Introducao

O fungo basidiomiceto M. perniciosa é o patégeno causador da doenga vassoura-de-
bruxa no cacaueiro (Theobroma cacao). Sua introdugdo na regido sul da Bahia, principal
produtora do pafs, proporcionou sérios prejuizos para a regido e um grande obstaculo para
a viabilidade econdmica da cultura cacaueira no Brasil. Os sintomas da doenga
compreendem perda da dominéncia apical, clorose e hipertrofia e hiperplasia dos tecidos
infectados, resultando no enfraquecimento da planta e diminui¢do na sua produgao.

Muitos fungicidas empregados em lavouras, como as drogas a base de estrobilurinas,
se baseiam na inibicdo de complexos especificos da cadeia de transporte de elétrons
mitocondriais (CTE). A estrobilurina inibiu substancilamente o crescimento do fungo em
testes em laboratdrio, mas M. perniciosa mostrou-se insensivel a substincia em campo.
Especula-se que alteragdes no metabolismo energético do fungo ao longo de seu
desenvolvimento causem as diferencas observadas (Figura 1). A resisténcia ao fungicida
seria explicada pela atividade de uma oxidase alternativa (Aox), cujo gene foi encontrado no
genoma do fungo. Assim, visando entender o metabolismo energético do fungo ao longo do
seu desenvolvimento, estabeleceu-se metodologia para propiciar andlises bioquimicas dos
componentes da CTE do patégeno, pois estes componentes podem ser alvos em potencial
no combate a doenca.
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Figura 1: das fases apr

pelo fungo M. perniciosa ao longo de seu
desenvolvimento. Os testes em laboratério com a
substancia estrobilurina foram feitos em material
em fase saprotréfica. Em campo, no entanto, o
fungo pode ser encontrado em todos os estigios.
Andlises genética comprovaram que o fungo em
fase saprotrofica apresenta expressao do gene Aox
menor que em fase biotréfica.

Metodologia

Abordagens testadas quanto a eficiéncia e credibilidade para a futura analise da cadeia
de transporte de elétrons.
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Figura 2: Exemplo de consumo de oxigénio obtido por meio de um
oxigrafo. Os nlimeros de 1 a 5 indicam os trechos correspondentes
aos estados mitocondriais. Mitocondrias na auséncia de substratos
encontram-se no estado 1. A adi¢do de um substrato promove o
estado 2 (consumo de oxigénio desassociado da fosforilagdo do
'ADP). O ADP inicia o estado 3 (sintese de ATP acoplada a entrada de
prétons ao espago intermembranar pela ATP-sintase). O
esgotamento do ADO inicia o estado 4 (consumo de oxigénio
desacoplado da fosforilagio). A extingdo do oxigénio da cubeta
promove o estado 5.
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Resultados

Os testes iniciais com hifas intactas do fungo geraram respostas pouco confiaveis apds
a exposi¢do do material a inibidores e estimuladores de componentes da CTE (Figura 3).

Figura 3: Graficos representando o consumo de oxigénio de hifas apés a adigdo das
substéncias indicadas. (A) Houve uma pequena inibi¢do provocada por Antimicina
A, cujo residuo nio sofreu muita interferéncia de SHAM. Apesar da inibi¢do ndo ter
sido total, da indicios da origem mitocondrial do consumo de oxigénio. (B) O
consumo de oxigénio néo foi afetado por nenhum dos estimuladores acrescentados,
que ndo permite confirmar a origem mitocondrial da respiracio ou a realizagdo de
testes Ivendo potencial de b

Para a analises envolvendo protoplastos foi necessario aumentar a eficiéncia da
metodologia. O tempo ideal de agdo da enzima sobre o material foi estabelecido em 3 horas
(Figura 4A) e o osmolito Sorbitol (1M) em tampao Tris HCI (100mM) foi o mais adequado
para manutencdo das células (Figura 4B).

A Ed B Figura 4: Testes para melhorar a eficiéncia de protoplastizagio.
i (A) quantidade de protoplastos, representada pela absorbancia, o
M longo do tempo em trés amostras diferentes. Os quadrados

I representam as médias e a linha de tendéncia estd indicada. (B)

. Rendimento médio de duas amostras tratadas com os seguintes

osmolitos: (a)Sorbitol 0,95 M, Tris HCl 10mM, pH 7,0; (b)Sorbitol

———————————— 1M, Tris HCI 100mM, pH 5,8; (c)Sorbitol 0,6 M, Tris HCl 100mM,
osmolios PH 7,0; (d)Sacarose 20%, Tris HCl 25mM, pH 7,5.
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As curvas de consumo de oxigénio apresentaram insensibilidade a alguns
estimuladores e inibidores (Figura 5). Também ndo foi possivel comprovar se as taxas de
consumo de oxigénio eram estritamente mitocondriais ou decorrentes da atuagio de outros
componentes celulares, como os peroxissomos (Figura 5B).

Figura 5: Gréficos representando o consumo de oxigénio de
protoplastos apds a adicdo das substancias indicadas. (A) Houve
uma inibigio idera p por imicina A e o
acréscimo subseqiiente de SHAM inibiu totalmente o consumo de
oxigénio, que da indicios de sua origem mitocondrial. (B) O
consumo de oxigénio ndo foi afetado pelos estimuladores
acrescentados, que nao permite confirmar a origem mitocondrial
da respiragdo. A inibigdo parcial provocada por rotenona pode
indicar a provével atividade de outros componentes celulares.

0 isolamento de mitocondrias do fungo propiciou anélise dos principais controles de
acoplamento e qualidade mitocondrial (razio ADP:0, controle respiratdrio e presenga de
linha de base - Figura 6). A linha e base, representada pelo estado 1 (Figura 2), apresentou
um consumo médio de 1,83 #0,33nmol 02.min-1.mg-1 proteina (n=8), que pode ser
indicativo de contaminantes. O controle respiratério e a razdo ADP:0O foram determinadas
ap6s uma série de ensaios (Tabela 3).
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Figura 6: Modelo correspondente a um ensaio de consumo de oxigénio realizado
no dia 27/03/08 com 0,91ug de proteinas. As barras vermelhas indicam a
aplicagdo de substancias. As setas cinzas, indicam a transigao do estado 3 para o
estado 4. Preparagdo mi ial (Mito), i (Succ.), N-propil-galat
(Galato) e Antimicina A (AA.). O controle respiratério é dado pela razio entre os
estado 3 e 4, enquanto a razio ADP:0 é dada pela propor¢do entre moléculas de
ADP fornecidas e moléculas de Oxigénio consumidas para fosforilar esse ADP.

Conclusoes

A utilizacdo de hifas integras nos ensaios de consumo de oxigénio ndo foi
adequada, visto que a metodologia ndo gerou resultados confiaveis.

A utilizagdo de protoplastos para a caracterizacdo da cadeia respiratéria do
fungo M. perniciosa mostra-se bastante eficiente quando se analisa a via
alternativa e o complexo III, mas ensaios envolvendo substdncias como malato,
glutamato, succinato, malonato, nao sdo conclusivos.

O extrato mitocondrial atendeu aos principais critérios de qualidade
utilizados em analises bioquimicas de cadeias respiratérias, como presenca de
linha de base, razdo ADP:0, controle respiratério e formacdo de potencial de
membrana.

Ainda had a necessidade da determinacido de inibidores e estimuladores
ideais e suas concentragdes, para se conduzir andlises criteriosas dos
componentes da cadeia transportadora de elétrons de M. perniciosa:
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