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INTRODUCAO

A vassoura de bruxa € uma doenca do cacaueiro que tem como
agente etiologico o fungo Moniliophthora perniciosa. Estudos com outros
organismos fitopatogénicos mostraram que a descoberta de genes
exclusivos de patdgenos € de extrema importancia na busca por métodos
de controle de doencas. Alguns desses genes podem estar ligados a
patogenicidade do organismo e codificar proteinas extracelulares,
pequenas e ricas em cisteina. Essas proteinas podem ser cruciais para a
instalacao da doenca em plantas suscetiveis, mas também podem
provocar resposta defensiva em plantas resistentes. Desse modo,
acreditamos que o estudo destas proteinas exclusivas de M. perniciosa

possa ajudar no controle da doenca vassoura de bruxa.

OBJETIVOS

O principal objetivo do projeto foi descobrir novos genes exclusivos

do fungo Moniliophthora perniciosa e montar uma biblioteca com esses
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programas computacionais de predicao génica.

]
L Y aloals N o oYW Y P Wal oW Y IcAl‘nAAIAAA

MATERIAL E METODOS

Selecionamos modelos de genes com caracteristicas comuns a
genes de patogenicidade tipicos de outros fitopatogenos como: a)
presenca de peptideo sinal para exportacao, b) alta porcentagem de
residuos de cisteina (conferem estabilidade a proteina) e c) proteina
hipotética de tamanho reduzido. Desenhamos dois grupos de primers
para esses modelos génicos, o primeiro contendo a seqliéncia indicada
como peptideo sinal e o segundo contendo a seqiéncia a frente do
peptideo sinal (proteina madura). Cultivamos o fungo em meios
contendo glicose ou extrato de cacau como fontes de carbono, extraimos
RNA total do fungo e entao sintetizamos cDNA. Validamos e confirmamos
a expressao dos genes novos por meio de técnicas de RT-PCR. Em
seguida, clonamos os cDNAs dos novos genes em vetores de replicagem
para que posteriormente eles sigam para testes de funcionalidade. A
metodologia aplicada ao projeto encontra-se ilustrada na Figura 1.
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Figura 1. Pipeline do projeto.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecao dos modelos de genes preditos resultou em 22 modelos
que continham as caracteristicas desejadas. Destes 22, 14 modelos
génicos tiveram sua expressao confirmada, sendo entao validados e
estdao em fase de clonagem. Até o momento temos quatro genes ja
clonados em vetores de replicagem, formando a biblioteca de genes
NOVOS.

A maior parte dos genes validados foram expressos em micélio
crescido em meio contendo glicose como fonte de carbono (Figura 2).
Entretanto um pequeno numero de genes mostrou-se expresso também
em meio contendo extrato de cacau como fonte de carbono (Figura 3).
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Figura 2. Gel de agarose contendo o DNA genomico como template
resultado das amplificacbes de gene da PCR

expresso em meio com glicose. A linha
indica o fragmento de 500 pares de base
do Marcador Gene Ruler 100bp DNA Glic
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Figura 3. Gel de agarose contendo o
resultado das amplificacoes de gene
expresso tanto em meio com glicose, como
em meio com cacau como fontes de
carbono. A linha indica o fragmento de 500
pares de base do Marcador Gene Ruler
100bp DNA Ladder (Fermentas).

CONCLUSOES

A importancia da identificacao de genes unicos de um organismo €
notavel, e a relevancia do presente trabalho esta em validar a existéncia
de genes em Moniliophthora perniciosa nunca antes caracterizados em
nenhum outro fitopatogeno. A expressao de alguns desses genes em
meio contendo extrato de cacau pode fornecer evidéncias acerca dos
mecanismos moleculares envolvidos na interacao planta-patogeno.
Estudos posteriores devem ser realizados a fim de elucidar as funcoes
especificas desses genes.



