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Resumo

O nematode da madeira do pinheiro (NMP) é um fitoparasita migratério originario da
América do Norte onde n&do causa danos significativos, porém, é uma espécie invasora
que infeta coniferas (em Portugal, pinheiro-bravo), causando a doenga da murchiddo do
pinheiro. O NMP é um organismo de quarentena em muitos paises, tendo sido detetado
pela primeira vez na Europa em 1999, na Peninsula de Setubal e tem um impacto ne-
gativo nos ecossistemas florestais e na economia. Em estudos anteriores, com recurso
a sequenciacao de RNA (RNAseq), foram identificados os genes altamente expressos
quando o nematode infecta a planta comparativamente ao controlo. Um fator de trans-
cricao da familia dos zinc finger foi considerado importante durante a interagdo com o
hospedeiro e a sua expressao foi silenciada. Neste trabalho pretende-se validar a ex-
pressao relativa de um conjunto de genes que, preditivamente, tém um decréscimo da
expressao e compreender as vias metabdlicas a que pertencem. Através da técnica de
RT-gPCR (PCR em tempo real) foi possivel validar a expresséo de dois genes e verificar

que tém uma diminui¢ao da expressao quando o fator de transcricéo foi silenciado.

Palavras-Chave
Bursaphelenchus xylophilus, doenca da murchiddo do pinheiro, genes de parasitismo,

fatores de transcricao, Zinc Fingers.



Abstract

The pine wood nematode (PWN) is a migratory phytoparasite native to North America,
where it does not cause significant damage. However, it is an invasive species that in-
fects conifers (in Portugal, the maritime pine), causing pine wilt disease. PWN is a quar-
antine organism in many countries and was first detected in Europe in 1999, in the Se-
tubal Peninsula. It has a negative impact on forest ecosystems and the economy. In
previous studies using RNA sequencing (RNA-seq), genes highly expressed during plant
infection compared to the control were identified. A transcription factor from the zinc fin-
ger family was considered important during the interaction with the host, and its expres-
sion was silenced. This study aims to validate the relative expression of a set of genes
that are predicted to show a decrease in expression and to understand the metabolic
pathways to which they belong. the expression of two genes was validated by RT-gPCR
(real-time PCR) and both showed downregulation of the expression when the transcrip-

tion factor was silenced.

Keywords:
Bursaphelenchus xylophilus, pine wood disease, parasitism genes, transcription factors,

Zinc fingers
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1. Problematica

O nematode da madeira do pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus, NMP) é um en-
doparasita migratério que afeta principalmente arvores do tipo coniferas em florestas da
Asia e em Portugal, afeta o pinheiro-bravo (Pinus pinaster). E um organismo de quaren-
tena e 0 agente responsavel pela doenga da murchiddo do pinheiro, uma condi¢do que
resulta no bloqueio dos vasos condutores da arvore, levando a sua morte num curto
espaco de tempo ( Vicente et al., 2012). A doenga da murchiddo do pinheiro, é conside-
rada uma ameaca para as florestas de pinheiros em todo o mundo (Asia e Europa) e a
sua rapida disseminacdo nos paises onde foi detetada (Portugal, Espanha, Japao,
China, Coreia) tem causado um grande impacto ao nivel da sustentabilidade dos siste-
mas agroflorestais. A doenga da murchiddo do pinheiro surge como consequéncia do
ataque do NMP ao sistema vascular das arvores de pinheiro. Quando o nematode in-
vade a arvore, obstrui os vasos condutores de dgua e nutrientes, provocando a deterio-
racao da madeira e culminando na morte da arvore. Alguns dos sintomas desta doenga
sdo: o amarelecimento e murchidao das agulhas (primeiro as mais antigas, estendendo-
se gradualmente a toda a copa) e a diminuicdo da producgéo de resina (Pires et al.,
2022).
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Figura 1- Nematode da madeira do pinheiro (Bursaphe-
len-chus xylophilus). (Espada et al., 2022)



As alteracdes climaticas tém um impacto consideravel na propagag¢do do NMP. O au-
mento das temperaturas médias e a intensificacao das secas favorecem o crescimento
populacional do nematode e do seu vetor (Vicente et al., 2022; Espada et al., 2022 —
Agrotec). Em climas mais quentes, os ciclos de vida do inseto vetor (género Monocha-
mus) sao acelerados, o que contribui para uma maior disseminacao do parasita. Além
disso, o stress hidrico gerado pelas secas torna as arvores mais vulneraveis.

O setor madeireiro enfrenta uma reducao na produgao de madeira de qualidade de-
vido a degradacgao das florestas. Além disso, os custos relacionados com as medidas
de controlo, como o abate e remogao de arvores infetadas, aumentam significativa-
mente. Aimposicao de sangbes comerciais a produtos florestais provenientes de regides
afetadas restringe a exportagéo, diminuindo a competitividade do setor. Atendendo aos
seus potenciais impactos ao nivel ecoldgico, econdmico e social, é considerado orga-
nismo prejudicial para a Unido Europeia e identificado, pela Organizacado Europeia e
Mediterranica para a Prote¢do das Plantas, como organismo de quarentena (Lista A2
da OEPP), existindo fortes restrigdes a circulagao de plantas, material lenhoso, produtos
e subprodutos das espécies hospedeiras do NMP (Sousa et al., 2001). Em Portugal, a
Fileira Florestal Nacional (FFN) é composta por varias empresas de exportacao de ma-
deiras e afins, o que reflete uma grande importancia em termos econémicos, contribu-
indo significativamente para o Produto Interno Bruto (PIB) (Espada et al., 2022 - Agro-
tec). Esta doenga tem um impacto negativo na economia portuguesa o que leva a en-
contrar-se novas solugdes sustentaveis e, em simultdneo, compreender os mecanismos
através dos quais os organismos parasitam as plantas.

Se compreendermos como o NMP interage molecularmente com o seu hospedeiro

poderemos encontrar novas solugdes para controlar a doenca e a sua propagacgao.

2. Objetivos do Trabalho

Este trabalho tem como objetivo analisar os mecanismos moleculares que estao na
base da interacao entre o NMP, Bursaphelenchus xylophilus, e a sua planta hospedeira,
bem como compreender o papel de elementos reguladores de expresséo de genes re-

lacionados com o parasitismo, como fatores de transcrigéao zinc finger.

Os objetivos especificos do trabalho sao:
1. Apo6s o silenciamento de um fator de transcrigéo pertencente a familia zinc finger,
compreender que genes tém a sua expressao potencialmente afetada preditiva-

mente.



2. Validagéo da expressao relativa dos genes cuja expressao é afetada apds o si-

lenciamento do factor de transcri¢ao.

Para cumprir os objetivos deste trabalho serao utilizadas diferentes técnicas de bio-
logia molecular como analise preditiva in silico, amplificacdo por PCR e RT-PCR, eletro-
forese em gel de agarose, sintese de DNA complementar (cDNA) e RT-gPCR (reverse

transcription quantitative PCR).

3. Descrigao do Estado da Arte
3.1.Nematodes fitoparasitas

Atualmente, ja foram identificadas mais de 4100 espécies de nematodes fitoparasitas,
e estes representam um grande desafio para a produgéo agricola e a seguranga alimen-
tar em todo o mundo. Estima-se que os danos causados por estes organismos ultrapas-
sem os 80 mil milhdes de ddlares por ano. No entanto, este valor pode ser ainda maior,
ja que muitos agricultores, principalmente em paises em desenvolvimento, ndo tém co-
nhecimento da existéncia destes parasitas. Como sdo organismos pequenos e vivem
no solo, os sintomas que provocam nas plantas nem sempre sao faceis de identificar
(Jones et al., 2013).

Os nematodes fitoparasitas tém diferentes formas de interagir com as plantas. Todos
possuem um estilete, uma espécie de langa oca, que utilizam para perfurar as células
vegetais e alimentar-se. Alguns deles, chamados ectoparasitas migratorios, nunca che-
gam a entrar na planta, movendo-se pelo solo e alimentando-se das raizes sempre que
as encontram. Ja os endoparasitas migratorios penetram no interior da planta e deslo-
cam-se pelos tecidos, causando estragos significativos. Existem também os semi-endo-
parasitas, que combinam caracteristicas dos dois grupos anteriores, pois, em certas fa-
ses do seu ciclo de vida, penetram parcialmente na planta para se alimentarem. E im-
portante destacar que o parasitismo de plantas por nematodes evoluiu de forma inde-
pendente em varias ocasides, sendo que o biotrofismo também surgiu de forma inde-

pendente em pelo menos quatro clados diferentes (Jones et al., 2013).



3.2.0 nematode da madeira do pinheiro

O nematode da madeira do pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus), NMP, é um ne-
matode endoparasita migratorio responsavel pela doenga da murchidao do pinheiro, que
afeta vastas areas florestais, com consequéncias graves para a industria madeireira e
ecossistemas florestais (Vicente et al., 2012). Ao obstruir o sistema vascular das arvo-
res, este parasita compromete a capacidade de transporte de agua e nutrientes, levando
a murchiddo e a morte das arvores. Estes sintomas resultam da interacdo complexa
entre trés organismos: (1) o agente patogénico, NMP, Bursaphelenchus xylophilus, (2)
o inseto vetor (do género Monochamus) (Figura 2) e (3) o hospedeiro, diferentes espé-

cies de arvores coniferas.
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Figura 2- Monochamus galloprovincialis,
inseto-vetor do nematode da madeira do
pinheiro. (Pires et al., 2022)

A propagacédo desta doenca pode resultar na morte de pinheiros, com conse-
guéncias severas para as economias madeireira e setores florestais. Além disso, a do-
enca da murchidao do pinheiro diminui a biodiversidade das areas afetadas, uma vez
que a destrui¢cao do pinhal afeta todo o ecossistema, desde a fauna até a flora. (Kim et
al., 2020). O NMP é originario da América do Norte e com o aumento do comércio global
expandiu-se (através da madeira infetada) para outros paises. A doenga foi reportada
no Japao no inicio do século XX e dispersou, posteriormente, para a China, Coreia e
Tailandia ( Vicente et al., 2012). Na Europa, foi reportado pela primeira vez em Portugal
no ano de 1999, onde tem contribuido para o declinio da floresta de pinheiro-bravo (Mota

et al., 1999; Vicente et al., 2012). Desde entdo o NMP tera dispersado para o Centro e



Norte do Pais e Ilha da Madeira e mais recentemente foi reportado em Espanha ( Vi-
cente et al., 2012).

O pinheiro-bravo Pinus pinaster é a conifera mais abundante em Portugal, cor-
respondendo a 29% de toda a floresta portuguesa (Pires et al., 2022). Contudo, a sua
area tem vindo a diminuir apdés séculos de expansao. Alguns dos fatores que podem
explicar esta tendéncia preocupante sdo o desinteresse geral por areas rurais, a falta
de investimento na sua replantagdo ou a sua substituicdo por eucaliptal, vagas de in-
céndios cada vez mais frequentes, exacerbadas pelas alteracdes climaticas, e a DMP,
provocada pelo NMP. Estima-se que a perda de stock florestal diretamente associada
ao NMP podera chegar aos 22 mil milhées de euros, num periodo de 22 anos (2008-
2030) (Pires et al., 2022).

O controlo desta praga exige elevados investimentos financeiros, incluindo o abate

das arvores infetadas e a implementacgéo de programas de reflorestamento.

3.3.Ciclo de vida do NMP

O nematode da madeira do pinheiro (NMP) dissemina-se naturalmente de duas for-
mas principais: por transmissao primaria e secundaria. Na transmissao primaria, os in-
setos-vetores adultos alimentam-se dos ramos de pinheiros aparentemente saudaveis,
libertando o NMP. Este € atraido pelos compostos volateis emitidos pelo tecido vegetal
danificado e aproveita as feridas causadas pela alimentagado do inseto para entrar na
planta. Uma vez no interior, 0 nematode desloca-se pelos canais resiniferos, onde se
alimenta das células do epitélio (fase fit6faga), comprometendo a produgao de resina
(Pires et al., 2022). Numa fase mais avangada da DMP, o nematode entra na fase mice-
téfago, ou seja, em que se alimenta de fungos existentes na arvore em declinio (Vicente
et al., 2022).

A propagacao do NMP é facilitada pela sua associagédo com o vetor Monochamus
galloprovincialis (Figura 2), um inseto que transporta os nematodes entre as arvores
durante o seu ciclo de vida. Esta relagdo simbiética permite ao NMP colonizar novas
arvores de forma eficaz, especialmente em zonas de elevada densidade de pinheiros.
A mobilidade do inseto e a elevada taxa de reproducédo do nematode tornam o controlo
da doenga um desafio significativo (Pires et al., 2022). Embora Portugal seja o epicentro
da doencga na Europa, o NMP tem vindo a alastrar para outras regiées, como Espanha
(Robertson et al., 2011) e até mesmo regides da Asia como o Japdo causando danos
significativos, sobretudo devido ao transporte de madeira infetada e a dispersao natural
do vetor. A expansao deste parasita representa uma ameaca crescente para as florestas

europeias.



A medida que o stress hidrico aumenta devido & interrupgéo no transporte de agua,
a fotossintese é comprometida e comegam a surgir os primeiros sintomas visiveis: o
amarelecimento das agulhas, seguido de uma murchidao progressiva. A arvore, fragili-
zada, torna-se mais susceptivel a novos ataques de outros insetos, que encontram ali
um local ideal para se reproduzir. Na transmissao secundaria, por exemplo, as fémeas
de Monochamus galloprovincialis depositam os seus ovos em pinheiros que se encon-
tram mortos ou em declinio, podendo também transmitir o NMP. Nestas arvores, o ne-
matode passa a alimentar-se predominantemente de fungos introduzidos por outros in-

setos, como os escolitideos (fase micetéfaga) (Pires et al., 2022).

3.4.Interagcao nematode-planta: estruturas celulares essenci-

ais no parasitismo

Durante a infegao, o NMP utiliza o seu estilete — uma estrutura com agado mecénica
€ oca - para penetrar nas células da planta e conseguir retirar os conteudos citoplasma-
ticos assim como secretar proteinas de parasitismo (Figura 3) (Espada et al., 2022;
Eves-van den Akker, 2021). Na sua interagdo com o hospedeiro, o NMP produz vérias
proteinas, com diferentes func¢des, que lhe permitem degradar a parede celular, migrar
e alimentar-se nos tecidos do hospedeiro (Espada et al., 2016, 2018). Até ao presente,
a maioria destas enzimas sao produzidas em trés células especializados no parasitismo-
glandulas esofagicas (Figura 3). A interagao entre o nematode e as células da planta vai
além da simples penetracao fisica, envolvendo alteracdes bioquimicas nos tecidos ve-
getais. Ao invadir as células do xilema, o NMP interfere na dindmica de transporte de
agua e nutrientes, afetando o funcionamento normal da planta e enfraquecendo as suas
defesas contra o parasita (Espada et al., 2022). A interagdo € mediada por proteinas
relacionadas com o parasitismo e (maioritariamente) expressas nas glandulas esofagi-
cas (SVG e DG), que estao localizadas na regido anterior do nematode. Estas proteinas
séo secretadas para o interior das células do hospedeiro através do estilete (S). Dife-
rentes proteinas envolvidas no parasitismo estdo envolvidas na migragéo, alimentagao

e defesas do nematode fitoparasita (Figura 3) (Espada et al., 2022).
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Figura 3- Esquema representativo da interagdo entre o NMP (Bursaphelenchus
xylophilus) e as células da planta hospedeira (Pinus sp.).

3.5.Proteinas de parasitismo

A interagao dos nematodes fitoparasita e do NMP em particular, com os seus hos-
pedeiros € mediada por proteinas de parasitismo: proteinas produzidas pelo parasita e
secretadas dentro das células do hospedeiro vegetal que irdo promover a doenga. Entre
essas proteinas, destacam-se as enzimas degradadoras da parede celular, como as
endoglucanases que permitem ao nematode penetrar nas células vegetais e alimentar-
se dos componentes celulares. Além disso, o NMP secreta proteinas que tém como
objetivo a supressao das defesas da planta (ex. taumatinas), peptidases para a degra-
dagao das proteinas da planta com a finalidade de se alimentar (Figura 3). Todas estas
proteinas permitem que o NMP seja bem sucedido durante a infecdo do hospedeiro
(Espada et al., 2016).

3.6.Regulacao da expressao genética no parasitismo

O sucesso do parasitismo pode depender da regulagéo precisa da expressao dos
genes do nematode. Os fatores de transcrigdo, podem atuar como reguladores da ex-
pressao génica, e potencialmente desempenhar um papel fundamental neste processo.
No caso de B. xylophilus, os fatores de transcrigcdo do tipo zinc finger sao particular-

mente importantes. Estes fatores sédo proteinas que contém um dominio zinc finger, o



que Ihes permite interagir com o DNA e regular a transcri¢gdo de genes especificos. Uma
das hipéteses que se coloca (no contexto do parasitismo), € que os fatores de transcri-
¢ao possam ser responsaveis por alterar a transcricao de genes essenciais para o pa-
rasitismo tal como no caso do estudo Wang et al, 2023 onde os autores identificaram o
efeito de um fator de transcricdo especifico, o PINAC9, que desempenha um papel cru-
cial na resisténcia das arvores de pinho contra a infe¢ao por B. xylophilus. A ativagdo do
PtNAC9 induz a expressao de genes relacionados a defesa, como os envolvidos na via

do acido salicilico, e aumenta a atividade de enzimas antioxidantes (Wang et al, 2023).

3.7.Proteinas Zinc Finger

As proteinas zinc finger (ZF) sdo uma grande familia de proteinas reguladoras com
dominios em forma de “dedo” que ligam ides de zinco (Zn), permitindo a interagdo com
RNA, DNA, poli-ADP-ribose, proteinas e lipidos (Ngwa et al, 2021).

Atualmente, estao descritos mais de 30 tipos diferentes de proteinas ZF, que estao
implicados em varios processos celulares, incluindo a regulagéo transcricional, remode-
lacdo da cromatina, proteostase, transdugao de sinal, bem como a proliferagcao e dife-
renciacao celular (Ngwa et al, 2021). Por exemplo, nos humanos, as proteinas ZF tém
sido associadas a uma ampla variedade de doencas, incluindo cancro, doenga de Par-
kinson, psoriase, diabetes e doenga cardiaca congénita, tornando-as potenciais alvos
terapéuticos (Ngwa et al, 2021).

Geralmente, um dominio ZF é composto por uma sequéncia de ~30 aminoacidos
com arranjos conservados de cisteinas e histidinas (Ngwa et al, 2021.). As proteinas ZF
sao categorizadas em nove subfamilias com base nos arranjos de cisteinas e histidinas
dentro dos dominios ZF, a saber: C2H2, CCCH, C3HC4 (a subfamilia de dedo RING
[gene novo realmente interessante]), C2HC5, C4HC3 (a subfamilia de dedo PHD [do-
minio homeobox de plantas]), C2HC, C4, C6 e C8 (Ngwa et al, 2021). Nos dominios
C2H2, que foram os primeiros identificados na década de 1980, duas cisteinas seguidas
por duas histidinas estdo organizadas em torno do ido central de zinco (Figura 4). Para
além do tipo C2H2, os tipos CCCH, RING e PHD sé&o as subfamilias mais comuns nos

eucariotas (Ngwa et al, 2021).

3.8.Classes mais abundantes de proteinas Zinc Finger nos

nematodes

Umas das classes de proteinas ZF mais abundantes nos nematodes é a classe C2H2.

Esta classe apresenta uma distribuicdo por varios filos dentro dos eucariotas. Esta



familia de genes contendo zinc finger C2H2 é uma das maiores e mais complexas fa-
milias de genes nos genomas de metazoarios. Sabe-se que estes genes existem em
quase todos os eucariotas e constituem um importante subconjunto de fatores de trans-
cricao eucaridticos. Os genes desta familia geralmente ocorrem em agrupamentos nos
genomas e acredita-se que tenham sofrido uma expansao macica em vertebrados atra-
vés de multiplos eventos de duplicagcdo em tandem (genes da familia zinc finger C2H2
sdo copiados repetidamente, as copias recém-geradas sao inseridas logo ao lado das
originais, formando agrupamentos (clusters) no genoma) (Seetharam & Stuart, 2013).

Um estudo anterior (Haerty et al., 2008) onde foram analisadas familias de transcri-
¢ao (FT) em nematodes (C. elegans, nematode de vida livre e um organismo modelo
cientifico) revelou haver uma elevada propor¢ao de membros das classes de zinc finger
C2H2 e C4/NHR (Haerty et al., 2008).
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Figura 4- Dominios e proteinas zinc finger. (a) Esquema do dominio ZF do tipo C2H2. (b) Es-
truturas dos dominios ZF mais comuns. C, cisteina; H, histidina; Zn2+, ido de zinco. (Ngwa et
al., 2021)

-

3.9. Proteinas Zinc Finger do tipo C2H2

As proteinas ZF-C2H2 incluem um grande numero de fatores de transcricao que
medeiam interagdes diretas com o DNA (Ngwa et al, 2021). Adicionalmente, as protei-
nas ZF do tipo C2H2 também interagem frequentemente com RNA, e a ligagdo ao DNA

e ao RNA envolve diferentes lacos de dedo de zinco (Ngwa et al, 2021).



Um unico dominio C2H2 pode abranger uma sequéncia de DNA com trés pares de
bases consecutivos, e o contacto é geralmente estabelecido por aminoacidos distintos
dentro da a-hélice (Ngwa et al, 2021.).

Nas proteinas ZF, os dominios ZF do tipo C2H2, com diferentes caracteristicas de
ligacao a triplos, sdo frequentemente combinados para proporcionar especificidade no

reconhecimento de sequéncias de DNA mais longas (Ngwa et al, 2021).

3.10.Proteinas Zinc Finger em parasitas (ndo-nematodes) ani-

mais

Embora ndo haja estudos sobre esta familia de proteinas em nematodes parasitas,
e em particular em fitoparasitas, existe alguma literatura sobre esta familia de proteinas
em parasitas humanos, uns mais proximos filogeneticamente dos nematodes (ex: Schis-
tosoma mansoni (platelminto), outros mais distantes (Plasmodium falciparum, protozoa-
rio do Filo Apicomplexeans; Trypanosoma cruzi, protozoario do grupo Excavates) (Ngwa
et al, 2021).

Por exemplo, o que foi concluido no estudo de Bitar e colaboradores (Bitar et al.,
2013) para o parasita pode ser colocado como hipotese para a fitoparasita (Bursaphe-
lenchus xylophilus), ou seja, espera-se que os genes (potencialmente regulados por
proteinas zinc finger), cuja expressao se vai validar, estejam também envolvidos em

processos de desenvolvimento do fitoparasita.

Ao analisar as proteinas zinc finger em B. xylophilus, espera-se encontrar genes que
possam ser igualmente regulados por estas proteinas, desempenhando papéis funda-
mentais nos processos bioldgicos do fitoparasita. A realizacio do silenciamento, a ana-
lise de transcritoma e a validagao por qPCR séo abordagens eficazes para identificar e
confirmar os potenciais alvos genéticos regulados por proteinas zinc finger, contribuindo
para a compreensao do papel destas proteinas na regulagdo da expressao génica e,

eventualmente, no controlo do ciclo de vida e adaptacao do fitoparasita.

4. Metodologia

4.1 Material biolégico
Neste estudo foi utilizado o nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus

xylophilus, isolado BxRef, proveniente de madeira de pinheiro-bravo em Portugal. O
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isolado € mantido em cultura de cevada com recurso a Botrytis cinerea no Laboratério

de Nematologia (Universidade de Evora).

4.2. Extracao de DNA de B. xylophilus

A extracdo do DNA gendmico (gDNA) do nematode da madeira do pinheiro (NMP) foi
realizada utilizando o kit comercial NZY Tissue gDNA Isolation Kit (NZYTech, Portugal),
de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante, com pequenas adaptagdes.
Para cada amostra, uma quantidade de aproximadamente 2000 nematodes foram colo-
cados num microtubo de 1,5 mL. De seguida, adicionaram-se 180 uL de Buffer NT1,
responsavel pela lise celular, e 25 uL de uma solugao de proteinase K, ambos fornecidos
pelo kit. A mistura foi homogeneizada por vortex e incubada a 56°C durante 2 horas,
com agitacio constante a 400 rpm no termo bloco (Thermomixer Compact, Eppendorf)
de modo a promover a digestdo de proteinas e inativagéo de nucleases. Apds a incuba-
¢ao, procedeu-se a nova homogeneizagao no vortex, a qual se seguiu a adi¢ao de 200
ML de Buffer NL, com homogeneizagao durante cerca de 10 segundos. Posteriormente,
foram adicionados 210 uL de etanol a 100% (v/v) a cada amostra, seguidos de homo-
geneizagao imediata. Os lisados foram transferidos para colunas de purificagdo NZYS-
pin Tissue Column (NZYTech, Portugal), previamente colocadas em tubos de recolha de
2 mL, e centrifugadas a 11000 x g durante 1 minuto. O eluato obtido foi descartado e as
colunas transferidas para novos tubos de colheita. Seguiram-se duas etapas de lava-
gem: primeiro com 500 pL de Buffer NW1, seguido de centrifuga¢ao (1 min, 11000 x g);
depois com 600 pL de Buffer NW2, igualmente com centrifugagédo nas mesmas condi-
¢oes. Apos a lavagem, a membrana das colunas foi seca por centrifugagéo adicional de
2 minutos a 11000 x g. A eluicdo do DNA foi feita com a adicdo de 35 pL de Buffer NE
diretamente sobre a membrana da coluna, seguida de uma incubag¢do de 5 minutos a
temperatura ambiente e centrifugagéao final de 2 minutos a 11000 x g. O DNA purificado
foi recolhido num microtubo de 1,5 mL e armazenado a 4°C até posterior utilizagao.
Como resultado do processo, obtiveram-se duas amostras de DNA gendmico, designa-
das como DNA1 (BX1) e DNA2 (BX2).

4.3. Quantificagao do DNA

A quantificacdo do DNA do NMP foi realizada utilizando o equipamento NanoDrop

2000/2000c Spectrophotometer (ThermoScientific), baseado na leitura da absorvancia
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a 260 nm, 280 nm e 230 nm. Para cada amostra, foram realizadas duas medi¢cdes de

forma a garantir consisténcia nos resultados.

4.4. Analise preditiva in silico dos genes candidatos

Dos resultados previamente obtidos pelo laboratério de Nematologia, foi realizado o si-
lenciamento de um gene que codifica um factor de transcricdo. Os nematodes cuja ex-
pressao do gene foi silenciada foram enviados para sequenciagdo de nova geragéo do
RNA (na empresa Novogene, Reino Unido). Da analise dos dados dos genes cuja ex-
pressao foi afetada pelo silenciamento, selecionaram-se 5 genes candidatos utilizados

neste estudo.

Foi realizada a analise preditiva de cinco genes de Bursaphelenchus xylophilus com o
objetivo de obter informacgao sobre os genes, prever possiveis dominios das proteinas
correspondentes e desenhar primers especificos para a amplificacdo do gene (regiao
codificante) por PCR. Para isso, utilizaram-se as sequéncias dos genes, as quais apli-
caram-se ferramentas bioinformaticas para desenhar os primers de forma adequada.
Para obter a informagédo geral dos genes em analise, recorreu-se a base de dados

WormBase ParaSite (https://parasite.wormbase.org/index.html), que retne informacao

genomica de diversas espécies de nematodes com genomas ja publicados. Esta plata-
forma disponibiliza dados sobre a sequéncia do gene, dominios proteicos e compara-

¢Bes genodmicas entre espécies relacionadas.

A ferramenta BLASTp foi utilizada para comparar com outras proteinas conhecidas e
confirmar a homologia com proteinas do mesmo organismo. Por fim, recorreu-se a pla-

taforma InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) para analisar as sequéncias traduzi-

das, o que permitiu identificar possiveis dominios conservados, familias proteicas e fun-

¢bdes associadas.
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4.5. Amplificacao dos genes por PCR

Para amplificagdo dos genes candidatos (BXYJ5.0601, BXYJ5.0201, BXYJ5.0300,
BXYJ5.0301 e BXYJ5.0102) foi necessario desenhar primers, que foram desenhados

(no programa online Primer 3 (v4.1. https://primer3.ut.ee), para as regides codificantes

da sequéncia, respeitando critérios basicos como o tamanho entre 18 a 25 nucledtidos,

percentagem de GC entre 40—-60%, temperaturas de melting semelhantes entre primers

do mesmo par (para garantir eficiéncia na PCR), e tentando evitar a formagao de estru-

turas secundarias, como hairpins, bem como dimeros de primers (Tabela 1). A orienta-

¢ao dos primers seguiu o sentido 5 — 3’, sendo que o primer forward é complementar

ao inicio da cadeia codificante, e o reverse complementar a cadeia oposta, no sentido

inverso. Depois do desenho, verificou-se a especificidade dos primers através de uma

analise in silico, para confirmar que amplificavam apenas os genes pretendidos.

Tabela 1- Lista de primers utilizados no estudo para amplificagao das regidées codificantes dos

genes
Tempera- 1;:3::- Tama-
Genes J— . s o tura de nho do | Tamanho da proteina
. Sequéncia dos primers (5’-3’) , de an- )
candidatos Melting . primer (aa)
°C) nealing (bp)
(°C)
F>ATGAGGGTTCTTGTGGTAGG
BXYJ5.0601 R->CAGAAGACCAATCT- 54,01 49 1752 bp 524
GAAGAGA 51,54
F>ATGGATCCACACAAACA-
BXYJ5.0201 GCTTC 55,64 49 1372 bp 380
R->TAATAGCCTGGGGCAGTTCG 56,95
BXYJ5.0302 F>TGCCTTATGGCTATCTCACT 55,33 49 1391 bp
R->CGCAACCTTAACTCTTCTA- 51,44 359
ATG
BXYJ5.0300 F>ATGTCTTCTGCTTTCCGTCG
R->:AGCCGCTGGGCTCTTCAGAA 55,14 55 637 bp 181
61,56
BXYJ5.0102 F-> ATGAAGCTGTTTGTAGTGGC 53,21 55 702 bp
R>TTATCCGGAGAAGCTGTCCT 55,26 233
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Os primers foram sintetizados na empresa STAB Vida (Portugal). O liofilizado de cada
tubo de primers foi solubilizado em agua livre de nucleases para obter uma concentra-

¢ao de 100 pM (solugdo stock).

Para a amplificacdo dos genes foi realizada técnica de PCR. A mistura de reacao da
PCR baseou-se na utilizagdo da NZY Taq Il 2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal).
A composicao detalhada do master mix utilizada para cada reacao, num volume total de
25 L, é apresentada na Tabela 2. Apds a mistura inicial, os tubos foram ligeiramente
agitados no vortex (velocidade baixa) e, em seguida, centrifugados por 10 s para asse-

gurar que todo o liquido ficasse no fundo do tubo.

Tabela 2- Componentes e volumes utilizados na mistura de reagdo de PCR para a amplificagao
dos genes

Componente Volume (uL)
Agua livre de nucleases 6,25
NZY Taq Il 2x Green Master Mix 12,50
Primer forward (stock 100 uM) 0,625
Primer reverse (stock 100 uM) 0,625
DNA gendmico 5,00

O programa de termociclador (BIORAD) utilizado em todas as reagdes utilizou as con-
dicoes listadas na Tabela 3. Durante a etapa de hibridizagao (annealing), foi usada uma
temperatura de 49°C (com base na temperatura de melting de cada primer forward e
reverse) para os genes 0601, 0201, 0301 e 0201; entretanto, apds analise preliminar
em gel, os genes 0300 e 0102 foram otimizados para 55°C, mantendo todas as outras

etapas inalteradas.
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Tabela 3- Programa de reacéo utilizado no PCR.

Etapa Tempoeratura Tempo Ciclos
(°C)
Desrle?tl.Jragao 95 3 min 1 ciclo
inicial
Desnaturagao 95 30s
Annealing 49° C (£ 55°C) 30s 35 ciclos
Extensao 72 60 s
Extensao final 72 5 min 1 ciclo

4.6. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR amplificados foram analisados pela técnica de eletroforese em gel
de agarose. Para isso, preparou-se um gel de agarose 1% (w/v) com 50 mL de TBE
0,5X e 0,6 g de agarose. A solugao foi aquecida no micro-ondas (com o cuidado de nao
deixar ferver) até a agarose se dissolver na solu¢ao-tampao. Posteriormente, adicionou-
se 0,5 uL do agente intercalante GreenSafe (NZYTech, Portugal) e procedeu-se a ho-
mogeneizacgao da solugéo. A mistura foi vertida num bergo, sendo colocado um pente
para permitir formar os pocos para aplicar as amostras. Deixou-se repousar durante
aproximadamente 45 min até solidificar. Colocou-se o bergo com o gel na tina horizontal
de eletroforese ligada a uma fonte de energia. Pipetou-se 4 yL das amostras em cada
poco (deixar um pogo de intervalo entre as amostras com os produtos de PCR e os
controlos, para evitar contaminagéo) e em ultimo pipetou-se 2 yL de marcador molecular
de tamanho 1 Kbp (BIORON) no primeiro pogo. Fechou-se a tina e programou-se a
corrida da eletroforese durante 40 min a uma voltagem de 80/90 V. Apds a concluséo
da eletroforese, fez-se a revelagdo da imagem, colocando-se o gel no transiluminador
de luz UV para observacao das bandas de eletroforese. No final fotografou-se o gel com

sistema de documentacao de géis (VWR).

4.7. Quantificagao e analise da expressao relativa de genes
por RT-gPCR

Para arealizagdo da RT-qPCR (reverse transcription quantitative Polymerase Chain Re-
action), foram utilizados primers especificos distintos dos inicialmente usados na PCR
convencional. A escolha de novos primers deveu-se a necessidade de garantir maior
eficiéncia, especificidade e compatibilidade com as condigdes da reacdo de PCR em

tempo real, evitando estruturas secundarias ou amplificagdes inespecificas. Os novos

15



primers foram desenhados com base nas sequéncias dos genes de interesse, utilizando
ferramentas de design especificas para gPCR, com foco na obteng¢ao de produtos com
tamanho ideal e temperaturas de annealing otimizadas. A Tabela 4 apresenta as se-

quéncias dos primers utilizados para cada gene analisado por qPCR.

Tabela 4- Lista de primers utilizados no estudo para RT-qPCR.

Genestgzndida- Sequéncias de primers (5’-3°) Tamanho do primer (bp)
BXVIS0601 | T AATOTCTCOTCOCGAAT 156
v | £ SRS SSeseTT
BXYIS0300 | B3 Gt GAGGAAGTTGAGGAGOCA 219
sxvsoree | E3SSATCTOCAOAORCCAC

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR) foi utilizada com o objetivo de
quantificar a expressao relativa de genes candidatos potencialmente envolvidos na res-
posta ao silenciamento. Esta técnica baseia-se na amplificagdo especifica de DNA com-
plementar (cDNA), permitindo o acompanhamento da reagao em tempo real através da
emissao de fluorescéncia proporcionada por moléculas intercalantes, como o SYBR
Green, que se ligam ao DNA de dupla cadeia formado durante a amplificagéo. A inten-
sidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de produto amplificado, permitindo

inferir sobre a quantidade dos transcritos presentes na amostra.

Para a corrida de qPCR foram selecionados trés genes: dois genes candidatos (gene
0300 e gene 0302), escolhidos com base na presenga de bandas especificas na eletro-
forese em gel de agarose apés PCR convencional, e um gene de referéncia, actina
(ACT), que se presume apresentar expressao estavel independentemente das condi-
¢des. Os restantes genes inicialmente analisados foram excluidos desta analise devido
a inespecificidade na amplificagdo do fragmento de DNA de interesse por PCR conven-
cional. A reagao e programa de RT-gPCR (GeneQuant 9600, BIOER) para cada gene
de interesse e gene de referéncia foi preparada com os seguintes componentes para
um volume final de 20 uL (Tabela 5):
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Tabela 5- Condigées utilizadas na amplificagdo por RT-qPCR.

Componente Volume (uL)
SensiFAST SYBR® No-ROX Mix 2X 10,0
Primer Forward (0,8 pM) 1,0
Primer Reverse (0,8 uM) 1,0
cDNA 1,0
H20 7,4
Etapa Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Ativacao inicial 95°C 2 minutos 1
Desnaturagao 95°C 5 segundos 40
Annealing/extensao 60°C 20 segundos

As reacbes foram preparadas numa placa de 96 pocos para qPCR onde, para cada
gene, foram usados dois pogos com amostras controlo (sem silenciamento), dois pogos
com amostras submetidas ao silenciamento, um poco com a mistura de reacédo, mas
sem cDNA (controlo negativo ou “branco”), para detetar possivel contaminagao. O pro-
grama utilizado no aparelho de PCR em tempo real (GeneQuant 9600, BIOER) seguiu
o protocolo padrao 2-step cycling recomendado pelo fabricante do SensiFAST SYBR®
No-ROX Mix (Bioline) (Tabela 5).

O calculo da expressao relativa dos genes foi feito com o método (método 2-22¢t) descrito

por Livak, 2001, para normalizacido dos dados (Livak et al, 2001).

5. Resultados experimentais e discussao

5.1. Caracterizagao e identificagao dos genes candidatos para

estudos

Foram analisados cinco genes candidatos de Bursaphelenchus xylophilus, designados
como BXYJ5.0601, BXYJ5.0201, BXYJ5.0302, BXYJ5.0300 e BXYJ5.0102, com base

em ferramentas bioinformaticas como InterPro, WormBase Parasite e BLASTp. Esta
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analise permitiu prever os respetivos tamanhos génicos e proteicos, bem como domi-
nios funcionais e possiveis papéis bioldégicos no nematode. Os resultados estdo descri-

tos na Tabela 6.

O gene BXYJ5.0601 apresenta 1752 pares de bases, codificando uma proteina com
524 aminoacidos. A analise funcional revelou a presenga de um dominio FAD/NAD(P)-
binding (IPR000960), tipico de oxidorredutases envolvidas em processos enzimaticos
dependentes de cofatores redox. Este tipo de dominio sugere um possivel papel meta-
bdlico da proteina na regulagdo de estados redox celulares, o que pode ser relevante
em contextos de adaptagao ao ambiente ou modulagao da resposta do hospedeiro (Cor-
rado et al, 2020).

BXYJ5.0201, com 1372 bp, codifica uma proteina de 380 aminoacidos com uma com-
posicao rica em dominios estruturais da cuticula. Foram identificados os dominios
Col_cuticle_ N 2 (IPR002486), Nematode cuticle collagen N-terminal domain
(IPR0024869) e multiplas copias do motivo Collagen triple helix repeat (IPR008160).
Estes dominios sao caracteristicos de colagénios especificos de nematodes e sugerem
uma funcao estrutural, possivelmente associada a integridade da cuticula ou a proces-

sos de desenvolvimento e diferenciagao cuticular (Ekino et al, 2020).

O gene BXYJ5.0302, com 1391 bp e codificando uma proteina de 359 aminoacidos,
revelou dominios funcionais pertencentes a familia das peptidases acidas. Entre estes
destacam-se o dominio Peptidase family A1 (IPR033121), Acid proteases (IPR021109)
e Eukaryotic aspartyl protease. Estas proteases sdo comuns em organismos eucariotas
e participam na clivagem de proteinas sob pH acido, o que pode indicar um papel diges-
tivo ou de modulagdo do ambiente no interior do hospedeiro vegetal, sendo, por isso,

candidatos relevantes em contextos de parasitismo (Beers et al, 2023).

Por outro lado, BXYJ5.0300, com 637 bp e correspondente a uma proteina de 181 ami-
noacidos, nao apresentou qualquer dominio funcional conhecido nas bases de dados
consultadas. Esta auséncia de anotagéo pode dever-se a baixa homologia com protei-
nas anteriormente caracterizadas, tratando-se potencialmente de uma proteina especi-
fica de B. xylophilus ou de fungdo ainda néo descrita na literatura. Apesar da auséncia
de informacéao funcional, o0 gene mantém-se relevante para estudo, uma vez que a falta
de anotagao pode representar uma oportunidade para identificar novas fungdes associ-

adas ao parasitismo.

Por fim, BXYJ5.0102, com 702 bp, codifica uma proteina de 233 aminoacidos, identifi-
cada com dominios associados a atividade hidrolitica. Foram detetados os dominios
Barwin-like endoglucanases (IPR036908) e Glycosyl hydrolase family 45 (IPR000334),
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ambos frequentemente associados a degradagéo da parede celular vegetal. Este tipo
de atividade enzimatica é coerente com funcbes atribuidas a efetores secretados por
nematodes fitoparasitas, implicados na penetragao e colonizagao dos tecidos hospedei-
ros (Li et al, 2022).

Em suma, a analise preditiva dos genes selecionados revelou uma diversidade funcional
significativa, com proteinas associadas a processos estruturais, atividades enzimaticas
digestivas ou redox, bem como uma proteina sem anotagcéo conhecida, potencialmente
inovadora. Estas observag¢des suportam a relevancia dos genes para estudos posterio-
res de expresséo e validagao funcional no contexto da interagédo de B. xylophilus com o

seu hospedeiro.

Tabela 6- Analise in silico dos genes, transcritos e proteinas codificantes em estudo. Lista de
primers para cada gene candidato e respetivas sequéncias, temperatura de melting e annea-
ling.

Tamanho da

Genes candidatos Sequéncia dos primers (5’-3’) , Dominio da proteina (/nterPro)
proteina (aa)
BXYJ5.0601 F> ATGAGGGTTCTTGTGGTAGG FAD/NAD(P)-binding domain
R—>CAGAAGACCAATCTGAAGAGA 524 (IPRO00960)

Col_cuticle_N_2
(IPR002486)

F->ATGGATCCACACAAACAGCTTC Nematode cuticle collagen N-termi-
BXYJ5.0201 R-> TAATAGCCTGGGGCAGTTCG 380 nal domain (IPR0024869)

Collagen triple hélix repeat (20
cépias) (IPRO08160)

Peptidase family A1 (IPR033121)

Acid proteases (IPR021109)
F-> TGCCTTATGGCTACTCTCACT .
BXYJ5.0302 359 Eukaryotic aspartyl protease
R—> CGCAACCTTAACTCTTCTAATG

(IPRO33121)

BXYJ5.0300 F>ATGTCTTCTGCTTTCCGTCG 181 N&do conhecido
R—>:AGCCGCTGGGCTCTTCAGAA

Barwin-like endoglucanases

(IPRO36908)
BXYJ5.0102 F> ATGAAGCTGTTTGTAGTGGC 233 .
R-> TTATCCGGAGAAGCTGTCCT Glycosyl hydrolase family 45

(IPRO00334)
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Para analisar a similaridade das sequéncias proteicas deste estudo com outros organis-
mos, realizou-se um BLASTP com todos as espécies nematodes e com outros organis-
mos. Na Tabela 7 esta representado o organismo com a sequéncia proteica mais similar
a proteina respetiva do NMP. Pelos resultados obtidos do estudo preditivo da similari-
dade da sequéncia proteica feita no Wormbase parasite, a percentagem de identidade
varia entre os 88,0% e os 26,5% (e-value entre 1.4E-27 e 8.4E-115). O gene
BXYJ5.0601 revelou uma identidade extremamente elevada (88%) com uma sequéncia
proteica de B. okinawaensis, com um e-value de 0.0, indicando uma homologia alta-
mente significativa. Este nivel de conservacao sugere que a proteina correspondente é
conservada no género Bursaphelenchus, sendo provavel que esteja associada a pro-
cessos celulares, como o metabolismo oxidativo, como ja sugerido pelo dominio
FAD/NAD(P)-binding anteriormente identificado.

De forma semelhante, o gene BXYJ5.0201 apresentou uma identidade de 85,1% com
uma sequéncia homoéloga de B. okinawaensis (e-value = 1,4E-27), o que aponta para
uma possivel fungdo estrutural igualmente conservada. Tendo em conta que este gene
codifica uma proteina rica em dominios colagénicos e associados a cuticula, a conser-
vacgao observada reforga a sua possivel importancia na formagao da cuticula e integri-

dade corporal dos nematodes.

Em contraste, o gene BXYJ5.0302 apresentou uma percentagem de identidade bas-
tante reduzida (26,5%; e-value = 7,9E-13), o que pode indicar uma divergéncia funcional
relevante. A baixa similaridade sugere que, apesar da presenga de dominios tipicos de
peptidases acidas, esta proteina podera ter evoluido adaptacdes especificas ao estilo
de vida fitoparasita de B. xylophilus, ndo sendo conservada no mesmo grau em B.
okinawaensis, que é micofago. Este padrao é consistente com proteinas envolvidas na
interagdo com o hospedeiro vegetal, cuja variabilidade é comum em efetores adaptati-

VOS.

O gene BXYJ5.0300 apresentou uma identidade intermédia (60,4%) com a sua sequén-
cia homodloga em B. okinawaensis, com um e-value de 5E-52. Apesar da auséncia de
dominios anotados nas bases de dados consultadas, a homologia moderada observada
sugere que se trata de uma proteina conservada, embora com potencial divergéncia
funcional ou estrutural que podera justificar a auséncia de anotagao funcional. Este gene
podera representar uma proteina com fung¢des ainda nao caracterizadas no género Bur-

saphelenchus.

Por fim, BXYJ5.0102 demonstrou uma percentagem de identidade elevada (82,4%; e-

value = 8,4E-115) com uma proteina de B. okinawaensis. Esta forte conservacao é
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coerente com a presenga de dominios glicosil hidrolase da familia GH45, uma celulase
associada a degradacgao da parede celular vegetal. A homologia observada entre espé-
cies com diferentes habitos alimentares micéfago e fitoparasita indica que estas enzi-
mas poderao desempenhar papéis mais amplos, tanto na digestao de celulose em am-
bientes fungicos como na penetracao e colonizagdo de tecidos vegetais. Em suma, a
analise de similaridade interespécies permite distinguir entre proteinas altamente con-
servadas, geralmente associadas a fungdes celulares ou estruturais essenciais, e pro-
teinas menos conservadas que poderao refletir adaptagbes funcionais especificas ao

parasitismo.

Tabela 7- Anélise preditiva de similaridade de sequéncias por BLASTp.

Identificagao Organismo Descrigao % de identi- E-value
do Gene dade

Bursaphelenchus
BXYJ5.0601 okinawaensis 88.0 0.0

Nematode filogeneti-
camente préximo de

BXYJ5.0201 Bursaphelenchus B. xylophilus, utilizado
okinawaensis como modelo em es- 85.1 1.4E-27
tudos genéticos e
evolutivos.
BXYJ5.0302 Bursaphelenchus
okinawaensis 26.5 7.9E-13
BXYJ5.0300
Bursaphelenchus 60.4 5E-52
okinawaensis
BXYJ5.0102 Bursaphelenchus
okinawaensis 824 8.4E-115

5.2. Quantificagcao do DNA genémico

As amostras de gDNA de B. xylophilus foram quantificadas por espectrofotometria no
NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer (ThermoScientific). As razées de absorvan-
cia 260/280 nm e 260/230 nm foram utilizadas como indicadores de qualidade do DNA.
Uma razao 260/280 nm préxima de 1,8 é geralmente indicativa de DNA com elevada
qualidade, enquanto a razao 260/230 nm deve situar-se idealmente entre 2,0-2,2. No

caso da amostra DNA1, o valor de concentragao obtido na primeira medigéo (7,3 ng/uL)
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foi desconsiderado por se encontrar fora do intervalo esperado e ndo compativel com a
segunda medicao. Para a amostra DNA2, foi calculada a média entre as duas medigdes,
resultando numa concentragao final utilizada de 18,15 ng/uL. A Tabela 8 apresenta os

resultados das medigdes realizadas.

Tabela 8- Quantificagdo das amostras de DNA genomico por espectrofotometria.

Amostra Medigdo 260/280 260/230 Concentragdo (ng/ulL)
DNA1 8 2,82 2,11 7,3* (ignorada)
DNA1 28 1,78 0,38 26,2
DNA2 12 2,07 0,56 21,2
DNA2 28 2,36 1,01 15,1
DNA2 — — — 18,15 (média)

5.3. Validagcao dos genes candidatos

Apods a amplificacao inicial por PCR com temperatura de annealing de 49°C, os cinco
genes em estudo (BXYJ5.0601, 0201, 0302, 0300 e 0102) foram analisados por eletro-
forese em gel de agarose, permitindo uma avaliagao qualitativa da eficiéncia da amplifi-
cagao (Figura 5). O gene 0601 apresentou forte arrastamento e auséncia de banda ni-
tida, sugerindo degradacéo do DNA, amplificagéo inespecifica ou interferéncia por con-
taminantes. Dada a impossibilidade de interpretar os resultados com fiabilidade, este

gene foi excluido das analises posteriores.

No caso do gene 0302, observou-se uma banda unica, bem definida e com um tamanho
aproximado de 1500 bp, valor muito proximo do tamanho tedrico esperado (1391 bp).
Este resultado sugere uma amplificagcéo especifica e eficiente, pelo que o gene foi sele-

cionado para continuar nas etapas seguintes.

Para o gene 0300, foram observadas duas bandas distintas, sendo a mais intensa apro-
ximadamente 750 bp, compativel com o tamanho esperado (637 bp). A presengca de uma
segunda banda podera dever-se a amplificacdo de regides inespecificas ou produtos
secundarios, como dimeros de primers. No entanto, a banda predominante, préxima do

tamanho previsto, justificou a sua inclusdo numa etapa de otimizagéao.
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Relativamente ao gene 0102, a eletroforese revelou multiplas bandas com arrastamento
pronunciado, o que podera indicar amplificagao inespecifica, presenca de produtos de-
gradados ou concentracao inadequada dos reagentes de PCR. A baixa qualidade do

perfil obtido levantou duvidas quanto a fiabilidade da amplificagao.

O gene 0201 apresentou uma banda bem definida com tamanho inferior a 250 bp, infe-
rior ao valor esperado (1372 bp), acompanhada de arrastamento. Estes dados poderao
refletir uma amplificagcao parcial ou a presenca de fragmentos degradados. Apesar da
banda ser visivel, a discrepancia entre o tamanho observado e o esperado fez com que

nao fosse escolhido para qPCR.

Figura 5- Visualizagéo por eletroforese em gel de agarose dos resultados da amplificagao dos 5
genes candidatos por PCR. Marcador: 1 kb DNA Ladder ready-to-use (BIORON).

Face aos resultados obtidos, procedeu-se a otimizagcao da temperatura de annealing
para 55°C nos genes 0300 e 0102, com o objetivo de melhorar a especificidade da rea-
¢ao. Apos a repeticao da PCR e eletroforese, o gene 0302 manteve o perfil anterior-
mente observado, confirmando a sua reprodutibilidade e qualidade de amplificagao (Fi-
gura 6). No entanto, o gene 0300, que anteriormente havia mostrado uma banda intensa
e préxima do tamanho previsto, ndo apresentou qualquer banda visivel apds a otimiza-
¢ao, o que pode dever-se a diminui¢gao excessiva da eficiéncia de annealing dos primers
ou degradagao do cDNA. O gene 0102 manteve o padrao com arrastamento, indicando
que a otimizagao térmica nao foi suficiente para garantir a especificidade da amplifica-
¢ao. Perante estes resultados, foram selecionados os genes 0302 pela sua consisténcia

e especificidade e 0300 que, apesar da falha na segunda amplificagdo, revelou uma
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banda intensa e préxima do tamanho esperado na primeira analise para posterior ana-

lise de expresséao por gPCR.

0302 0300 0201 0102

Figura 6 - Visualizagdo por eletroforese em gel de agarose dos resultados da amplificagao de 4
genes candidatos por PCR. Marcador: 1 kb DNA Ladder ready-to-use (BIORON).

5.4. Andlise da expressao relativa dos genes candidatos

Com o objetivo de avaliar o efeito do silenciamento do fator de transcricéo (TF) na ex-
pressao de dois dos genes candidatos validados, foi realizada uma analise de expres-
sao relativa por RT-gPCR. Esta técnica permite quantificar com elevada sensibilidade e
especificidade a variagdo na expressao de transcritos entre diferentes condigbes expe-
rimentais. Areacgao foi preparada numa placa de 96 pogos, utilizando a quimica baseada
em SYBR Green, um corante intercalante fluorescente que permite a detecao da ampli-
ficagdo em tempo real. Os valores de Ct (cycle threshold) obtidos correspondem ao nu-
mero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia ultrapasse o limiar de detegao e
foram utilizados para calcular a express3o relativa dos genes através do método 224,

conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001) (Livak & Schmittgen, 2001).

Para cada gene de interesse, a expressao foi normalizada em relagdo ao gene de refe-
réncia (actina), permitindo compensar variagdes técnicas entre amostras. Em seguida,

a condi¢ao de tratamento (silenciamento do TF) foi comparada a condi¢ao assumida
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como expressédo basal (valor = 1). Valores inferiores a 1 indicam diminuicdo da expres-

sdo em relagao ao controlo, enquanto valores superiores a 1 indicam aumento.

Os resultados (Figura 7) mostraram que ambos os genes analisados (BxyJ5 0300 e
BxyJ5 0302) apresentaram uma reducido da expressao sob a condi¢do de silencia-
mento do TF. Este padréo sugere que a presenca do TF é necessaria para a expressao
normal destes genes, apontando para uma possivel regulagcéo positiva direta ou indireta.
Na primeira abordagem, foram analisadas as réplicas individualmente. Os valores de
expressao relativa (224¢Y) obtidos indicaram uma redugdo da expressao dos dois genes
no tratamento, em comparagdo com o controlo. Valores de 222¢ inferiores a 1 indicam
que houve uma diminuigao da expressao em relagcédo ao controlo, o que pode significar

que o TF atua como um regulador positivo da transcrigcdo destes genes.

Expressao relativa dos genes
1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

controlo BxyJ5_ 0300 BxyJ5 0302

Figura 7 - Comparagédo da expressao relativa de cada gene entre as condigbes em estudo.

Esta tendéncia foi observada de forma consistente em ambas as réplicas, sugerindo
que o silenciamento do TF teve um impacto direto na expresséo destes genes. A dimi-
nuicdo da sua expressao em resposta a auséncia do TF indica que a presenca deste
fator pode ser necessaria para a ativagao da transcrigao dos genes, o que sera relevante

para futuras analises funcionais.
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6. Conclusoes

Durante o estagio, foi avaliada a influéncia de um fator de transcricdo na regulacao
de genes no nematode fitoparasita Bursaphelenchus xylophilus. Utilizou-se RT-qPCR
para medir a expressao relativa de genes especificos, normalizando com o gene refe-
réncia actina, e aplicando o método 222€t para analise dos resultados. Em conjunto, os
resultados indicam que o fator de transcricdo em estudo exerce um papel regulatério
importante sobre genes que potencialmente influenciam a capacidade do nematode de
sobreviver e causar danos ao pinheiro.
Observou-se uma reducdo significativa na expressdao dos genes BxyJ5 0300 e
BxyJ5 0302 ap6s o silenciamento do fator de transcricdo. O gene BxyJ5 0300 nao
apresenta dominios de proteinas conhecidos, o que indica que sua funcdo pode ser
ainda desconhecida ou que atua de forma n&o convencional, o que dificulta a predicao
direta de seu papel biolégico. No entanto, a diminuigdo da sua expressao sugere que
este gene pode ter uma fungao regulada pelo fator de transcricado que, embora nao es-
teja caracterizada por dominios reconhecidos, pode ser importante para processos
ainda a elucidar no nematode.
Por outro lado, o gene BxyJ5 0302 codifica uma proteina com dominio da familia Pep-
tidase A1, correspondente a proteases acidas e proteases aspartil eucaridticas. Essas
proteinas sao frequentemente envolvidas na degradacao de proteinas e processos me-
tabdlicos importantes, incluindo a modulagdo da interacdo do parasita com o hospe-
deiro, digestdo de proteinas do tecido vegetal ou processos de invasdo. A redugao da
expressao deste gene pode, portanto, comprometer a capacidade do nematode de de-
gradar proteinas essenciais para sua alimentacdo, desenvolvimento e invasdo, redu-
zindo a sua viruléncia.
Este trabalho contribui para o aprofundamento do conhecimento sobre os mecanismos
moleculares que regulam a patogenicidade do Bursaphelenchus xylophilus e pode ser

util para o desenvolvimento de novas estratégias de controlo biol6gico deste parasita.
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