletivamente promovem sua virulência em hospedeiros 

suscetíveis. Alguns efetores, tais como toxinas, podem difundir para seu sítio 

alvo, enquanto outros efetores, tais como proteínas secretadas, atuam ou na zona 

de infecção, do lado de fora do patógeno e fora das células hospedeiras 
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(apoplasto), ou dentro das células hospedeiras (citossol) (Mackey & McFall, 

2006). Esses efetores manipulam a estrutura e função da célula hospedeira, 

facilitando a infecção (fatores de virulência ou infecção) e/ou induzindo 

respostas de defesa (fatores de avirulência) (Kamoun, 2006).  

Um efetor que desencadeia uma resposta necrótica pode funcionar como 

um eliciador que limita a infecção por um patógeno biotrófico, já que esse 

necessita das células vivas para se desenvolver. Por outro lado, isso pode 

facilitar a infecção por um patógeno necrotrófico, e então funcionar como uma 

toxina. Em hemibiotróficos como Phytophthora, um efetor pode ter diferentes 

efeitos na interação, dependendo se ele é expresso durante a fase biotrófica mais 

precoce ou no estádio necrotrófico mais tardio da doença (Kamoun, 2007). 

 

2.5.1 Efetores de Phytophthora 

Apesar de serem totalmente divergentes em suas seqüências primárias, 

proteínas de oomicetos estão agrupadas em diferentes classes de efetores: 

efetores apoplásticos, secretados nos espaços extracelulares, onde eles interagem 

com alvos extracelulares e receptores de superfície; e efetores citoplasmáticos, 

que são translocados para dentro da célula da planta por estruturas como 

vesículas e haustórios que evaginam para dentro da célula do hospedeiro 

(Kamoun, 2005). Moléculas efetoras identificadas em espécies de Phytophthora 

incluem elicitinas, eliciadores indutores de necrose não-especificos de cultivar, e 

o ácido graxo poliinsaturado ácido araquidônico (AA), que é um componente de 

membranas de Oomicetos. 

As elicitinas são um grupo de efetores, formado por proteínas pequenas 

(<150 aminoácidos) conservadas e extracelulares (secretadas), com um número 

certo de resíduos de cisteínas, com função biológica no processo de infecção por 

espécies de Phytophthora. As pontes dissulfeto devem proporcionar estabilidade 

no apoplasto da planta, que é rico em proteases degradativas (Lauge & De Wit, 



 18

1998). Elicitinas interagem com um sítio de ligação de alta afinidade na 

membrana plasmática do fumo (Vleeshouwers et al., 2006), onde induzem a uma 

resposta de hipersensibilidade e conferem proteção contra infecções 

subseqüentes desses patógenos (Zhang et al., 1998).  

A patogenicidade de P. parasitica var. nicotianae no fumo está 

correlacionada com a secreção de elicitinas. Elicitinas ácidas e básicas são 

carreadoras de esteróis, pois estão prontas para se ligar a eles e para mediar sua 

transferência entre membranas fosfolipídicas artificiais, visto que oomicetos do 

gênero Phytophthora não sintetizam esteróis, o esterol é capturado de 

membranas celulares de plantas invadidas e transportado de volta para os fungos 

para satisfazer à demanda para seu crescimento (Mikes et al., 1998).  

Para nomear as elicitinas por uma ordem sistemática e consistente, foi 

proposto um novo sistema de classificação e uma abreviação de três letras para 

proteínas individuais. Elas são nomeadas com as três ou quatro primeiras letras 

do nome da espécie seguido pelo numero, como INF1 (Phytophthora infestans), 

SOJ1 (Phytophthora sojae), e RAM1 (Phytophthora ramorum) (Jiang et al., 

2006). Sabe-se que INF1 e outras elicitinas induzem à hipersensibilidade e à 

produção de vários marcadores bioquímicos de respostas de defesa das plantas. 

Em algumas interações, existe a evidência para um papel da percepção da 

elicitina em restringir a colonização dos patógenos, sugerindo que os INFs agem 

como eliciadores específicos. P. infestans pode secretar efetores que suprimem a 

morte celular induzida pelo INF1 e, conseqüentemente, livram-se da resposta da 

planta a esse eliciador (Vleeshouwers et al., 2006). 

As elicitinas estão agrupadas em três diferentes classes. Na Classe I, 

contém aquelas com resíduos conservados 6 Cys, 3 Met, 2 Phe e 3 Gly. 

Resíduos Leu, Ile, Pro e Thr estão sempre localizados nas posições altamente 

conservadas. Existe um grupo de elicitinas que são divergentes da classe I, pois 

apesar de derivadas de cDNA, genes expressos, eles codificam proteínas não 
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funcionais e apresentam outras características, como sítios de glicosilação do 

Asn. Muitas das seqüências de elcitinas identificadas em espécies de Pythium  

pertencem a essa classe. 

A Classe II contém seqüências de HAE (hyperacidic elicitin) que podem 

corresponder, se expressas, a proteínas muito ácidas. A Classe III contém duas 

seqüências codificando elicitinas de P. infestans, que podem codificar peptídeos 

de 165–170 aminoácidos, que consistem em elicitinas com 98 aminoácidos 

conservados, seguido pelo domínio C terminal com 70 aminoácidos. Essa 

região, que dispõe de aminoácidos como Ser, Thr e Ala, compreende a 75% da 

região, podendo representar um domínio O-glycosilado (Kamoun et al., 1997; 

Panabières et al., 1998, Ponchet et al., 1999). 

As glicoproteínas α- e β-megasperminas de Phytophthora megasperma 

são elicitinas classe III; já a glicoproteína γ-megaspermina (PmH2) é uma 

elicitina da classe II. β–megaspermina infiltrada em folhas de fumo induz uma 

forte necrose, ao passo que folhas tratadas com α- e γ-megaspermina continuam 

sem sintomas de necrose. Infiltração de folhas de fumo com 50 nM de cada 

proteína induziu necrose limitada ao local da infiltração. Diferenças na indução 

de HR tornaram-se visíveis quando a concentração das elicitinas infiltradas foi 

diminuída. Uma quantidade limitada a 5 nm de α- ou γ-megaspermina 

desencadeia uma necrose parcial, e 5 nm da β-megaspermina causou necrose em 

todo o tecido infiltrado  (Baillieul et al., 2003). 

 Outra elicitina bem estudada é a transglutaminase, enzima que catalisa 

as reações aciltransferase dependentes de cálcio, entre um grupo γ-carboxiamida 

da glutamina e o grupo ε-amino da lisina ou outras aminas primárias, 

promovendo pontes de cadeias protéicas intra ou intermoleculares. Genes que 

codificam para transglutaminase já foram isolados de três espécies de 

Phytophthora: Phytophthora sojae (codifica uma proteína de 529 aminoácidos); 

Phytophthora infestans, (proteína de 737 aminoácidos) e de Phytophthora 
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megasperma (proteína de 174 aminoácidos), às quais foi atribuída a função de 

eliciador da resposta de hipersensibilidade em fumo.  

 No entanto, o peptídeo N-terminal de 13 aminoácidos derivado da 

transglutaminase (Pep-13), localizado na superfície da parede celular, é que é 

reconhecido por receptores da planta, levando à ativação de respostas de defesa 

durante a interação com espécies de Phytophthora. Esse peptídeo invoca 

resposta imune inata também em vertebrados e insetos, com papel similar ao da 

interação entre plantas e espécies fitopatogênicas de Phytophthora. Em 

Phytophthora sojae, a transglutaminase é uma glicoproteína que aumenta as 

expressões de genes de defesa e síntese de fitoalexinas. O papel das 

transglutaminases no crescimento e desenvolvimento de Phytophthora spp. é 

secundário em relação ao seu papel como sinalizador na invasão do patógeno, 

em lugar e hora apropriados (Makarova et al., 1999; Brunner et al., 2002). 

As proteínas CRN (‘Crinkler’) constituem uma outra classe de efetores 

citoplasmáticos secretados por oomicetos, que alteram respostas de hospedeiros 

e podem ter importantes funções. A expressão desse gene em Nicotiana spp. e 

em plantas hospedeiras de tomate resulta em encarquilhamento e morte celular, 

acompanhados pela indução dos genes relacionados à defesa (Kamoun, 2007). 

NLPs (Nep1-like proteins) são proteínas que estão em bactérias, fungos 

e oomicetos, especialmente as espécies que se associam a plantas. Muitos 

membros da família NLPs têm a habilidade de induzir a morte celular em muitas 

plantas dicotiledôneas (Pemberton & Salmond, 2004). A conservação 

filogenética e o amplo espectro de atividades das NLPs distinguem-nas da maior  

parte dos eliciadores que induzem à morte celular e sugerem que a atividade que 

induz a necrose é funcionalmente importante. Em oomicetos, NLPs estão 

amplamente distribuídas em Phytophthora e Pythium. Elas induzem respostas de 

defesa em plantas suscetíveis e resistentes. Em P. sojae e P. infestans, os genes 

NLP foram expressos tardiamente durante a infecção do hospedeiro e poderiam, 
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então, funcionar aumentando as necroses do tecido hospedeiro durante a fase 

necrotrófica da infecção, facilitando a colonização (Kamoun, 2005). 

CBEL (Cellulose Binding, Eliciador, e Lectin-like) é uma glicoproteína 

de 34-kDa e 268 aminoácidos, presente na parede celular hifa e zoósporos 

encistados de Phytophthora parasitica var. nicotiana. Essa proteína se liga à 

celulose e à superfície de plantas, elicitando a morte celular e a expressão de 

genes de defesa em folhas de fumo (Haldar et al., 2006).  Pela caracterização 

fenotípica de isolados de Phytophthora nicotianae suprimidos da expressão do 

CBEL, revelou-se que essa glicoproteína está envolvida na atividade da 

lipoxigenase e deposição organizada de polissacarídeos na parede celular das 

suas plantas hospedeiras (Villalba-Mateos et al., 1997). 

Proteínas Car (Cyst Germination) secretadas foram isoladas de cistos de 

Phytophthora infestans durante a germinação e o desenvolvimento na superfície 

foliar (Gönhardt et al., 2000). A proteína Car contém 561 aminoácidos e 

baseando-se na extrema hidrofilicidade, estrutura flexível e a presença de um 

número conservado de resíduos de cisteínas em partes, N e C terminais sugerem 

que proteínas Car são homólogas às mucinas de mamíferos (Gönhardt et al., 

2000). Essas proteínas adesivas podem ser importantes componentes da camada 

mucosa que protege os cistos germinados da desidratação, danos físicos ou 

efeitos adversos da resposta de defesa da planta. Devido à sua viscosidade e 

consistência, proteínas Car podem participar na adesão à superfície foliar. É uma 

característica comum das estruturas de infecção de Phytophthoras e que é 

requerida para permitir a penetração da superfície do hospedeiro (Van West et 

al., 2003). 

É provável que proteínas extracelulares estejam relacionadas com a ação 

de outras proteínas envolvidas em mecanismos, como empacotamento protéico e 

transporte de vesículas no retículo endoplasmático e no complexo de Golgi. 

Entre essas proteínas, Sintaxina, 14-3-3 e Bip devem possuir função relevante no 
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desenvolvimento de fases do ciclo de vida de P. nicotianae: sintaxina 

relacionada à fusão e transporte de vesículas do complexo de Golgi, 14-3-3 no 

acúmulo de biomassa ao longo do crescimento do patógeno e BiP relacionada á 

secreção de proteínas. 

A genômica funcional tem sido usada com sucesso para identificar 

seqüências de efetores de Phytophthora spp. em bancos de dados específicos. 

Para isso, são necessárias duas etapas fundamentais: primeira, a utilização de 

ferramentas computacionais para identificação de genes candidatos que 

preencham uma lista de critérios específicos, seguida pela análise e validação 

desses genes candidatos por ensaios funcionais, tais como expressão in planta e 

avaliação da atividade dos eliciadores. Com a elaboração de bibliotecas de 

cDNA de oomicetos e seqüências genômicas, as listas de proteínas candidatas 

secretadas estão sendo geradas com o uso de usando ferramentas de 

bioinformática, denominadas de Secretoma. Dessa forma, pedaços de seqüências 

expressas (ESTs) que possuam homologia e/ou codificam proteínas com 

peptídeos sinais na região N-terminal, por exemplo, são candidatos a efetores 

(Kamoun, 2006). 

A elucidação estrutural de um dado eliciador tem uma importância 

primária no entendimento dos eventos iniciais da interação parasita-hospedeiro, 

levando a respostas de defesa da planta (Okinara et al., 1995). O conhecimento 

da estrutura e função dos efetores de patógenos e os danos que eles causam nas 

plantas é uma condição para o entendimento da base molecular da 

patogenicidade e da doença. Assim, com análises moleculares mais detalhadas, 

as novas estratégias para manipulação de plantas, levando-as à resistência a 

patógenos oomicetos, tornar-se-ão indubitavelmente aparentes (Kamoun, 2005). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

3.1 Isolado de Phytopthora e condições de cultivo 

O cultivo e separação de fases do ciclo de vida do patógeno foram 

realizados no Laboratório de Sistemática e Ecologia de Fungos, Departamento 

de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras. O isolado utilizado foi o 

IAC095 de Phytophthora nicotianae var. parasitica proveniente do Centro 

APTA Citrus Sylvio Moreira do Instituto Agronômico de Campinas. O patógeno 

foi inoculado em Laranja “Pêra”, em vários pontos na região do albedo do fruto, 

que foi mantido em câmara úmida, sob temperatura ambiente, até que ¾ do fruto 

estivessem com sintomas (Figura 2). Pedaços da casca do fruto infectada com o 

patógeno foram tratados assepticamente, por 30” em álcool absoluto e, por mais 

30” em hipoclorito de sódio 2%, e posteriormente lavados em água destilada e 

autoclavada, na câmara de fluxo laminar. Os pedaços foram transferidos para 

meio de cultura cenoura-ágar contendo os antibióticos ampicilina (100 µg/mL) e 

rifampcina (50 µg/mL), em placas de Petri, e incubados em BOD a 25 °C por 

aproximadamente 96 horas. Após esse período, o material foi transferido para 

meio líquido de cenoura, colocando-se, em erlenmeyers, 5 discos de micélio já 

purificado. Após 10-12 dias, o material já estava pronto para ser utilizado para 

realização de experimentos. 
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3.2 Separação de fases do ciclo de vida  

 O micélio puro do patógeno foi retirado do meio líquido após 12 dias de 

cultivo, antes que começasse a produzir esporângios. O meio de cultura foi 

eliminado e o micélio armazenado em embalagens de papel-alumínio e colocado 

em N2 líquido, para, posteriormente ser armazenado a -80º C. 

 A hifa coletada juntamente com os esporângios cheios permaneceu em 

meio líquido por aproximadamente 25 dias, de maneira que produzisse o maior 

número de esporângios e não liberassem os zoósporos. O material foi coletado 

da mesma maneira como citado para o micélio antes de produzir esporângios. 

 Para coletar a fase de hifa com os esporângios vazios, retirou-se o meio 

de cultura com aproximadamente 25 dias de cultivo e acrescentou-se água 

destilada e autoclavada, a 4º C, até que cobrisse toda a superfície do micélio. O 

material foi levado à geladeira por 2horas, e a partir desse período, foi 

monitorada a liberação dos zoósporos. Após a liberação dos zoósporos, o 

micélio contendo os esporângios já vazios foi retirado e colocado em N2, sendo 

imediatamente levado a -80º C. A água gelada foi centrifugada a 12000 g, por 

10’ em tubos falcon. O sobrenadante foi descartado e o pellet, contendo 

zoósporos, levado a N2 líquido e, posteriormente, a -80º C. 

A  
B 

Figura 2 – Laranjas “Pêra” com sintomas aos 4 (A) e 10 (B) dias após a 
inoculação com Phytophthora nicotianae. Lavras, UFLA/DFP, 2007. 
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3.3 Extração de RNA 

 A extração de RNA foi realizada no Laboratório Central de Biologia 

Molecular da Universidade Federal de Lavras. O RNA total das fases hifa, hifa 

com esporângio cheio e hifa com esporângio vazio foi extraído em solução de 

Trizol – fenol guanidina isotiaocianato - (Life Technologies/Invitrogen), e o 

RNA total de zoósporos foi extraído por meio do RNeasy Plant Mini Kit 

(Qiagen). Os RNAs foram tratados com DNase (Invitrogen) para eliminar 

qualquer contaminação com DNA genômico e, posteriomente, purificados com 

clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e fenol, precipitados em etanol e mantidos 

em água tratada com DEPC. 

   

3.4 Síntese de cDNA 

 Para a síntese de cDNA, utilizaram-se 5 µg de RNA total, 3 µg de 

Random Primers (Invitrogen) por reação e 1 µL da SuperScript Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) (200U). 

 

3.5. Seleção de genes candidatos 

ESTs (Expressed Sequence Tags) que codificam para proteínas 

extracelulares usadas nesse trabalho são provenientes do banco de dados 

CitEST/PP (www.citest.centrodecitricultura.br) de Phytophthora nicotianae var. 

parasitica de citros, isolado virulento IAC095, Centro APTA Sylvio Moreira, 

em Cordeirópolis-SP. As ESTs foram isoladas por meio de duas bibliotecas de 

cDNA, construídas após indução de P. nicotianae in planta e subcultivo in vitro 

por 40 repicagens (40X), as quais compõem o CitEST/PP. Oito genes foram 

selecionados usando o programa BLAST (Altschul et al., 1997) e seqüências 

homólogas de Phytophthora spp. que codificam proteínas extracelulares 

disponíveis no GenBank NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). As seqüências obtidas 
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nessa busca por comparação e palavras-chave foram clusterizadas usando o 

programa CAP3 (Huang & Madan, 1999) dentro do Gene Project CitEST.  

 

3.6 Primers 

Com o programa Primer Express (Applied Biosystems) para PCR 

quantitativo em tempo real, primers específicos para oito genes do tipo 14-3-3, 

BiP, Car (Cyst Germination), Cbel (Cellulose Binding Elicitor Lypoprotein), 

Megaspermina, Transglutaminase, Ric1 (Randomly Isolated cDNA) e 

Synthaxin6, foram desenhados dentro das ORFs (open reading frame), presentes 

em seqüências consenso geradas pela clusterização usando CAP3 (Huang & 

Madan, 1999),  via Gene Project no banco de dados CitEST. A síntese de 

primers foi feita pela Integrated DNA Technologies, Inc. e as seqüências estão 

descritas na Tabela 1. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1 - Seqüências dos primers utilizados nas reações de PCR quantitativo 
em tempo real para os oito genes analisados. Lavras, UFLA, 2007. 

Gene Sequência Tamanho 
do fragmento 

14-3-3 F-CCCCACGCACCCCATT 
R-CGGGCGAGTTCAGGATCTC 76pb 

BiP F - TGTGCTGGTTGGTGGCTCTA 
R - GCCGTTGAAGTAGTCCTTGATCA 67pb 

Car F - CGGCTGACTGCCACTCGTA 
R - TGCATTCGGCGTTTTCCT 72pb 

Cbel F - ACTTCAATGGAGACGACATCCA 
R - CAGCGCGTGCAGCATTC 64pb 

Megaspermina F - AGCGGTGCCGTCATGAAC 
R - GAGTCGAGGACGAGCATCCA 67pb 

Transglutaminase F - CCGGCAGCCATTTTGG 
R - CTGGAACGTCACACGGTTGT 63pb 

Ric1 F - CCGTCGGTGTGTTCTTCCA 
R - AACGGTGAGCAGGCAGTTG 65pb 

Syntaxin6 F - CGACCGACGCTGTCAAGAC 
R - CGATTTCGCTGACTGCATCA 65pb 
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3.7 Transcrição Reversa PCR Quantitativo (qRT-PCR) 

 A quantificação dos genes foi feita num equipamento 7500 Fast Real-

Time PCR System (Applied Biosystems) usando Syber Green qPCR Super Mix 

UDG com ROX (Applied Biosystems), de acordo com os procedimentos 

padrões dos fabricantes. Para cada reação, utilizaram-se 1,5µM de cada primer e 

80 ng cDNA de cada amostra. As condições térmicas da reação foram 2 minutos 

a 50º C, seguidos por 10 minuos a 95º C, 40 ciclos de 15 segundos a 95º C e 1 

minuto a 60º C e, finalizando com 15 segundos a 95º C. Os dados foram 

coletados e armazenados no software (Sequence Detection Software (Version 

1.4) que acompanha o equipamento. Como controle endógeno foi utilizado o 

primer 18S (1- CCTCCAATGGATCCTCGTTA; 2 - 

TGACGGAGAATTAGGGTTCG   (Invitrogen)), visando normalizar as 

amostras quanto as possíveis diferenças de quantidade de cDNA adicionadas em 

cada reação, e como controle negativo o mix sem o cDNA. Os resultados foram 

normalizados utilizando Cts obtido para o controle endógeno presente na mesma 

reação. Para normalização, foi utilizada a equação: ΔCt = Ct (gene alvo) - Ct 

(controle endógeno). A calibração foi determinada pela fórmula: ΔΔCt = ΔCt  

(amostra) - ΔCt (calibrador). A quantificação relativa foi obtida pela fórmula 2 -

ΔΔCt. Utilizou-se 3 repetições biológicas, e para cada reação de cada repetição 

biológicas foram ainda utilizadas as tréplicas de cada tratamento. 

 

3.8 Análise estatística 

 A análise de expressão gênica foi avaliada por meio do teste de média 

Scott-Knott 5% de probabilidade, com um delineamento inteiramente 

casualizado (DIC) (Scott & Knott, 1974). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Seleção de genes que codificam proteínas extracelulares em P.   
       nicotianae de citros 

Oito genes foram selecionados no banco de dados CitEST/PP 

(www.citest.centrodecitricultura.br) de Phytophthora nicotianae de citros, 

usando o programa BLAST (Altschul et al., 1997) e seqüências de Phytophthora 

spp., que codificam proteínas extracelulares disponíveis no GenBank NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Os oito genes do tipo 14-3-3, BiP, Car (Cyst 

Germination), CBEL (Cellulose Binding Elicitor Lypoprotein), Megaspermina, 

Transglutaminase, Ric1 (Randomly Isolated cDNA) e Synthaxin6 foram 

caracterizados e primers para PCR quantitativo foram desenhados dentro de 

ORFs presentes em seqüências consensos  (Figura 3) . 

Usando essa estratégia de busca por comparação, 14 ESTs do tipo CBEL 

foram encontradas no CitEST/PP, as quais foram agrupadas usando o programa 

CAP3 (Huang & Madan, 1999) em 2 contigs, contendo 6 ESTs/cada, e 2 

singlets. A seqüência consenso do contig 1 contém uma ORF completa com 777 

pb de comprimento (Figura 3). Esta ORF provavelmente codifica uma proteína 

CBEL, que compartilha 93% de identidade da seqüência de aminoácidos com a 

proteína CBEL, anteriormente chamada GP34 de P. parasitica (CAA65843) e 

81% com uma proteína CBEL de P. ramorum (ABL11548). Os 18 primeiros 

aminoácidos localizados na região N-terminal dessa proteína contêm um 

peptídeo sinal predito pelo programa SignalP (Gasteiger et al., 2003). 
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 Utilizando a palavra-chave Cyst Germination e Car, que designa o 

gene car, foi encontrada no mesmo banco CitEST/PP apenas 1 EST. Essa 

seqüência tem 784 pb e codifica provavelmente uma proteína do tipo CAR, que 

14-3-3 
 1                                                                                                    750 

                        479       553 

BiP 
 1                                                                                                          800 

                        416      483 

Car 
 1                                                                                                          784 

                          229       301

CBEL 
 1                                                                                                       777 

                        206       269 

Megaspermina 
 1                                                                        552 

                        291     358 

Transglutaminase 
 1                                                                                              704 

                          575     638 

Ric1 
 1                              253 

55     113 

Syntaxin6 
1                                                                                           682 

                        328     393 

Tamanho das ORFs utilizadas para o desenho de primers (pb) 

Tamanho e localização da região da ORF onde foram 
desenhados os primers (pb) 

Figura 3 – Representação esquemática dos oito genes de P. nicotianae de citros 
obtidos no banco de dados CitEST, indicando o tamanho das prováveis ORFs 
(pb) e a localização dos primers e fragmentos amplificados por RT-qPCR. 
Lavras, UFLA, 2007. 
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possui 42% de identidade de aminoácidos com proteínas do tipo mucin de 

Heterodera glycines (AAC62109) e com proteínas CAR de P. infestans 

(AAC72308) (Gonhardt et al., 2000). 

  Duas ESTs do tipo elicitinas foram selecionadas no CitEST/PP. Uma 

delas contém uma ORF de 552 pb que, provavelmente, codifica uma proteína do 

tipo Megaspermina, com 96% de identidade de aminoácidos com uma proteína 

megaspermina de P. megasperma (CAD38503), e 92% de identidade com uma 

proteína elicitin-like INF5 de Phytophthora infestans. Os 20 primeiros 

aminoácidos localizados na região N-terminal dessa proteína contêm um 

peptídeo sinal predito pelo programa SignalP (Gasteiger et al., 2003). 

 A outra seqüência contém uma ORF de 704 pb que, provavelmente, 

codifica uma proteína do tipo Transglutaminase, que compartilha 89% de 

identidade com a seqüência de aminoácidos de uma proteína transglutaminase 

elicitor M81D de Phytophthora infestans (AAP70478). A caracterização de 

todas as elicitinas presentes no banco de dados CitEST/PP foi recentemente 

realizada por Rosa et al. (2007).  

Uma EST do tipo BiP foi encontrada no CitEST/PP, a qual possui uma 

ORF de 800 pb. Essa ORF provavelmente codifica uma proteína BiP, que 

compartilha 96% de identidade da seqüência de aminoácidos com a proteína BiP 

GRP78 de P. cinnamomi (CAA53369). 

 Dentro do banco de dados CitEST/PP,  foram ainda encontradas 42 

ESTs no CitEST/PP, as quais foram agrupadas usando o programa CAP3 

(Huang & Madan, 1999) em 1 contig, contendo 39 ESTs, e 3 singlets. A 

seqüência consenso do contig contém uma ORF completa de 750 pb que, 

provavelmente codifica uma proteína do tipo 14-3-3 que compartilha 100% de 

identidade da seqüência de aminoácidos com a proteína 14-3-3 anteriromente 

chamada GP34 de P. infestans (AAN31465) (Torto et al., 2003). 
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 Outras seis ESTs do tipo Syntaxin 6 foram encontradas no banco de 

dados CitEST/PP, as quais foram agrupadas por clusterização usando o 

programa CAP3 (Huang & Madan, 1999) em 2 contigs, contendo 2 ESTs/cada e 

2 singlets. A seqüência consenso do contig 1 contém uma ORF completa de 682 

pb. Provavelmente a ORF codifica uma proteína Syntaxin6, que compartilha 

69% de identidade da seqüência de aminoácidos com a proteína Syntaxin 6 de P. 

infestans (AAM12665) (Dacks & Doolitle, 2002). 

 Cinco ESTs do tipo Ric1 foram encontradas no banco CitEST/PP, as 

quais foram agrupadas em 1 contig e 1 singlet usando o programa CAP3 (Huang 

& Madan, 1999). A seqüência consenso desse contig contém uma ORF completa 

de 253 pb, que provavelmente codifica uma proteína RIC1, que compartilha 

95% de identidade com a seqüência de aminoácidos com a proteína RIC1 de P. 

infestans (Q9Y068) (Van West et al., 1999). 

 

4.2 Estabelecimento das condições de cultivo in vitro e obtenção de fases do  
       ciclo de vida de Phytophthora nicotianae de citros 
 
4.2.1. Condições de cultivo para Phytophthora nicotianae 

 Em todos os ensaios, o isolado IAC095 de P. nicotianae de citros foi 

inoculado em frutos de laranja, visando à indução in planta de genes 

relacionados à patogenicidade e virulência.  As condições adequadas para o 

cultivo e separação de fases do ciclo de vida do patógeno no Laboratório de 

Sistemática e Ecologia de Fungos (UFLA/DFP) foram estabelecidas após a etapa 

purificação do isolado a partir dos frutos de laranja previamente inoculados. 

Ainda, em todos os ensaios e na obtenção de fases, o crescimento do patógeno 

foi monitorado por análises microscópicas, visando monitorar a pureza do 

inóculo e a presença das fases em estudo. 

As condições mais adequadas de cultivo do oomiceto Phytophthora 

nicotianae visando à separação de fases do seu ciclo de vida foram em meio de 
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cultura líquido distribuído em erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio 

de cultura, onde foram colocados 5 discos de meio de cultura contendo o 

patógeno. As condições foram as mesmas usadas na etapa de purificação (BOD 

com luz e temperatura (25º C) constantes). O uso de erlenmeyers propiciou um 

crescimento de um material puro e mais abundante. Anteriormente, foi testada a 

possibilidade do cultivo em meio de cultura sólido (cenoura-ágar) distribuído em 

placas de Petri para a separação fases, sem sucesso. O crescimento do micélio 

ocorreu por dentro do meio de cultura, e não em sua superfície, dificultando a 

remoção desse meio de cultura para a obtenção do material isento de resíduos. 

Além disso, em placas de Petri, o índice de contaminação foi alto e apresentou 

um baixo rendimento do material coletado. Esses problemas foram contornados 

com o cultivo em erlenmeyers. 

 

4.2.1 Hifa 

 Os discos de micélio contendo Phytophthora nicotianae cultivados em 

meio cenoura líquido dentro de erlenmeyers foram crescidos em BOD (25º C) 

com luz constante, permanecendo por aproximadamente 10 dias, tempo 

suficiente para o crescimento do micélio, sem que se iniciasse a produção de 

esporângios. 

 

4.2.2 Hifa com esporângios contendo zoósporos 

A produção de esporângios cheios de zoósporos ocorreu somente em 

crescimento micelial sob meio de cultura líquido após 25 dias de cultivo in vitro. 

Após 12 dias de cultivo, foi feito o monitoramento pela observação de amostras 

de micélio no microscópio, tentando a obtenção do maior número possível de 

esporângios, sem que fosse iniciada a liberação de zoósporos.  

No entanto, várias tentativas foram anteriormente realizadas para induzir 

a produção de esporângios, sem sucesso. O micélio foi submetido a três tipos de 
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estresse: o choque térmico, estresse salino e estresse nutricional. Para o choque 

térmico, o micélio foi submerso em água gelada (4º C) por intervalos de tempo 

que variaram de 30 min. a 2 horas. Após esses períodos de tempo, a água foi 

escorrida e o material retornou às condições iniciais de cultivo e de 

monitoramento. No estresse salino, o micélio foi submerso em solução de KNO3 

0,001M pH 6,0, conforme realizado por Santos et al. (2005). No estresse 

nutricional, foi feita a remoção total do meio de cultura após o crescimento do 

micélio. Além disso, foi feita também a redução da disponibilidade do meio de 

cultura, com monitoramento das amostras em cada uma dessas tentativas. Não 

foi observado o crescimento de esporângios sob nenhuma dessas condições de 

estresse. 

 

4.2.3 Hifa com esporângios vazios 

 Foi repetido, para essa fase, o mesmo procedimento realizado para a fase 

hifa com esporângios cheios. Por pressão de água, foi feita a tentativa de separar 

os esporângios da hifa, sem sucesso. Portanto, o trabalho foi direcionado no 

intuito de induzir a liberação dos zoósporos e armazenar o micélio contendo os 

esporângios vazios. Segundo Graham et al. (1998), os esporângios de P. 

nicotianae não são caducos, entrando em contradição com Colburn (2004). 

Excepcionalmente, em cultivos mais velhos (~25 dias), observaram-se alguns 

esporângios não conectados à hifa (Figura 4). Assim, é possível que existam 

condições adequadas para que se separe a hifa de esporângios em Phytophthora 

nicotianae de citros.   

 Para a liberação dos zoósporos, foi dado o choque térmico sobre o 

micélio com os esporângios cheios.  
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4.2.4 Zoósporos 

A água gelada usada para induzir a obtenção da hifa com esporângios 

vazios continha os zoósporos liberados com o choque térmico. Após a 

centrifugação da solução que continha os zoósporos, os tubos Falcon foram 

armazenados a -80º C, como para as demais fases.  

 

4.3 Expressão dos genes que codificam proteínas extracelulares em     
        Phytophthora nicotianae de citros 
 O controle endógeno foi testado em todas as condições e revelou que 

não houve diferença entre os valores de Ct. Valores estatisticamente 

significativos foram usados para determinar se cada gene, foi diferencialmente 

expresso nas diferentes fases do ciclo de vida de P. nicotianae. De acordo com o 

perfil de expressão relativa exibido por cada gene foi possível separá-los em três 

grupos. Os genes do tipo BiP, Transglutaminase, Car, Cbel e Ric1 compõem o 

maior grupo e o que apresenta também maior similaridade entre o padrão de 

expressão de cada gene. Genes do tipo 14-3-3 e Syntaxin 6 apresentam 

particularidades que os inseriram em um grupo distinto. O gene Megaspermina 

 
Figura 4 – Micélio de Phytophthora nicotianae de citros observado ao 
microscópio com alguns esporângios não conectados à hifa. Fonte: dados da 
pesquisa. 
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apresenta-se como componente único de um grupo, pois, além de outro gene não 

ter apresentado perfil similar, foi também o grupo com características qualitativa 

e quantitativamente mais divergentes dos demais grupos. 

 

4.3.1 Expressão dos genes BiP, Transglutaminase, Car, Cbel e Ric1 

Os genes BiP, Transglutaminase, Car, Cbel e Ric1 apresentaram um 

padrão de expressão bem similar, diferindo apenas no nível da expressão de cada 

fase entre os genes. A característica que reúne esses genes em um grupo consiste 

no fato de que eles apresentaram maior expressão nas fases de hifa (H) e 

esporângios vazios (HEv) (Figura 5).  
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Figura 5 - Expressão genes Bip, Transglutaminase, Car, Cbel, e Ric1 nas 4 fases do ciclo de 
vida de Phytophthora nicotianae: Zoósporo (Z), Hifa (H), Hifa com os Esporângios cheios 
(HEc) e Hifa com os Esporângios vazios (HEv). A expressão das fases foi analisada em 
relação à fase Zoósporos (Z). Fonte: dados da pesquisa. 
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A expressão relativa de genes Bip foi 11,236 vezes mais elevada em H 

do que em Z, e em HEv, 13,093 vezes mais, embora a diferença na expressão de 

Bip entre fases não tenha sido estatisticamente significativa. A expressão de Bip 

em HEc foi 1,073 vezes mais elevada que em Z, não representando também uma 

diferença estatística significativa (Tabela 2). 

BiP é uma proteína presente no retículo endoplasmático, onde exerce um 

importante papel na translocação de proteínas pela membrana do retículo e na 

manutenção da permeabilidade dessa membrana (Gülow et al., 2002; Haigh & 

Johnson, 2002). É uma proteína codificada por um gene constitutivamente 

expresso, mas que é induzido por algumas condições de estresse, como choque 

térmico, ausência ou limitação de nutrientes, especialmente glicose, e por outras 

condições que afetem o transporte de proteína e maturação (Stedman & Buck, 

1996). Quando uma quantidade de BiP suficiente está presente no retículo 

endoplasmático, a célula evita a transcrição desnecessária do gene Bip 

(Leborgne-Castel et al., 1999). Segundo Gülow et al. (2002), um mecanismo de 

controle transducional para a expressão de Bip poderia aumentar a eficiência da 

resposta do retículo endoplasmático ao estresse. 

BiP liga-se a proteínas incompletas, imaturas destinadas á secreção, 

proteínas envolvidas em rotas secretoras e previne também a formação de 

agregados de moléculas protéicas no interior do retículo endoplasmático. Em 

Pneumocystis carini, BiP é uma proteína responsável pelo transporte, maturação 

e secreção de proteínas (Stedman & Buck, 1996). BiP parece ter funções 

relacionadas às fases vegetativas do ciclo de vida de Phytophthora nicotianae, 

contribuindo com a secreção de outras proteínas extracelulares mais nas fases 

vegetativas do que propagativas.   

O gene Transglutaminase teve a expressão nas fases H e HEv de 46,033 

e 45,037 vezes respectivamente maior que a expressão na fase Z. Na fase HEc, a 

expressão foi de 2,039 vezes maior que na fase Z, inferindo-se que a expressão 
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difere estatisticamente entre as fases H e HEv, e Z e HEc (Tabela 2). Em P. 

infestans, essa proteína é expressa em todos os estádios do seu ciclo de vida, 

incluindo o processo de infecção na planta (Fabritius & Judelson, 2003). Neste 

trabalho, a expressão relativa mais elevada em H e HEv indica uma expressão 

diferencial no padrão entre as fases de desenvolvimento de P. nicotianae, 

podendo ter um papel maior nas fases vegetativas do que propagativas 

analisadas, ou seja, no crescimento e acúmulo de biomassa do patógeno.   

A expressão relativa do gene Car não diferiu estatisticamente entre as 

fases do ciclo de vida do patógeno. Os níveis de expressão nas fases H, HEc, e 

HEv foram de 47, 105; 23,28 e 53,933 vezes maiores do que a expressão na fase 

Z. A expressão de genes Car avaliada em P. infestans foi encontrada 

especificamente durante a germinação dos cistos e os estádios apressórios (Van 

West et al., 2003). Apesar de Görnhardt et al. (2000) atentarem para o fato de 

que seu período de expressão é curto, e que se encerra quando Phytophthora 

invade a primeira célula hospedeira, a expressão de genes Car parece estar 

associada também ao desenvolvimento do patógeno no tecido hospedeiro, até 

que a fase propagativa seja iniciada, e ao seu controle metabólico. 

As proteínas Car são homólogas às mucinas de mamíferos e estão 

localizadas na superfície da estruturas pré-infectivas. São proteínas hidrofílicas e 

de estrutura flexível, que possuem um sinal de secreção. Essas proteínas 

adesivas podem ser componentes importantes da mucosa que protege o cisto 

germinado da dessecação, dano físico ou efeitos adversos da resposta de defesa 

das plantas. Uma vez que a expressão relativa dos genes Car de P. nicotianae 

estudado nesse trabalho não revelou elevados níveis em zoósporos, sua possível 

função associada à adesão na superfície foliar talvez esteja mais diretamente 

relacionada ao cisto do que mesmo a zoósporos.   

A expressão de genes Cbel foi 31,131 vezes mais em H do que em Z, 

diferindo essa fase das demais. Similarmente, a expressão de genes Cbel em 
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HEc foi 10,6 vezes maior do que em Z, diferindo essa fase também das demais. 

Entretanto, a expressão de genes Cbel nas fases Z e HEc não foi estatisticamente 

diferente entre si, diferindo, porém, das demais fases (Tabela 2).  

CBEL é uma proteína de ligação à celulose, isolada de P. nicotianae. 

CBEL está presente na superfície de fungos durante a invasão da planta 

hospedeira, ligando-se à celulose da parede celular de plantas. Por isso, sugere-

se que CBEL seja uma glicoproteína que tem papel no ataque de fungos à 

superfície de células hospedeiras. Ela exerce uma função na sinalização, já que 

induz resposta de defesa em plantas de fumo, quando numa concentração de 150 

nM (Villalba Mateos et al., 1997). Uma função atribuída a CBEL é sua 

participação na morfogênese de agregados de hifa, o que pode explicar sua 

maior expressão nessa fase, e na deposição de parede celular em Phytophthora. 

Seu peptídeo sinal é funcional no direcionamento das proteínas para espaços 

extracelulares (Gaulin et al., 2006). 

A expressão do gene Ric1 foi significativamente maior nas fases H e 

HEv (67,258 e 52,282 vezes, respectivamente maiores em relação a Z) (Tabela 

2). A expressão dessas duas fases diferiram-se da expressão da fase HEc (18,941 

vezes maior que em Z) que, por sua vez, diferiu-se também da fase Z. Esses 

resultados são coincidentes com os resultados de Van West et al. (1999), que 

encontraram expressão de Ric1 em todos as fases do ciclo de vida de P. 

infestans, porém, com maior expressão de Ric1 no micélio do patógeno. Além 

disso, os autores afirmaram que RIC1 é uma proteína componente da membrana 

do patógeno, responsável pela manutenção da integridade dessa membrana, 

especialmente sob condições desfavoráveis. Os maiores níveis de expressão de 

Ric1 nas fases vegetativas de P. nicotianae podem ser explicados pelo grande 

acúmulo de biomassa observado nessa fase, já que é uma proteína relacionada á 

manutenção da integridade de membranas. 
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4.3.2 Expressão dos genes 14-3-3 e Syntaxin6 

 O perfil de expressão desses dois genes destaca-se por ter havido uma 

expressão maior na fase hifa (H) do que nas demais fases. Ao contrário do que 

aconteceu para o grupo anterior de genes (item 4.3.2.), o perfil de expressão na 

fase HEv não acompanhou os padrões alcançados na fase H (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Genes Fases BiP Transglut. Car Cbel Ric1 
Z            1 b           1 b             1 a            1 c    1 c 
H   11,236 a   46,033 a     47,105 a   31,131 a  67,258 a 

HEc     1,073 b     2,039 b       23,28 a       3,81 c  18,941 b 
HEv   13,093 a   45,037 a     53,933 a       10,6 b  52,282 a 

* Médias da mesma coluna não seguidas por mesma letra diferem pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
Os dados são médias de três repetições. 

Tabela 2 - Expressão média dos genes BiP, Transglutaminase, Car, Cbel e Ric1 
em 4 fases do ciclo de vida de P. nicotianae: Zoósporos (Z), Hifa (H), Hifa com 
os Esporângios cheios (HEc) e Hifa com os Esporângios vazios (HEv), pelo teste 
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. A expressão foi relativa à fase Zoósporos 
(Z). Fonte: dados da pesquisa. 

Figura 6 – Expressão dos genes 14-3-3 e Sintaxin6 nas 4 fases do ciclo de vida de 
Phytophthora nicotianae: Zoósporo (Z), Hifa (H), Hifa com os Esporângios cheios (HEc) 
e Hifa com os Esporângios vazios (HEv). A expressão das fases foi analisada em relação 
à fase Zoósporos (Z). Fonte: dados da pesquisa. 
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A expressão de genes do tipo 14-3-3 apresentou níveis estatisticamente 

iguais em todas as fases avaliadas. A expressão de 14-3-3 nas fases H, HEc e 

HEv foi de 4,646, 2,398 e 2,519, respectivamente maior do que em Z (Tabela 3).  

Segundo Sehnke et al. (2002), mudanças no estado de ativação de 

proteínas induzidas por fosforilação necessitam de associação com a proteína 

14-3-3, o que contribui na transição para a mudança da atividade protéica, 

completando uma etapa importante em cascatas de transdução de sinais. A 

proteína 14-3-3 é, portanto, uma proteína regulatória que se liga fisicamente a 

proteínas fosforiladas ou não, influenciando na transição da mudança para o 

estado ativo da proteína fosforilada, completando as vias de transdução de 

sinais. 

Proteínas que interagem com isoformas de 14-3-3 estão envolvidas na 

regulação do ciclo celular, atuando no tráfico intracelular, secreção, transdução 

de sinais, estrutura do citoesqueleto e transcrição (Aitken et al., 2002). Dentre as 

proteínas às quais 14-3-3 se liga, estão a quinases, fosfatases e outras proteínas 

de sinalização. 

Em vários organismos, as 14-3-3 tem um papel pivotal no crescimento e 

desenvolvimento das células, incluindo, por exemplo, Saccharomices cerevisae 

e Drosophila melanogaster. Em Saccharomices cerevisae, essas proteínas são 

essenciais para a cascata de sinalização durante a diferenciação pseudohifa 

(Roberts et al., 1997). É possível que essa proteína 14-3-3 exerça um importante 

papel no crescimento de P. nicotianae. O pico de expressão na fase de hifa 

sugere uma atuação na cascata de fosforilação, podendo estar contribuindo tanto 

para a transdução de sinais como para a secreção de proteínas efetoras nesse 

patógeno. 

Já o gene Syntaxin6, a expressão na fase H foi 75,3 vezes maior que em 

Z, e na fase HEv, ele se expressou apenas 4,05 vezes mais que em Z. Em HEc, a 
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expressão foi 8,894 vezes maior que em Z, e em HEv, esse valor foi de 4,058. 

No entanto, apenas a fase H diferiu-se estatisticamente das demais (Tabela 3). 

 As sintaxinas são proteínas-membros da superfamília de proteínas 

SNARE (soluble NSF attachment receptors), presentes em eucariotos e que 

desempenham uma relevante função no tráfico através da membrana. As 

sintaxinas podem representar uma valiosa ferramenta como marcador para 

estudos de sistemas de endomembranas de microorganismos causadores de 

doenças em animais e plantas (Teng et al., 2001). Elas desempenham funções na 

neurotransmissão, transporte de vesículas, fusão de membranas e na 

reconstrução de compartimentos internos da membrana, em organismos como 

mamíferos, leveduras, protistas e algas (Dacks & Doolitle, 2002). Teng et al. 

(2001), estudando sintaxinas de mamíferos, encontraram moléculas de 

sintaxina6 em alguns compartimentos do complexo de Golgi, exercendo a 

função de se fundirem a grânulos de secreção que ainda estejam imaturos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes Fases 14-3-3 Syntaxin6 
Z       1 a           1  b 
H 4,646 a 75,303 a 

HEc 2,398 a    8,894  b 
HEv 2,519 a    4,058  b 

Tabela 3 - Expressão média dos genes 14-3-3 e Syntaxin6 em 4 fases do ciclo 
de vida de P. nicotianae: Zoósporos (Z), Hifa (H), Hifa com os Esporângios 
cheios (HEc) e Hifa com os Esporângios vazios (HEv), pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. A expressão é relativa à fase Zoósporos (Z). 
Fonte: dados da pesquisa. 

* Médias da mesma coluna não seguidas por mesma letra diferem pelo teste Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. Os dados são médias de três repetições 
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4.2.3 Expressão do gene Megaspermina 

O gene Megaspermina apresentou um padrão de expressão mais 

diferenciado dos demais. Sua expressão foi maior na fase Z do que nas outras 

fases (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os níveis de expressão do gene megaspermina para as fases H, HEc e 

HEv, em relação à fase Z, foram respectivamente de 0,48, 0,58 e 0,32, não 

diferindo estatisticamente entre si (Tabela 4). A proteína megaspermina é uma 

elicitina isolada de Phytophthora megasperma, que possui um peptídeo sinal de 

20 aminoácidos. Essa proteína, pela sua função, provavelmente causa necrose 

nas plantas de citros como resposta de defesa. No entanto, nas condições 

testadas neste trabalho, megaspermina não foi expressa em nenhuma das fases 

vegetativas e propagativas do ciclo de vida de P. nicotianae. 

 

 

 

Figura 7 - Expressão do gene Megaspermina nas 4 fases do ciclo de vida de 
Phytophthora nicotianae: Zoósporo (Z), Hifa (H), Hifa com os Esporângios 
cheios (HEc) e Hifa com os Esporângios vazios (HEv). A expressão das fases 
foi analisada em relação à fase Zoósporos (Z). Fonte: dados da pesquisa. 
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Tabela 4 - Expressão média do gene Megaspermina em 4 fases do ciclo de 
vida de P. nicotianae: Zoósporos (Z), Hifa (H), Hifa com os Esporângios 
cheios (HEc) e Hifa com os Esporângios vazios (HEv), pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. A expressão é relativa à fase Zoósporos (Z). 
Fonte: dados da pesquisa. 

Gene Fases                              Megaspermina 
Z           1 a 
H    0,482 a 

HEc    0,584 a 
HEv    0,325 a 

* Médias da mesma coluna não seguidas por mesma letra diferem pelo teste Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. Os dados são médias de três repetições.  
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5 CONCLUSÕES 
 

 
 

- A condição adequada para o cultivo de P. nicotianae de citros in vitro, visando 

à separação de fases do seu ciclo de vida, é em meio de cenoura líquido 

distribuído em erlenmeyers, a 25º C sob luz constante; 

 

- A condição adequada para induzir a produção de esporângios de P. nicotianae 

in vitro é o cultivo ininterrupto do patógeno em meio cenoura líquido em 

erlenmeyers, a 25º C sob luz constante, por 25 dias; 

 

- Esporângios de P. nicotianae não são caducos como descritos na literatura, e é 

possível que existam condições adequadas in vitro para separá-los da hifa; 

 

- O perfil de expressão dos genes BiP, Transglutaminase, Car, Cbel e Ric1 é 

similar, com maior expressão nas fases de hifa e hifa com esporângios vazios, 

entre as fases do ciclo de vida de P. nicotianae de citros estudadas; 

 

- Genes do tipo Megaspermina são mais expressos em zoósporos do que em 

hifa, esporângios cheios e vazios; 

 

- Genes do tipo 14-3-3 e Sintaxina são mais expressos em hifa do que nas outras 

fases estudadas. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

Pelos resultados alcançados nesta tese, pôde-se determinar que genes que 

codificam proteínas extracelulares de P. nicotianae são relativamente expressos 

na fase propagativa assexual hifa e hifa com esporângios vazios e na fase 

reprodutiva zoósporos Para proteínas do tipo Car, CBEL, Transglutaminase, 

Megaspermina e Ric1 de Phytophthora nicotianae aqui estudados, devem ser 

testados quanto a essa resposta em plantas de citros. Por outro lado, genes do 

tipo BiP, 14-3-3 e Sintaxina devem participar dos processos de secreção dessas 

proteínas, contribuindo com a secreção de proteínas efetoras e indiretamente 

com o processo de infecção da planta por Phytophthora nicotianae. Este 

trabalho é parte substancial de um projeto maior que visa à exploração do banco 

de dados CitEST/PP por ESTs de P. nicotianae de citros que codificam 

proteínas extracelulares. Isso porque proteínas que são secretadas em diferentes 

fases do ciclo de vida do patógeno tanto podem participar do processo de 

patogenicidade e aumentar sintomas de doença em plantas suscetíveis quanto 

podem ser reconhecidas pela planta (molécula PAMP ou AVR) levando à 

indução de respostas de defesa em plantas resistentes.  

Os avanços em diversas áreas da biotecnologia, especialmente 

engenharia genética e genômica funcional, têm proporcionado o estabelecimento 

de inúmeros processos visando à melhoria das características agronômicas de 

culturas de interesse econômico e à geração de moléculas que serão moldes para 

a criação de produtos comerciais indutores de resistência de plantas a pragas 

agrícolas e doenças, que sejam saudáveis para o homem e para o meio ambiente.  

Portanto, o estudo dessas moléculas protéicas pode contribuir para a 

futura obtenção de indutores comerciais de resistência de plantas de citros. Para 

isso, será necessária ainda a realização de ensaios para selecionar as proteínas 
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que, em contato com a célula hospedeira, irão desencadear uma resposta de 

defesa por parte da planta. Uma estratégia importante a ser empregada nesse 

processo é a agroinfiltração de moléculas efetoras de P. nicotianae candidatas, 

identificadas no banco de dados CitEST/PP, em plantas de citros.  
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