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Resumo

O nematode da madeira do pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, € um
agente patogénico que causa graves danos a varias espécies de coniferas (em Portugal,
pinheiro-bravo), tendo um grande impacto na indUstria madeireira e nos ecossistemas
florestais. Estudos anteriores do transcriptoma do NMP permitiram identificar genes que
estdo significativamente expressos durante a infecdo do hospedeiro, entre os quais
estdo genes que codificam proteinas com dominio de taumatina. O objetivo principal
deste estudo foi a caracterizagdo molecular deste grupo de genes e compreender de
que forma poderdo participar no parasitismo do NMP. Para atingir os objetivos
especificos, foram realizadas varias técnicas de biologia molecular tais como o PCR
convencional, RT-PCR e 0 SQ-RTPCR, clonagem, eletroforese em gel e sequenciacdo
direta. O estudo funcional dos genes candidatos foi realizado através dos ensaios de
stress oxidativo e hibridacé&o in situ. A amplificacdo dos genes a partir de gDNA validou
trés genes no genoma do NMP — BXY0122100, BXY0431000 e BXY431400. Os genes
codificam trés proteinas com dominio funcional pertencente a familia das taumatinas
(IPR037176). A clonagem e sequenciagdo do gene candidato mais interessante -
BXY0122100 - confirmou a sequéncia predita. A localizacao destes genes no corpo do
NMP mostra que BXY0431400 apresentou, possivel, expressdo no intestino. O NMP
sobrevive apés 24h de exposicdo ao agente oxidante H.O, (a 15mM e a 30mM),
havendo alteracdo da expresséo dos trés genes comparativamente ao controlo. Com
este trabalho, concluiu-se que algumas taumatinas sédo expressas em diferentes tecidos
do NMP o que poderé indicar diferentes fungfes. No geral, as taumatinas podem estar
relacionadas com a metabolizagdo de compostos de stress oxidativo e estar envolvidos

na interacdo com a planta hospedeira.

Palavras-chave

Bursaphelenchus xylophilus, doenca da madeira do pinheiro, genes de parasitismo,

taumatina, stress oxidativo, hibridag&o in situ.
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Abstract

The pinewood nematode (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, is the pathogen
that causes serious damage to several species of conifers (in Portugal, maritime pine),
having a major impact on the wood industry and forest ecosystems. Previous studies of
the NMP transcriptome have identified genes that are significantly expressed during host
infection, among which are genes encoding proteins with a thaumatin domain. The main
objective of this study was the molecular characterization of these group of genes and
understand how they can participate in the parasitism of NMP. To achieve the specific
objectives, several molecular biology techniques were performed such as conventional
PCR, RT-PCR and SQ-RTPCR, cloning, gel electrophoresis and direct sequencing. The
functional study of the candidate genes was carried out through the oxidative stress and
in situ hybridization tests. Gene amplification from gDNA validated three genes in the
NMP genome — BXY0122100, BXY0431000 and BXY431400. The genes encode three
proteins with functional domain belonging to the thaumatin family (IPR037176). The
cloning and sequencing of the most interesting candidate gene - BXY0122100 -
confirmed the predicted sequence. The location of these genes in the NMP body shows
that BXY0431400 is possibly, expressed in the intestine. NMP survives after 24 hours of
exposure to the oxidative agent H,O; (at 15mM and 30mM), and all three genes have a
change in their expression compared to the control. With this study, we concluded that
some thaumatins are expressed in different tissues of the NMP which may indicate
different functions. In general, thaumatin may be related to the metabolization of

oxidative stress compounds and may be involved in the interaction with the host plant.

Keywords

Bursaphelenchus xylophilus, pine wilt disease, parasitism genes, thaumatin, oxidative

stress, in situ hybridization.

Xi

Carolina Mendes Freitas



Caracterizacdo molecular de genes de parasitismo do nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus

xylophilus, em interacdo com o hospedeiro

1. Fundamento Teodrico

1.1 Neméatodes fitoparasitas

Os nematodes pertencem ao Phylum Nematoda e caracterizam-se pela forma
do corpo vermiforme, ndo-segmentado e alongado estando totalmente revestido por
uma cuticula resistente. Os nematodes estdo dispersos por todo o0 mundo, ocupando
variados nichos ecoldgicos desde o ambiente marinho aos solos e podem adaptar-se
as mais diferentes condi¢cBes ambientais e de stress. Representam 4 em cada 5 animais
estando descritas, até ao presente, mais de 25000 espécies (Perry & Moens, 2011,
Blaxter & Koutsovoulos, 2015). A maioria dos nematodes sao de vida livre, como o
modelo cientifico Caenorhabditis elegans, e outras espécies, que podem ser usadas
como bioindicadores em monitorizagdo ambiental (wormbook.org; Corsi et al., 2015).
Contudo, muitos nematodes evoluiram para se tornarem parasitas de animais e plantas
(florestais e agricolas) com interesse econémico (Perry & Moens, 2011; Blaxter &

Koutsovoulos, 2015).

1.2 Bursaphelenchus xylophilus como agente causal da doenca da
murchidao do pinheiro

O nematode da madeira do pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus (Steiner
& Buhrer, 1934, Nickle, 1970) (Figura 1), pertence ao género Bursaphelenchus (Fuchs,
1937), cuja presenca esta associada a diferentes espécies de coniferas. O NMP é um
nematode endoparasita migratério e é o responsavel pela doenca da murchiddo do
pinheiro (DMP) (Figura 2), que afeta algumas espécies do género Pinus. O NMP é
originario da América do Norte onde as espécies de coniferas endémicas tém tolerancia
ou resisténcia ao nematode. No inicio do século XX, o neméatode foi introduzido no
continente Asiético (Jap&do) onde causou graves danos nas florestas de coniferas. Nas
décadas seguintes, dispersou-se para outros paises como China, Coreia e Taiwan, o
gue contribuiu para o impacto negativo nas florestas asiaticas e economia madeireira
(Vicente et al., 2012). No ano de 1999, o NMP foi pela primeira vez detetado na Europa,
na Peninsula de Setubal, em Portugal (Mota et al., 1999). Na década seguinte, o NMP
dispersou pelo centro do territério continental, Ilha da Madeira (Fonseca et al., 2012), e
em Espanha (Robertson et al., 2011). O NMP esta classificado no Top 10 de neméatodes
fitoparasitas com maior impacto econdémico e ecoldgico, sendo uma das maiores
ameacas para as florestas de coniferas mundiais (Vicente et al., 2012; Jones et al.,

2013). Na Europa, as florestas cobrem 44% do territorio e muitas das espécies de

12
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coniferas sdo suscetiveis ao NMP (como por exemplo o pinheiro silvestre, Pinus
sylvestris). Nas regides afetadas as arvores podem morrer dentro de um ano e os danos
causados séo extensos. O impacto negativo nos ecossistemas florestais (as regides
afetadas levam décadas para recuperar) e na industria madeireira e fileira do pinho é
extenso e levam a perdas avultadas (Vicente et al., 2012).

Figura 1 - O neméatode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus. A esquerda, o macho; a direita,
a fémea. (Cortesia: Jon Eisenback, Virginia Tech, EUA).

Na Europa, o NMP é considerado organismo de quarentena A2 e
consequentemente, ha restricbes e sangbes econdmicas para a circulagdo de produtos
provenientes de areas afetadas (Vicente et al., 2012; Sousa, et al., 2015; EPPO, 2018).
Em Portugal, o pinheiro-bravo (Pinus pinaster) é importante na atividade econémica da
industria madeireira, na medida em que ocupa mais de um milhdo de hectares das
florestas nacionais, sendo alvo de varios estudos direcionados para o seu melhoramento
genético. Existem outras espécies suscetiveis a infecdo, como P. nigra (Inacio et al.,
2015). Contudo, o P. pinaster € a espécie mais afetada devido a sua grande abundéancia
(Santos &Vasconcelos, 2011). Em 2018, as exportacdes de madeira e afins foram de
4,5 mil milhdes de euros, o que demonstra o seu elevado reconhecimento e notoriedade
internacional (Marques, 2019).
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Figura 2 - Doenca da murchiddo do pinheiro causada pelo nematode da madeira do pinheiro,
Bursaphelenchus xylophilus. Na imagem podem ver-se pinheiros (Pinus pinaster, pinheiro-bravo) com
sintomatologia grave (murchiddo, com agulhas acastanhadas) e também arvores assintomaticas (com
agulhas verdes). (Cortesia de Professor Manuel Mota; local: Autoestrada A6, Portugal).

1.2.1 Biologia — ciclo de vida do Bursaphelenchus xylophilus

A DMP é o resultado da interacdo entre trés fatores: o nematode parasita, o
inseto-vetor e a arvore hospedeira (Figura 3). De forma a controlar esta doenca e travar
a sua propagacgdo, tem-se feito muitos esforcos estudando o NMP para melhor

compreender o seu ciclo de vida e parasitismo.

2 7
Arvore f
5 ’~
saudavel // 7
Ovos

Transmissao
Primaria

Transmissao
Secundaria

J 0)
’ \ 'P;/ i

Arvore em
declinio /
J;

Figura 3 - Ciclo de vida de Bursaphelenchus xylophilus associado ao ciclo de vida de Monochamus
galloprovincialis. (Adaptado de Vicente et al., 2021)

Este nematode tem duas caracteristicas Unicas dentro dos nematodes
fitoparasitas: é transportado pelo cerambicideo Monochamus galloprovincialis de um
hospedeiro para outro; e tem capacidade de alternar entre duas formas de alimentacao
- fit6fago e micéfago (Mota et al., 1999; Vicente et al., 2012; Futai, 2013). O nematode

14

Carolina Mendes Freitas



Caracterizacdo molecular de genes de parasitismo do nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus

xylophilus, em interacdo com o hospedeiro

entra no hospedeiro saudavel pelas feridas causadas pelo inseto-vetor e alimenta-se
das células do parénquima dos canais de resina, no cortex e no xilema (fase parasitica).
Como consequéncia da alimentacdo e movimentacdo, provoca a reducéao no fluxo de
agua e cessacdo do fluxo de resina, causando embolismos no sistema vascular da
planta. A &rvore liberta compostos polifendlicos, terpendides, espécies reativas de
oxigénio e peroéxidos lipidicos durante as fases iniciais da infe¢do como parte de uma
forte resposta de defesa. Nos estados mais avangcados da doenga, 0 nematode tem a
capacidade de se tornar micéfago, alimentando-se de fungos endofiticos das arvores
em declinio (fase micéfaga). Com o grande aumento da populacdo de nematodes, o
transporte de agua através da arvore fica comprometido, e os sintomas exteriores sao
a vermelhiddo e murchiddo das agulhas como resultado do colapso da fotossintese
terminando num declinio rapido geral (dentro de um ano) (Vicente et al., 2012). Apo6s
esta fase o nematode entra numa fase de sobrevivéncia, - a larva de Dauer — que é
atraida para as camaras pupais dos insetos. Quando os insetos adultos emergem das
arvores levam os nematodes no interior do seu corpo, transportando-os assim para

novas arvores saudaveis (Moens & Perry, 2009; Jones et al., 2008; Vicente et al., 2012).

1.3 A interacdo nematode da madeira do pinheiro com o hospedeiro

As interacdes entre a planta e nematode sdo mediadas por proteinas de
parasitismo, que modificam o hospedeiro para o beneficio do parasita. Muitas destas
proteinas poderdo ser produzidas em tecidos secretores dos nematodes, como as
glandulas esofagicas, e secretadas dentro da planta hospedeira através do estilete
(Figura 4). O estudo das proteinas de parasitismo foi revolucionado pelo aparecimento
da Sequenciagcdo de Nova Geracdo (NGS), que permitiu sequenciar genomas e
transcriptomas completos dos parasitas e hospedeiros. Muitas destas proteinas de
parasitismo foram identificadas como altamente expressas durante a infecdo. Séo
exemplo, proteinas que sdo capazes de degradar a parede celular da planta, suprimir
defesas e manipular as vias de sinalizacao do hospedeiro. O estilete (Figura 4), estrutura
semelhante a uma agulha, tem também um papel mecéanico importante porque permite
perfurar a parede celular vegetal (rigida) durante a migracdo no tecido vegetal. No
entanto, o estilete também é usado para se alimentar e entregar as proteinas sendo
estas consideradas como adaptagdes evolutivas facilitando o parasitismo (Davis et al.,
2004; Haegeman et al., 2012).
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Figura 4 - Interacdo molecular entre 0 neméatode e a planta hospedeira. Representacdo das diferentes
proteinas envolvidas no parasitismo e a sua possivel localizagdo nas células do hospedeiro. As proteinas
de parasitismo sdo produzidas nas glandulas esofégicas e secretadas nas células vegetais, pelo estilete
(indicado como “stylet”). Diferentes tipos de proteinas de parasitismo estéo ilustrados na imagem: enzimas
gue degradam a parede celular (CW), proteinas modificadoras de ciclo celular (NLS), enzimas que
degradam proteinas do hospedeiro, como as proteases (UBQ); proteinas que mimetizam homélogos nas
plantas (CLE). (Adaptado de Davis et al., 2004)

1.3.1 Interagao entre NMP e pinheiro-bravo

Os mecanismos de parasitismo subjacentes a interagédo entre B. xylophilus e o seu
hospedeiro permanecem ainda por esclarecer. Do lado da planta hospedeira, a medida
gue ocorre a migracdo do NMP nos tecidos, a resposta hipersensitiva é ativada, que
resulta na libertacdo de compostos fendlicos, sintese de toxinas e fitoalexinas e
producdo de oleoresina e substancias toxicas (Santos & Vasconcelos, 2011). Estudos
recentes (Baldo et al.,, 2010) demonstram que estes mecanismos de defesa contra
agentes patogénicos ocorrem nas primeiras horas apoés infecédo (Santos & Vasconcelos,
2011). O sistema vascular pode ficar bloqueado pela resina secundaria originada das
células de parénquima danificadas por nematodes e, também, a cativacdo causada
como resultado do aumento da producao de compostos de defesa volateis (Jones et al.,
2008; Faria et al., 2015). Em estudos anteriores, com recurso a sequenciacdo de RNA
(RNAseq) (transcriptoma do nematode), foram identificados os genes diferencialmente
expressos quando o NMP infeta a planta (fase parasitica) comparativamente ao controlo
(fase pré-parasitica) (Espada et al., 2016a; Tsai et al., 2016). Posteriormente, foi
também sequenciado um tecido especializado no parasitismo - as glandulas esofagicas-
e identificados um novo conjunto de genes potencialmente envolvidos no parasitismo

(Espada et al., 2018). Durante a interagdo com o seu hospedeiro, 0 NMP possui
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diferentes tipos de proteinas que sao expressas nas glandulas esofagicas e que,
consequentemente, sdo secretadas diretamente nas células da planta hospedeira que
estdo relacionadas com o parasitismo. A presenca do sinal peptidico (SP) e auséncia
de dominio transmembranar foram dois dos fatores de sele¢cdo para os potenciais
candidatos ao parasitismo (para além da expressao diferencial durante a infe¢do). S&o
exemplos, as proteinas que degradam a parede celular (por exemplo, beta 1,4-
endoglucanases, GH45) e proteinas de digestdo (peptidases, lisozimas) (Jones et al.,
2008; Espada et al.,, 2016a). Muitas outras proteinas caracterizadas poderdo ter a
funcdo de defesa do NMP contra as defesas do hospedeiro como por exemplo, as
enzimas de destoxificagdo como a glutationa S-transferase (Espada et al., 2016b) que
ajuda o NMP a degradar compostos terpendides produzidos pela planta, as
peroxiredoxinas (Li et al., 2016) e as catalases (Vicente et al., 2015) que serdo capazes
de degradar o sistema de stress oxidativo (ROS). No estudo das glandulas esofagicas
(Figura 5), foram identificadas outras proteinas com sinal peptidico e com grande
abundancia nestes tecidos: 0 caso das taumatinas, das toxinas (venon-allergen) entre
outras (Espada et al., 2018). A analise dos dados de NGS revelou também novas
proteinas que poderdo estar envolvidas no parasitismo, mas o seu dominio funcional
ndo tem qualquer similaridade com outros descritos nas bases de dados publicas, até
ao presente. S&o uma oportunidade para identificar e caracterizar novos genes de

parasitismo.

Figura 5- Posi¢des das células das glandulas esofagicas no NMP (adulto). DG, glandula dorsal (assinalado
a cor-de-laranja); M, bolbo médio; S, estilete; SVG, glandulas subventrais (assinaladas a branco). A DG tem
um tamanho significativamente superior comparativamente as duas SVG. Barra de escala, 20 pm.
(Adaptado de Espada et al., 2016a)
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2. Problema e Objetivos

2.1. Problema

Existem vérios paises que fazem crescer a sua economia através da industria
madeireira, como é o caso de Portugal. A Fileira Florestal Nacional (FFN) € composta
por varias empresas cujo trabalho é a exportacdo de madeiras e afins. A FFN reflete
uma grande importancia em termos econdémicos, contribuindo significativamente para o
Produto Interno Bruto (PIB) (Marques, 2019), com a exportacdo de madeira, cortica,
papel, pasta e produtos resinosos, sendo gue esta madeira € de enorme qualidade para
gue possa ser exportada para paises como Espanha, Reino Unido e Franca. Em 2018,
as exportacoes totais desta fileira foram de 4,5 mil milhdes de euros, 0 que demonstra
o0 seu elevado reconhecimento e notoriedade internacional (Cardoso & Quelhas, 2014).

Para que esta madeira seja exportada tem de ter uma qualidade de exceléncia,
ou seja, ndo pode conter nematodes fitoparasitas, que comprometem a qualidade da
mesma. Caso a madeira exportada esteja contaminada com o NMP, corre o risco de
contaminar arvores potencialmente suscetiveis noutros paises, causando a dispersao
de um agente patogénico de quarentena (EPPO, 2018) e Portugal incorre em embargos
ou sanc¢les nas exportacdes. Por este motivo, toda a madeira exportada tem um selo
de selecdo que comprova a sua qualidade. Esta doenca tem um impacto negativo na
economia portuguesa e, por isso, Sao necessarios mais estudos sobre o mecanismo de
parasitismo que poderdo levar a novas solucbdes para o seu controlo (Cardoso &
Quelhas, 2014).

O objetivo deste estudo visa caracterizar alguns genes do NMP e qual a sua
fung&o no parasitismo. Se compreendemos como o NMP interage molecularmente com
0 seu hospedeiro poderemos encontrar novas solu¢des para travar a DMP e a sua

propagacéao.

2.2. Objetivos gerais
Este estudo teve como objetivo caracterizar as proteinas do NMP que codificam

o dominio funcional da taumatina e compreender a sua resposta ao stress oxidativo.
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2.3. Objetivos especificos

Conhecer e compreender:

A importancia econémica da madeira do pinheiro;
A importancia ecoldgica e econdémica do controlo de fitoparasitas;

Protocolos experimentais para amplificar e analisar os genes do NMP, a patrtir
de diferentes acidos nucleicos;

Protocolo experimental in vitro para testar as respostas do NMP ao stress
oxidativo;

Protocolo experimental in situ para processo de hibridacdo de sondas nos
tecidos do NMP;

Funcéo dos genes candidatos do NMP no contexto do parasitismo.

Dar valor:

A fundamentos sobre os diversos métodos na execucao de procedimentos;
Aos cuidados de manuseamento e seguranca dos reagentes, equipamentos e
materiais utilizados;

Regras de seguranca relativos aos reagentes e ao manuseamento dos
eguipamentos.

Aplicar:

Técnicas de biologia molecular e métodos para estudar genes de parasitismo;
Conhecimentos previamente adquiridos sobre manuseamento do material, das
regras de seguranca, realizacdo dos protocolos experimentais e
tratamento/andlise de dados e discusséo de resultados;

Software adequados a analise preditiva de genes e proteinas.
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3.Metodologia

3.1 Estratégia

Local de realizac&o: Laboratério de Nematologia (P6lo da Mitra), Universidade de Evora.

Apoio Financeiro: Verbas préprias do Laboratorio de Nematologia

Duracgéo: 1 semestre letivo

Modelo Bioldgico: Nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus,
isolado BxPt38MC. O isolado é inoculado em fungo Botrytis cinerea (ndo-esporulado)
previamente crescido em sementes de cevada, onde se multiplica durante 10 dias a
25°C. O isolado é mantido em cultura no Laboratério de Nematologia, Pélo da Mitra,

Universidade de Evora.

Ensaios:
e Clonagem, transformacéo e sequenciagéo de Sanger (sequenciacao direta)
e Hibridacao in situ
e Stress Oxidativo
e SQ-RTPCR

Parametros analisados:

e Amplificagdo dos genes em estudo no DNA genomico (QDNA)

e Amplificagdo dos transcritos dos genes no DNA complementar (cCDNA)

¢ Tamanho do fragmento obtidos e andlise das suas sequéncias

e Hibridacao das sondas nos tecidos dos nematodes

e Quantificacdo da concentragéo dos acidos nucleicos (DNA, RNA)

¢ Reacao ao peréxido de hidrogénio

¢ Analise qualitativa da expressédo dos transcritos dos genes

e Crescimento bacteriano em placa com antibiotico de selegéo

e Observagdo microscépio da localizacdo dos transcritos em estudo nos tecidos
dos neméatodes

e Predicdo dos dominios funcional de proteinas e a sua caracterizagéo

e Analises de sequéncias

Técnica utilizadas:

o Extracdo de DNA gendmico
o Extracdo de RNA total
20

Carolina Mendes Freitas



Caracterizacdo molecular de genes de parasitismo do nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus

xylophilus, em interacdo com o hospedeiro

e Sintese da cadeia simples de cDNA

e Quantificacdo de &cidos nucleicos com fluorometro

e Amplificagéo de fragmento por PCR

o Amplificacdo de fragmento por PCR com transcriptase reversa (RT-PCR)

o Eletroforese horizontal em gel de agarose

¢ Clonagem de gene em vetor de clonagem com Topoisomerase e transformacéo
em células competentes

e Extracdo de DNA plasmidico (pDNA) de células bacterianas (Mini-prep)

¢ Quantificacdo relativa da expressdo dos genes por RT-PCR semi-quantitativo
(SQ-RTPCR)

e Sintese de sondas com incorporacéo de digoxigenina (DIG)

e Reacao de hibridagao in situ das sondas de DIG nos neméatodes fixados

e Preparacdo e concentragdo de nematodes

¢ Andlise preditiva com recurso a softwares disponiveis em sitios da internet.
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3.2 Procedimento experimental

3.2.1 Extracao de DNA gendmico de Bursaphelenchus xylophilus

De uma suspensao de nematodes, pipetou-se 400uL para dois microtubos de
1,5mL. Os microtubos foram centrifugados a 10000rpm durante 5min com o objetivo de
concentrar os nematodes e eliminar a agua da suspensdao. O sobrenadante foi
dispensado e o pellet lavado com H2O destilada autoclavada, repetindo uma vez mais o
passo da centrifugacdo durante mais 3min. O sobrenadante foi de novo removido. A
extracdo de DNA gendmico (gDNA) do B. xylophilus foi efetuada com o kit Purelink
Genomic DNA. Ao pellet de nematodes, adicionou-se 180uL de tamp&o de digestéol/lise
(reagente do Kit) e macerou-se manualmente com ajuda de um micropestle (para tubos
de 1,5mL). Adicionou-se 2uL de Proteinase K. A macera¢cdo manual juntamente com a
lise quimica permite quebrar a cuticula e os tecidos dos neméatodes, facilitando a
obtencdo do DNA. Os microtubos foram colocados no termobloco (banho seco) durante
30 minutos a 55°C, com agitag&o. A partir daqui seguiram-se as instrugdes do fabricante.
O gDNA do nematode foi quantificado com o fluorémetro Qubit™ 4 seguindo as
especificagcbes do equipamento. Inicialmente preparou-se amostras standard para
calibracdo do equipamento, juntando 10uL das concentragfes Ong/uL e 100 ng/pL a
190uL do reagente de trabalho. Para as amostras de DNA extraidas, adicionou-se 1L
de DNA a 199pL do reagente, perfazendo um volume total de 200uL. As amostras foram
homogeneizadas por voértex, incubadas durante 2 minutos, e quantificadas no

fluorémetro.

3.2.2 Andlise preditiva dos genes candidatos de Bursaphelenchus xylophilus

Neste estudo foram caracterizados quatro genes candidatos de B. xylophilus:
BXY0122000, BXY0122100, BXY0431000 e BXY0431400. Estes genes foram
identificados no transcriptoma das glandulas esofagicas de B. xylophilus (Anexo 1)
(Espada et al., 2018). As sequéncias estdo disponiveis na versao anotada do genoma
de B. xylophilus (Bio Project PRJEA64437) no software InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/ ; Blum et al., 2020).

3.2.2.1 Validagéo dos genes candidatos por PCR

A amplificacdo dos genes foi realizada pela técnica de PCR (Polymerase chain
reaction) e os genes amplificados a partir do gDNA do NMP com os oligonucleétidos
(primers) especificos para cada gene, descritos na Tabela 1. Os transcritos foram

validados a partir do cDNA do NMP. As solugcbes de trabalho dos primers foram
22

Carolina Mendes Freitas


https://www.ebi.ac.uk/interpro/

Caracterizacdo molecular de genes de parasitismo do nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus

xylophilus, em interacdo com o hospedeiro

preparadas a partir das solucdes stock (com concentracdo de 100mM) e as sequéncias
estdo indicadas na Tabela 1. O programa de reacdo de PCR foi realizado de acordo
com as condigBes da Taq DNA polimerase - NZY Taq Il e € o seguinte: 6,25uL de
NZYTaqg Il 2x green master mix, 1,25mM de cada primer forward e reverse; 38ng de
DNA gendmico. A temperatura de annealing especifica para cada gene foi calculada de
acordo com a temperatura de melting do par de primers (tabela 1). As reacdes de
amplificacdo por PCR foram realizadas no termociclador, que automatiza o processo de
amplificacdo de uma sequéncia especifica de DNA a partir de uma pequena amostra,
sendo rapido e simples. Em detalhe, o programa de reacdo de PCR utilizada consistiu
em ciclos de temperaturas, iniciando pela desnaturacéo inicial das cadeias de DNA a
95°C durante 3min, seguindo-se 30 ciclos de amplificacdo do DNA. Durante os ciclos,
ocorre a desnaturagdo do DNA (95°C), hibridag&o (annealing) dos primers (para cada
gene, esta indicado na tabela 1) e extenséo (72°C), cada uma com uma duragéo de 30s.
Por fim, ocorre a extensao final de 5 minutos a 72°C, temperatura especifica da Taq
DNA polimerase utilizada (NZYTagq Il green, NZYTech).

Tabela 3 - Lista dos primers utilizados em todo o procedimento experimental. F- forward; R- reverse. Os
genes full length correspondem ao ORF, ou seja, corresponde a todo o transcrito codificante.

Tamanho

Identificacdo dos Temperaturade  esperado do

Sequéncias de primers (5’-3’)

Genes annealing (°C) fragmento
(pb)

BXY0122100 F-> ACCATGCACTCAACCACACTGGT
(full length) R-> GAAAGTGGCATCGGATTG >0 894
BXY0431000 F> ACCATGGACACTTATGGTGGATATACG
(full length) R-> AGGACAGTAGATGACGTAGAA >0 390
BXY0431000 F-> ACCACACTCGGTTCGAGTTC
(hibridagao in situ) R-> TTGCGCTGGTACAAGTCAAG >0 180
BXY0431400 F-> ACCATGTCTACACTGAATGTTCRACAACC 53 381
(full length) R-> GCAGAAGTACAAGTCGAACG
BXY0431400 F-> CACTTGCCGAGTTCTCCTTC
(hibridac&o in situ) R-> ACGT5GCCTCCAGTTCTCACT >3 198
BXY0122000 F> ACGTCGTTCCGGAGATTATG 50 18
(hibridacdo in situ) R-> TGTGGATGTCTTGTCGTCGT
BXYact F-> CACATCTGTTGGAAGGTGGAC

R-> CGAGAAGTCCTATGAACTTC >0
M13 F-> GTAAAACGACGGCCAG

R-> CAGGAAACAGCTATGAC >0
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3.2.2.2 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel permite visualizar os &cidos nucleicos e proteinas
separados de acordo com 0 seu peso molecular. Baseia-se no principio de que uma
molécula com carga migra quando colocado num campo elétrico. A proporcao de
migracdo depende da carga, tamanho do fragmento e corrente elétrica aplicada. Para
os acidos nucleicos usa-se uma matriz de gel de agarose feita com diferentes
concentracdes de acordo com o tamanho dos fragmentos a analisar. Durante a
preparagdo do gel de agarose é usado um agente intercalante para coloragéo derivado
de brometo de etidio, como o GreenSafe. A visualizacéo é feita por um transiluminador
com radiagcdo UV. Para visualizar os produtos de PCR, RT-PCR e SQ-RTPCR
amplificados utilizou-se a eletroforese de gel de agarose. Preparou-se o gel de agarose
a 1%, juntando num frasco Erlenmeyer 0,4g de agarose com 40mL de TBE1X. A mistura
€ homogeneizada através de aquecimento no microondas. Posteriormente, adicionou-
se 0 agente intercalante GreenSafe Premium. Colocou-se a agarose no berco de
eletroforese, posicionou-se o0 pente e deixou-se solidificar durante cerca de 30min.
Adicionou-se o berco com o gel de agarose sélido numa tina horizontal de eletroforese
submergindo em TBE 1X. Em cada poco, aplicam-se 10uL de cada amostra juntamente
com o loading dye e num dos pocos aplica-se o 4uL do marcador molecular de DNA. A
tina de eletroforese foi ligada a um gerador de corrente elétrica a uma intensidade de
90V (volts) durante 40min. Apds terminar a corrida, observou-se no transiluminador com
sistema de fotodocumentagéo. Apos verificacdo da amplificacdo, purificou-se o produto

de PCR com o kit QIAquick PCR Purification, seguindo as instru¢des do mesmo.

3.2.3 Clonagem direta em vetor Gateway
3.2.3.1 Preparacao das placas para a reacdo de clonagem

O meio Luria Bertani agar (LB) foi derretido por aquecimento, deixando-se
arrefecer até aproximadamente 45°C a temperatura ambiente. Na camara de fluxo
laminar, adicionou-se 250uL de antibiético espectinomicina 100mg/mL (SPE) para uma
concentracdo final de 100ug/mL, homogeneizando-se suavemente para evitar a
formacdo de bolhas. Distribuiu-se o0 meio com o antibidtico pelas placas de Petri,
aproximadamente 20mL, e deixou-se solidificar. As placas foram identificadas com data

e meio para posterior utilizago.
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3.2.3.2 Adicado dos dATP’s

Foi necessario inserir o nuclettido dATP nas extremidades do fragmento a clonar
para encaixar o fragmento no plasmideo de clonagem, pois a Taq anterior produziu
produtos de PCR blunt (sem as extremidades A). A reacdo de PCR foi realizada de
acordo com as condicdes da TopTaq com 0,1uL de TopTaq (5U/puL), 2uL de tampéo
TopTaq 10x, 0,8uL de MgCI2 (25mM), 0,4uL de dATP (10mM), 6pL de produto de PCR
purificado de BXY0122100, perfazendo-se um volume final de 10uL com DEPC-treated
H20. As reacBes foram incubadas num termociclador programado para 72°C durante
10min, reagéo de extensdo final do PCR convencional. Apds este passo, o produto foi

utilizado imediatamente na reacao de clonagem.

3.2.3.3 Clonagem e transformacéo de células competentes

A clonagem do produto de PCR foi realizada com o kit de clonagem
pCR8/GW/TOPO. Num tubo de 0,5mL, adicionou-se 0,5uL de Vetor pCRS8
TOPOisomerase, 1uL de salt solution diluida 4x e 4uL de produto de PCR com os
nucleétidos A’s adicionados, perfazendo-se um volume final de 6uL com dH20. Agitou-
se gentiimente e incubou-se a temperatura ambiente durante 30min. De seguida,
colocou-se a reacdo de clonagem no gelo e procedeu-se a transformacéo de células
bacterianas quimicamente competentes com o produto de clonagem. Neste estudo
foram utilizadas as Escherichia coli One Shot Machl — T1 Chemically Competent,
armazenadas a -80°C, descongeladas em gelo. Adicionou-se 2uL do produto de reacdo
de clonagem (pCR8/GW + BXY0122100) em 25uL de células competentes, fazendo-se
igualmente uma clonagem controlo com 2uL do vetor comercial pUC19 em 25uL de
células competentes. As células foram incubadas no gelo durante 30min e, logo de
seguida, realizou-se um choque térmico a 42°C durante 30s, colocando-se
imediatamente no gelo. Adicionou-se 250uL de meio SOC a cada tudo de células
transformadas e incubou-se, horizontalmente, a 37°C durante 1h30min, com agita¢céo
(100 rotagBes por minuto, rpm). ApOs esse tempo, 50uL e 100uL da suspensédo
bacteriana transformada com PCR8/GW + BXY0122100 foram espalhadas com esferas
de vidro esterilizadas em placas de LB+SPE 100ug/mL. Para o vetor controlo foi
espalhado 100uL da suspenséo bacteriana com o vetor de controlo pUC19 em placas
de LB+Ampicilinal00ug/mL. As placas de Petri foram seladas com parafime e

incubadas na estufa a 37°C durante a noite.
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3.2.3.4 Confirmacéo da clonagem por PCR de colénia (Colony PCR)

ApOs o crescimento durante a noite, foram obtidas colonias de células
transformadas. Para comprovar que a construcdo pCR8+BXY0122100 esta presente
nos plasmideos foram picadas as coldnias das placas, apds uma noite.

De seguida, para cada clone, foram realizados dois PCR (colony PCR): PCR1 e
PCR2. O PCR1 utiliza os primers M13F/M13R (Tabela 1) para verificar se 0 nosso
produto estava inserido no vetor TOPOisomerase. O PCR2 utiliza o primer M13F e o
primer BXY0122100 R para verificar se estava inserido de 5’ — 3’, ou seja, em frame. As
reacOes dos colony PCR foram realizados de acordo com as condi¢cdes da Taq DNA
polimerase - NZY Taq Il e é o seguinte: 10uL de NZYTaq Il 2x green master mix, 0,3
mM do par de primers (sendo os primers utilizados diferentes em cada PCR) e 2L de
coldnia (satélite e grande). A reacdo de PCR decorreu da seguinte forma: desnaturagéo
inicial a 95°C durante 5min, seguindo-se 30 ciclos de amplificagdo do DNA
(desnaturacdo do DNA (95°C) durante 45s, hibridacdo dos primers (50°C) durante 30s
e extensdo (72°C) durante 1min). A reacdo terminou com a extenséo final de 5min a
72°C. A andlise do resultado foi feita em eletroforese em gel de agarose a 1% com o
marcador de 1Kb. Correram-se as amostras a 80V durante 40min e de seguida

observou-se no transiluminador com sistema de fotodocumentag&o.

3.2.3.5 Extragéo do plasmideo de clonagem - Miniprep

A miniprep é o método de extracdo do DNA plasmidico (pDNA) das células
bacterianas. Para os clones positivos de pCR8+BXY0112100, selecionados pelo colony
PCR, foi crescido durante uma noite as bactérias transformadas em LB+SPE 100ug/mL,
a 37°C a 100rpm. No dia seguinte, foram adicionados 500uL de glicerol a 60% (v/v) a
500uL da suspensdo bacteriana. Os stocks correspondentes a cada clone foram
guardados a -80°C. Para a extracdo do pDNA, 3mL da suspensédo bacteriana foram
centrifugados a 13000rpm durante 30s. Foi retirado o sobrenadante e seguiram-se as
instrucdes do kit NZYMiniprep. O pDNA com o gene de interesse foi eluido no tampéao
de eluicdo e a sua concentracdo foi aferida pelo fluorémetro Qubit™ 4. Por fim, o pDNA
obtido foi analisado por eletroforese em gel de agarose (a 1%), posteriormente
visualizados no transiluminador com sistema de fotodocumentacdo. O marcador de
DNA utilizado foi de 1Kb.
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3.2.3.6 Sequenciacao direta de Sanger

O pDNA dos clones do gene BXY0122100 foram enviados para sequenciagao
direta na empresa STABVIDA (Lisboa, Portugal) para confirmacéo da insercédo do gene
clonado. Os primers utilizados para a sequenciacdo foram M13F/M13R, descritos na
Tabela 1. Cada clone foi sequenciado no sentido 5’ para 3’ e 3’ para 5. A andlise das

sequéncias obtidas foi realizada no programa Bioedit (Hall, 1999).

3.2.4 Avaliacdo da expressdo dos genes candidatos em condicdes de stress
oxidativo
3.2.4.1 Ensaio de Stress Oxidativo

O ensaio de stress oxidativo in vitro pretende ver qual a resposta dos genes
candidatos a presenca de peroxido de hidrogénio (H20-) (Vicente et al., 2015). Foram
preparadas duas solugbes stock de H.O, em duas concentragfes diferentes: 30mM
(adicionou-se 31uL de H»0; (3% p/p, comercial) a 969uL dH,O para fazer uma
concentracdo de 15mM); 60mM (adicionou-se 61puL H>O- (3% p/p, comercial) a 939uL
de dH-0 para fazer uma concentracéo de 30mM). Os nematodes (em todos os estadios
de desenvolvimento), previamente extraidos como anteriormente referido, foram
centrifugados durante 10min a 7830rpm a temperatura ambiente para se poder estimar
a concentracdo dos mesmos na lupa (cerca de 281 nematodes em 50uL de H.O). Numa
placa de 96 pocos (Orange Scientific), o ensaio foi preparado da seguinte forma: i) para
a condicdo controlo, a cada poco foram adicionados 50uL de neméatodes juntamente
com 50pL de HO; ii) para o tratamento com 15mM de H,O, foi adicionado 50uL da
solucdo de 30mM e 50uL de nematodes e, iii) para o tratamento com 30mM de H0O.,
50uL de nematodes juntamente com 50uL de H.O, a uma concentracao de 60mM
(ficando com uma solucdo a 30mM). Para cada tratamento e controlo foram feitas dez
réplicas. A placa foi tapada e selada com parafilme (Parafilm) e o ensaio decorreu
durante 24 horas a temperatura ambiente, sem agitacdo. Apds as 24 horas, verificou-se
na lupa o estado (fendtipo) dos nematodes. O contetdo das 10 réplicas de cada
tratamento foi transferido para microtubos de 1,5mL e guardados a -20°C até utiliza¢éo

posterior.

3.2.4.2 Extracdo de RNA total e sintese de DNA complementar (cCDNA)
O RNA total dos nemétodes para cada uma das condi¢des (controlo, 15mM e
30mM) foi extraido com o RNeasy mini Kit. O RNA foi limpo de gDNA através do kit

RNase-Free DNase Set durante o protocolo de extracdo do RNA e de acordo com o
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fabricante. Por fim, quantificou-se o RNA total no Qubit™ 4 para verificar uma
concentracdo suficiente para prosseguir a sintese da cadeia de cDNA. O cDNA foi
sintetizado a partir de 100ng de RNA total de acordo com o protocolo descrito abaixo.
Para a sintese de cDNA, utilizou-se o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis System
for RT-PCR, com 3 condigbes: controlo, 15mM e 30mM. Para cada condi¢édo foi
preparado um microtubo de PCR com os seguintes componentes: 100ng de RNA, 1pL
de Oligo (dT) 50uM, 1pL de 10mM dNTP mix, perfazendo-se um volume final de 10uL
com DEPC-treated H20. As rea¢fes foram incubadas num termociclador programado
para 65°C durante 5min. Apés este passo, 0s microtubos foram colocados no gelo, e
uma nova mistura a adicionar a reacao anterior composta por: 2uL de 10x RT buffer,
4uL de 25mM MgClz, 2uL de 0,1M DTT, 1uL de RNase Out (40U/uL) e 1pL de
SuperScript Il RT (200U/uL). Os microtubos foram de novo incubados a 50°C durante
50min. O cDNA foi guardado a -20°C.

3.2.4.3 Andlise de expresséao dos genes por RT-PCR semi-quantitativo

Para analisar qualitativamente a expressao dos genes de interesse em resposta
ao H,O utilizou-se semi-quantitativo RT-PCR (SQ-RTPCR). O cDNA obtido para cada
uma das condic¢des foi utilizado como molde para as reagdes de RT-PCR para os trés
genes de interesse - BXY0122100, BXY0431000, BXY0431400 - e para a actina. O
programa da reacdo de RT-PCR foi o seguinte: 100ng de cDNA, 6,25uL de Mastermix
Speedy e 1uL de cada primer forward e reverse, perfazendo-se um volume final de
12,5uL com DEPC-treated H>O. O produto da reacéo de RT-PCR foi analisado no final
dos ciclos n° 15, 19, 23, 27 e 30. Em cada ciclo, pausou-se o termociclador para retirar
5uL de cada reacdo (condicdo e gene). Os produtos da reacdo RT-PCR semi-

guantitativo foram analisados e visualizados por eletroforese em gel de agarose 1%.

3.2.5 Hibridag&o in situ dos genes candidatos de Bursaphelenchus xylophilus

A hibridacéo in situ € uma técnica, dividida em vérias etapas, que utiliza sondas
de cDNA para localizar as sequéncias complementares especificas nos tecidos, tendo
por objetivo identificar em que tecidos do nematode os transcritos sdo expressos.
Através de cortes, as sondas marcadas com DIG entram no corpo do nematode e
hibridam com as sequéncias complementares, se 0s genes correspondentes estiverem
a ser expressos. Este estudo apenas incluiu os genes BXY0431400 e BXY0431000,
pois a localizagdo do transcrito do gene BXY0122100 j& foi localizado nas glandulas

esofagicas (Espada et al., 2018).
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3.2.5.1 Sintese da sonda marcada com Digoxigenina (DIG)

A sonda de hibridagdo para os dois genes testados, BXY0431400 e
BXY0431000, foi amplificada a partir do cDNA. Foi amplificado um fragmento entre 200-
250pb na regido exodnica e especifica para cada gene. Os primers utilizados estédo
descritos na Tabela 1. O comprimento da sonda € um balanco entre sensibilidade e
penetrabilidade. Uma sonda mais curta penetra melhor nos tecidos, mas uma sequéncia
mais longa oferece mais mudancas de detecdo. Para isto, preparou-se uma reacao de
PCR com os seguintes componentes: 100ng de cDNA, 0,5uL de NZYproof Polymerase,
5uL de cada primer forward e reverse a 10mM, 3uL de 10mM dNTPs e 3uL de 25mM
MgCl,, perfazendo-se um volume final de 50uL com DEPC-treated H-O. O programa de
reacdo de PCR utilizada consistiu em ciclos de temperaturas, iniciando pela
desnaturacgédo inicial das cadeias de DNA a 95°C durante 3min, seguindo-se 30 ciclos
de amplificacdo do DNA. Durante os ciclos ocorre a desnaturacdo do DNA (95°C),
hibridacéo (annealing) sendo que a temperatura de annealing do gene BXY0431400 é
de 53°C e extenséo (72°C), cada uma com uma duracgdo de 30s. De seguida, correu-se
um gel de agarose para verificar os produtos de PCR. Os fragmentos foram purificados
com o Kit QIAquick Gel extration e quantificados no Qubit™ 4. Para a sintese das sondas
de cDNA, incorporou-se a digoxigenina (DIG) em cada gene: BXY0431000 F,
BXY0431000 R, BXY04314000 F, BXY04314000 R. Para a sintese de cada sonda
sense e anti-sense foram utilizados individualmente os primers forward e reverse,
respectivamente. As reacdes de incorporacdo da DIG ocorreram de acordo com as
condicdes seguintes: 10uL de cDNA, 0,2uL de NZYTaq Il 2x green master mix, 4uL de
cada 10mM primer (forward e reverse), 1,5uL de 10x DIG DNA, 1,2pL de 25mM MgCl2
e 2,5uL de 10X Buffer, perfazendo um volume final de 20puL com DEPC-treated H>O. O
programa de reacdo de PCR utilizada consistiu em ciclos de temperaturas, iniciando
pela desnaturacéo inicial das cadeias de DNA a 95°C durante 3min, seguindo-se 30
ciclos de amplificacéo do DNA para o gene BXY0431000 e 35 ciclos de amplificacido do
DNA para o gene BXY0431400. Durante os ciclos ocorre a desnaturagcdo do DNA
(95°C), hibridacdo (annealing) sendo que a temperatura de annealing do gene
BXY0431400 é de 53°C e extensao (72°C), cada uma com uma duracdo de 30s. Para
verificar a incorporacédo da DIG nos fragmentos de cada gene foi realizada eletroforese

em gel de agarose. As sondas foram guardadas a -20°C.
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3.2.5.2 Hibridacao in situ

Os nematodes utilizados nesta técnica foram extraidos de cultura, centrifugados
para obtermos um pellet (de cerca de 50pL), num tubo de 15mL. Aos nemétodes vivos
(em vérios estadios de desenvolvimento) foram adicionados 4mL de paraformaldeido
(PFA) a 2% (preparado em laboratério, Anexo 2) para os fixar. Os neméatodes fixados
foram guardados durante 2 dias a 4°C. Apdés esses 2 dias, centrifugou-se durante 2min
a 8000rpm e dividiram-se 1mL para varios tubos. Centrifugou-se novamente nas
mesmas condicfes e descartou-se o sobrenadante. De seguida suspendeu-se em
150uL de PFA diluido 10x e pipetou-se 100uL da suspenséo para uma lamina de vidro,
tendo os neméatodes sido cortados com ajuda de uma lamina e movimento vibratério.
Lavou-se os pedacos de nematodes para dentro de um tubo de 1,5mL com PFA diluido
10x. Posteriormente, adicionou-se 1mL de tampé&o M9, centrifugou-se e descartou-se o
sobrenadante, tendo este passo sido feito duas vezes. Adicionou-se 500pL de solugéo
proteinase K (19mg/mL) em M9 ao pellet e incubou-se durante 45min a temperatura
ambiente num rotador multifun¢des de microtubos. Centrifugou-se e lavou-se outra vez
com 1mL de tampé&o M9. Voltou-se a centrifugar e descartar o sobrenadante e congelou-
se a -20°C durante 15min. Apos esse tempo, adicionou-se 1mL de metanol frio e
incubou-se durante 30s a -20°C. Centrifugou-se a 13000rpm durante 2min e descartou-
se o sobrenadante. De seguida, adicionou-se 1mL de acetona fria e levou-se a incubar
1min a -20°C. Removeu-se o sobrenadante de modo a deixar cerca de 100uL de
acetona e reidratou-se com 1mL de agua destilada.

A etapa seguinte foi a hibridagdo das sondas nos tecidos dos nematodes
cortados. Comecou-se por centrifugar a 9000rpm durante 2min e descartou-se o
sobrenadante. Adicionou-se 500uL de tampé&o de hibridacéo para remover a acetona e
voltou-se a centrifugar e descartar o sobrenadante. Distribuiu-se 150uL de solucéo de
nematodes cortados em tamp&o de hibridag&o por cada tubo de 0,5mL. Cada tubo de
0,5mL corresponde a uma sonda. Incubou-se durante 15min a 50°C na estufa. Enquanto
isto, incubou-se as sondas (sondas cDNA-DIG, sense e anti-sense) durante 10min a
95°C no termociclador, sendo colocadas imediatamente em gelo. Distribuiu-se as
sondas pelos respetivos tubos e incubou-se a 50°C na estufa durante a noite no rotador
multifuncdes de microtubos.

No dia seguinte comecou-se por lavar as sondas com o reagente 4xSSC e
incubou-se na estufa a 50°C durante 15min no rotador multifun¢cées de microtubos. Este
passo repetiu-se 3x, centrifugando-se entre lavagens. Depois lavou-se com o reagente

0,1% SSC e colocou-se na estufa a 50°C durante 20min no rotador multifuncbes de

30

Carolina Mendes Freitas



Caracterizacdo molecular de genes de parasitismo do nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus

xylophilus, em interacdo com o hospedeiro

microtubos. Novamente, este passo repetiu-se 3x, centrifugando-se entre lavagens. Na
etapa seguinte lavaram-se os neméatodes com 100pL de 1x &cido maleico e centrifugou-
se imediatamente. Descartou-se o0 sobrenadante e adicionou-se 100uL de 1x reagente
blocking. Incubou-se no rotador multifuncbes de microtubos a temperatura ambiente
durante 30min. Apds esse tempo centrifugou-se e descartou-se o sobrenadante e
adicionou-se a mistura de 1mL de 1x reagente blocking com 1pL de anticorpo da DIG.
Incubou-se no rotador multifun¢cdes de microtubos a temperatura ambiente durante 2h.
Depois lavou-se com o tampdo de lavagem DIG 1x durante 15min no rotador
multifuncdes de microtubos. Repetiu-se este passo 3 vezes, centrifugando-se apos a
incubacdo. Posteriormente lavou-se, gentiimente, com tamp&o de detecdo 1x.
Centrifugou-se e descartou-se o sobrenadante. De seguida, adicionou-se 100uL de
solucdo stock NBT/BCIP aos tubos e deixou-se a repousar, horizontalmente sem
agitacdo, durante a noite a temperatura ambiente. Manteve-se na horizontal para que
houvesse uma penetragéo igual em toda a amostra.

Apoés 24 horas, verificou-se a alteragdo colorimétrica dentro dos tubos (de
amarelo para roxo/castanho-escuro). Centrifugou-se 0s nematodes e lavou-se com
100uL de 0.01% Tween para parar a reacao de coloracdo, deixando-se cerca de 20pL
no tubo. Os neméatodes foram colocados em preparagcbes temporarias de laminas e
lamela para observagdo ao microscopio 6tico e fotografaram-se os resultados com o

apoio do software Cell.

3.2.6 Equipamentos
¢ Centrifuga da marca Scanspeed, modelo Mini
¢ Congelador, marca beko, modelo RFNE312K31WN V 1850X595
e Estufa com agitagdo, marca IKA, modelo ks 4000 i control
e Estufa, marca Memmert, modelo estufa universal U
e Fluorémetro da marca Thermo Fisher Scientific, modelo Qubit™ 4 Fluorometer
¢ Lupa da marca Olympus, modelo SZ61
e Microscopio 6tico da marca Olympus, modelo DP70
e Power Source da marca VWR, modelo 300V
e Rotador multifungdes de microtubos, marca VWR, modelo Tubo rotator
e Termociclador da marca Biometra, modelo T100 Thermal Cycler
e Termobloco da marca eppendorf, modelo Thermomixer compact
e Transiluminador com sistema de fotodocumentacdo da marca VWR, modelo
GenoView
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Voértex da marca VWR, modelo 444-1372

3.2.7 Reagentes

Acetona, Roth, Karlsruhe

1x Acido maleico, Roche, Basiléia

Agarose para electroforese em gel, Lonza, Basel

Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments, Roche, Basiléia

dATP, Thermo Fisher Scientifc, Carlsbad

Green-safe premium, NZYTech, Lisboa

Kit Purelink Genomic DNA Mini Kit, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad
Kit QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden

Kit QlAquick Gel extraction kit, Qiagen, Hilden

Kit RNeasy mini Kit, Qiagen, Hilden

Kit SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR, Invitrogen,
Carlsbad

Kit NZYMiniprep, NZYTech, Lisboa

Kit pCR8/GW/TOPO, Invitrogen.

Metanol, Roth, Karlsruhe

NBT/BCIP Stock solution, Roche, Basiléia

Paraformaldeido em Tamp&o M9, preparado em laboratério, Evora
PFA, Roth, Karlsruhe

Primers, NZYTech, Lisboa

Qubit™ dsDNA BR Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad

1x Reagente Blocking, Roche, Basiléia

RNase-Free DNase Set, Qiagen, Hilden

Tween20, Roth, Karlsruhe

0,1x SSC, VWR, Radnor

4x SSC, VWR, Radnor

Solucgéo de proteinase-K, Roche, Basiléia

Supreme NZYTagq Il 2x Green Master Mix, NZYTech, Lisboa

Tampdo de detecdo 1x, Roche, Basiléia

Tampdo de hibridac&o, preparado em laboratério, Evora

Tampao TBE (Tris Borate EDTA), 10x stock solution, NZYTech, Lisboa
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4. Resultados e Discussao

4.1 Analise preditiva de genes candidatos

Com intuito de estudar os genes que codificam proteinas da familia das
taumatinas presentes no NMP, efetuaram-se andlises de similaridade de sequéncias de
amino&cidos através do BlastP e analises do dominio funcional das proteinas através
do InterPro (Blum et al., 2020). O BlastP faz parte do BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) que compara similaridade entre sequéncias biolégicas previamente
disponibilizadas nas bases de dados publicas e universais de sequéncias de proteinas.
O InterPro é uma base de dados acessivel, de alta qualidade e completa de informacao
de sequéncias de proteinas e das fun¢des dos seus dominios.

Os resultados das andlises preditivas de similaridade de sequéncias e dominio
funcional das proteinas esta descrita na Tabela 2. Estas proteinas estdo presentes
noutros organismos (ortélogos), nomeadamente no B. okinawaensis e C. elegans,
ambos nematodes de vida livre. Também estdo presentes noutras espécies como é o
caso da Crassostrea gigas, uma espécie marinha nativa do oceano pacifico. Os
dominios funcionais destas quatro proteinas sao pertencentes a familia das taumatinas
(IPR0O37176). Segundo estudos anteriores, esta familia mostra ter atividade in vitro
antifingica contra diversas espécies de fungos, incluindo fungos fitopatogénicos. No
Anexo 3, podemos verificar o resultado das analises InterPro para as quatro sequéncias
em estudo. Duas das proteinas BXY0122100 e BXY0431000 tém com sinal peptidico,

Ou seja, estdo na via secretora (Tabela 2, Anexo 3).
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Tabela 4 - Resultados da andlise preditiva realizada para os genes de parasitismo em estudo. A analise de similaridade de sequéncias e analise do dominio funcional das

proteinas foi realizada pelos softwares BlastP e InterPro, respetivamente.

Identificac&o do

BLASTP

Accession

Dominio funcional

Sinal peptidico

gene Descrigdo E-value Similaridade Ort6logos
number
unnamed protein
product B. okinawaensis (73,85%) )
BXY0122100 CAD5148795.1 0.0 100% ] IPR037176 Sim
[Bursaphelenchus Crassostrea gigas (46,64%)
xylophilus]
unnamed protein
product B. okinawaensis (89,58%)
BXY0122000 CAD5148796.1 2e64 100% N ) IPRO37176 Nao
[Bursaphelenchus Caenorhabditis remanei (53,41%)
xylophilus]
unnamed protein
roduct i i 0
BXY0431000 P CAD5152466.1  2e104 100% B. okinawaensis (64,68%) IPRO37176 Sim
[Bursaphelenchus Pinus monticola (32%)
xylophilus]
thaumatin-like
protein-2 B. okinawaensis (63,51%)
BXY0431400 QCI56584.1 5e% 100% ) IPR0O37176 Nao
[Bursaphelenchus Steinernema carpocapsae (60%)
xylophilus]
35

Carolina Mendes Freitas



Caracterizacao molecular de genes de parasitismo do nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus

xylophilus, em interacdo com o hospedeiro

4.2. Validacao dos genes que codificam taumatinas

As duas amostras de DNA gendémico de B. xylophilus extraidas neste estudo
apresentaram concentracdes de 19,0ng/pL e 35,2ng/pL. Os genes foram apenas
amplificados por PCR com os primers full length do gene BXY0122100, a partir do
gDNA. O tamanho esperado para a regiao codificante do gene BXY0122100 ¢ de cerca
de 894pb, tendo-se verificado uma banda acima dos 1000pb (Figura 6A). O tamanho
esperado para a regido codificante do gene BXY0431000 é cerca de 390pb. O tamanho
do fragmento para hibridacdo in situ é cerca de 180pb. Para o gene BXY0431400, o
tamanho esperado para a regido codificante é cerca de 381pb e para o fragmento in situ
€ cerca de 198pb. Por fim, o tamanho esperado para a fragmento do gene BXY0122000
in situ é cerca de 218pb. Todos estes genes apresentaram bandas acima do esperado
(Figura 6B). Isto acontece devido ao facto de termos amplificado os genes a partir de
DNA, ou seja, existem exdes e intres nas sequéncias. Quando se amplifica a partir do
cDNA apenas se tera regides exonicas e assim o ORF é mais pequeno. O produto de
PCR foi posteriormente purificado para clonagem (Figura 6C). A expressdo dos genes

foi analisada por RT-PCR e validou-se a sua expressao no cDNA.

Figura 6 — Validacdo dos genes em estudo por PCR e amplificagdo de sondas para fragmentos de
Hibridacao in situ. Os resultados foram analisados por eletroforese em gel de agarose. Gel A: Amplificacéo
do gene BXY0122100; Pogo 1- Marcador de 1kb; 2- controlo negativo (sem gDNA); 3- amplifica¢&o a partir
da amostra gDNA [35,2ng/uL]; 4- amplificacdo a partir da amostra [19,0ng/pL]. Gel B: Po¢o 1- Marcador
de 1kb; 2- amplificagdo do gene BXY0431000 full length; 3- amplificacdo do fragmento do gene
BXY0431000 para hibridacao in situ; 4- amplificacdo do fragmento do gene BXY0431400 para hibridacéo
in situ; 5- amplificac&do do gene BXY0431400 full length; 6- amplificacéo do fragmento do gene BXY0122000
para hibridacdo in situ. Gel C: Producto de PCR amplificado do gene BXY0122100 e purificado; Pogo 1-
marcador de 1kb; Pogo 2- produto de PCR purificado.

4.3. Clonagem do gene BXY0122100 em vetor de expresséao
Devido a sua elevada abundéancia (expressao) nas glandulas esofagicas do B.
xylophilus (Anexo 2), o gene candidato BXY0122100 foi selecionado para clonagem e

posterior sequenciacdo. Como explicado no procedimento experimental, introduziu-se o
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gene de interesse no plasmideo de clonagem (PCR8/GW) com ajuda da enzima
TOPOisomerase. A Figura 7 mostra os resultados da transformacdo em células
competentes da clonagem do gene. A transformacao do vetor pUC19 (vetor controlo)
mostrou uma elevada eficiéncia na clonagem com um elevado nimero de colénias. A
transformacdo de PCR8/GW+BXY0122100 mostrou ser eficaz em ambas as
concentracoes de suspensao bacteriana (50uL e 100pL). Ambas apresentaram dois
tipos de coldnias, colonias de pequenas dimensdes (coldnias satélite) e outras de maior
tamanho (bactérias com o vetor inserido) (figura 7B e 7C).

Figura 7 - Clonagem do gene BXY0122100. Resultados da transformacéo em células competentes Machl-
T1 de: A- 100pL de pUC19 (vetor controlo) em LB+Amp; B- 100puL de suspensdo bacteriana de
pCR8/GW+BXY0122100 em LB+SPE; C- 50uL de suspensao bacteriana de pCR8/GW+BXY0122100 em
LB+SPE. Os circulos vermelho e amarelo representam, respetivamente, colénias de pequenas e grandes
dimensdes que foram selecionadas para o colony PCR.

Com o objetivo de confirmar a clonagem do gene BXY0122100, 4 colénias (2 de cada
dimenséo) foram selecionadas para colony PCR (Figura 7B,C; assinaladas a vermelho
e amarelo). Os resultados do colony PCR estéo na Figura 8. Foram confirmados apenas
2 clones positivos de pCR8/GW+BXY0122100 (clone 1 e 3), com um tamanho de banda
com aproximadamente 1500pb, inseridos em frame (5’-3’) no vetor de clonagem. Com
este ensaio é possivel perceber que a clonagem do gene foi bem-sucedida, no entanto,
os dois clones positivos foram enviados para sequenciacdo direta. Apds a analise do
resultado de sequenciacdo concluimos que, apenas, o0 clone 1 estad corretamente
inserido no vetor pCR8/GW (dados ndo sdo apresentados). A insercdo do gene
completo no vetor gateway ira permitir a passagem para um vetor de expressdo e

producédo da respetiva proteina recombinante.

37

Carolina Mendes Freitas



Caracterizacao molecular de genes de parasitismo do nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus

xylophilus, em interacdo com o hospedeiro

Figura 8 — Resultados dos colony PCR de pCR8/GW+BXY0122100 analisados por eletroforese em gel de
agarose. O Gel A corresponde ao colony PCR1, onde amplificamos o vetor com os primers universais
M13F/M13R. Neste gel: Pogo 1- Marcador de 1kb; Poco 2 e 4- clone 1 e 3 correspondentes a colonias
grandes: Poco 3 e 5- clone 2 e clone 4 provenientes de coldnias satélite. O Gel B corresponde ao colony
PCR2, onde amplificamos o vetor com os primers M13F/primer especifico do gene R: Poco 1,3: clones 1 e
3; Poco 2 e 4- clones 2 e 4; Pogo 5- Marcador de 100pb.

4.4 Ensaio de Stress Oxidativo

O ensaio de stress oxidativo permitiu perceber se as taumatinas em estudo estédo
ou nao envolvidas na resposta ao H.O,. O agente oxidante H,O, é uma das principais
espécies reativas (ou ROS) produzidas pelas plantas quando submetidas a um stress
bidtico/abidtico, estando, portanto, envolvido em importantes fun¢des celulares, como
por exemplo molécula sinalizadora. Em estudos anteriores verificou-se que o B.
xylophilus é altamente resistente ao agente H,O, em diferentes concentracfes (Vicente
et al., 2015). Neste sentido, colocAmos os nematodes em contacto com o H,O; e
compreender se terdo a capacidade de sobreviver (nas diferentes concentracfes). Para
avaliar o efeito do H.O2 na expressao dos genes candidatos utilizamos a técnica de SQ-
RTPCR.

O SQ-RTPCR permite uma analise qualitativa da expressao dos genes, a partir
do cDNA, ou seja, apenas se observa a sua expressdo e ndo a sua quantidade. Os
resultados do ensaio mostraram que 0s nematodes sobreviveram as duas
concentragdes de H.0O, e também no controlo. E utilizado um gene housekeeping (neste
estudo, é o gene que codifica a actina) expresso da mesma forma em todos os tecidos,
independentemente das condi¢des ou tratamentos. A figura 9A mostra a expresséo do
gene da actina, nos varios ciclos utilizados neste estudo, onde se pode ver que a actina
tem uma expressao visivel a partir dos 19° ciclos e semelhante em qualquer condicédo
(controlo, 15mM e 30mM H20,). Os resultados do SQ-RTPCR para os genes candidatos
foram analisados em gel de agarose e mostram que houve expressao dos 3 genes no

ensaio.
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A figura 9B mostra que a expressédo do gene BXY0122100, em comparagao com
a condicao de controlo, é ausente excepto na condicdo 15mM no 309 ciclo. Este gene
podera estar envolvido na resposta ao H»O;, produto de stress oxidativo. A expressao
do gene BXY0431000 verificou-se no 272 ciclo, com a diminuicdo da expressdo em abas
da concentracdo de H,O, comparativamente ao controlo (Figura 9C). A expresséo do
gene BXY0431400 observou-se ao 302 ciclo, apresentando um aumento da expressao

na condicao de 30mM H-0,, comparativamente ao controlo (Figura 9D).

M 15Cidos  19Cidos 23Ciclos  27Ciclos  30Ciclos 1 15 Ciclos 19 Ciclos 23 Ciclos 27 Ciclos 30 Ciclos

C 1530 C 1530 C 1530 C 1530 C 15 30 C1530 C 15 30 C 1530 C 15 30 C 15 30

15 Ciclos 19 Ciclos 23 Ciclos 27 Ciclos 30 Ciclos M 15Ciclos 19Ciclos 23 Ciclos 27 Ciclos 30 Ciclos

€15 30 C15 30 C 1530 C 15 30 C 1530 C 1530 ¢ 1530 ¢ 1530 € 15 30 C 15 30

Figura 9 — Resultados do RT-PCR semi-quantitativo (SQ-RTPCR) analisados por eletroforese em gel de
agarose. Aliquotas do produto da reagdo de SQ-RTPCR foi retirado ao final dos ciclos 15°, 19°, 23°, 27° e
30°. A- gene da Actina; B- gene BXY0122100; C- gene BXY0431000; D- gene BXY0431400; M- Marcador
100pb; C- Controlo; 15- 15mM H202; 30- 30mM H20:.

Com base nos resultados obtidos, os genes que codificam as taumatinas
parecem estar envolvidas no processo de resposta ao H>O5, por existir alteracdo da sua
expressédo. Pode indicar que as taumatinas poder&o estar envolvidas nas respostas ao

stress oxidativo por serem capazes de metabolizar estes compostos.

4.5 Hibridac&o in situ dos genes candidatos de Bursaphelenchus xylophilus

A hibridagdo in situ é uma técnica que utiliza sondas marcadas com DIG,
amplificadas a partir de cDNA, para localizar em que tecidos do NMP os transcritos
estdo a ser expressos. Neste caso, 0 objectivo de utilizar esta técnica é compreender
se as proteinas candidatas estdo a ser expressas nas glandulas esofagicas ou noutros
tecidos. Nos nematodes fitoparasitas a maioria das proteinas de parasitismo séo
expressas nas glandulas esofégicas e, as que tém sinal peptidico, sdo secretadas no
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hospedeiro através do estilete (Figura 4, 5). A técnica foi realizada apenas com 0s
genes BXY04310000 e BXY0431400. O gene BXY0122100 n&o entrou neste ensaio,
pois ja foi validada a sua presenca nas glandulas esofagicas (Espada et al., 2018).

Os resultados da hibridacéo in situ para as sondas sense e anti-sense dos genes
BXY04310000 e BXY0431400 estdo representados na Figura 10. Podemos verificar
para ambos 0s genes que a técnica in situ funcionou, pois a sonda hibridou nos tecidos.
A sonda sense (sintetizada com o primer forward) funciona apenas como controlo e a
sonda anti-sense (primer reverse) € a sonda especifica onde deve de ocorrer a
hibridacdo. Os resultados para o gene BXY0431000 mostram que ndo existe uma
resposta diferenciada na sonda especifica nem na sonda de controlo (Figura 10A,B), no
entanto ha sinal de hibridacdo dado pela cor roxa. Nao existe nenhum tecido especifico
em que o transcrito esteja a ser expresso. No gene BXY0431400 (Figura 10C,D) as
duas sondas mostraram sinal mas parece que nao hibridaram em nenhuma zona
especifica, no entanto, alguns nematodes parecem ter sinal no intestino (Figura 10D).
Como se obtiveram poucos pedagos de nematodes para estas sondas, ndo se pode tirar
esta conclusao e, por conseguinte, seria necessario voltar a repetir a técnica.

Os genes que codificam dominio das taumatinas sédo secretadas/expressas no
intestino (BXY0431400) e nas glandulas esofagicas (BXY0122100), que podera indicar
diferentes fungdes como a digestao de substancias tdxicas da planta, ou a secrecéo
destas diretamente nas células do hospedeiro, respetivamente. Neste sentido, estes
genes que codificam as taumatinas poderdo estar envolvidos na metabolizagdo de
compostos de stress oxidativo (como o peréxido de hidrogénio) e poderédo ter uma acao
de defesa do NMP em interacdo com o hospedeiro.
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BXY0431000 - Sense A) BXY0431000 - Anti-Sense B).
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Figura 10 — Resultados de hibridag&o in situ dos genes BXY0431000 e BXY0431400. As imagens foram
obtidas por microscopia éptica (ampliacdo 20x). Para cada gene utilizaram-se duas sondas: sense é a
sonda de controlo (primer forward) e anti-sense é a sonda especifica (primer reverse). Na ilustragdo a
esquerda é possivel ver identificadas as estruturas na regido anterior do NMP.
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5. Conclusdes

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir:

» Os trés genes candidatos e validados neste estudo (BXY0122100, BXY0431000 e

BXY0431400) foram identificados como sendo pertencentes a familia das taumatinas.

* O gene BXY0122100 foi corretamente clonado num vetor gateway o que podera
potenciar futuras aplicacbes com a insercdo em vetores de expressao, para a producao

da proteina recombinante.

* A hibridacgé&o in situ mostrou que o gene BXY0431400 esta, provavelmente, localizado
no intestino. Diferentes genes que codificam as taumatinas tém diferentes localizacdes
nos tecidos do NMP.

* O NMP é capaz de sobreviver em diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio.

* As taumatinas do NMP parecem estar envolvidas na resposta ao peroxido de
hidrogénio, sendo o gene BXY0431000 que apresentou um maior aumento da sua

expressao.

» Possivelmente as diferentes taumatinas podem estar envolvidos na defesa do NMP

em interagdo com o hospedeiro.
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ANEXO 1 - Expresséo preditiva dos genes taumatinas de Bursaphelenchus

xylophilus nas glandulas esofageais
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Expressdo preditiva dos genes

Expresséo preditiva (FPKM) dos genes que codificam as taumatinas de B. xylophilus nas
glandulas esofagicas. Dados obtidos através da sequenciagdo do RNA das glandulas
esofagicas (adaptado de Espada et al., 2018).

ANEXO 2 — Preparacao de Solugdes para Hibridacéao in situ

Preparacao de tampdao de hibridagcdo

Adicionar 5mL de formamida desionizada a 2mL 20x SSC, 1mL de reagente de blocking
a 10%, 1mL de 20% SDS, 100uL de 100x Denhardt’s, 20uL de 0,5M EDTA (pH 8.0),
200pL de Fish sperm DNA (10mg/mL), 62,5uL de yeast tRNA (500U/mL) e 617,5uL de

DEPC-H;0. Homogeneizar e aliquotar em tubos de 1,5mL. Guardar a -20°C.
Preparacao de paraformaldeido a 2% em tampao M9

Adicionar 0,4 g de paraformaldeido a 20 ml de tampao M9 e aguecer num gobelé (sem
fervura) para dissolver o paraformaldeido. Cobrir o copo com papel aluminio durante o
aguecimento. Adicionar algumas gotas de hidroxido de sédio e leve o pH para 7,4 para
ajudar a dissolver. Deixe arrefecer até a temperatura ambiente e ajuste o volume para
20 ml com tampao M9. Aliquotar 5mL em tubos de centrifugacéo de 15mL. Guardar a -
20°C.
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ANEXO 3 - Anélise preditiva dos dominios funcionais das proteinas em
estudo
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Analises preditivas dos dominios funcionais das proteinas em estudo utilizando o software
e base de dados publica InterPro. As imagens obtidas representam analises preditivas para
(a) BXY0122100; (b) BXY0122000; (c) BXY0431000; (d) BXY0431400.
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