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Resumo

O nematode da madeira do pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, € um
endoparasita migratério responsavel pela doenca da murchidéo do pinheiro (DMP) que
tem impacto na biodiversidade e economia do sistema florestal. Durante a interagéo
com o seu hospedeiro, 0 NMP secreta diferentes tipos de proteinas, expressas na sua
maioria nas glandulas esofagicas, que o ajudam na migracao, supressao das defesas
e manipulam da planta para o seu beneficio. Com base num estudo anterior do
transcriptoma das glandulas esofagicas, foram selecionados seis genes
abundantemente expressos nestes tecidos. Neste trabalho pretende-se analisar,
caracterizar preditivamente e validar um conjunto de potenciais genes envolvidos no
parasitismo, utilizando varias técnicas de biologia molecular (amplificacdo por reacao
em cadeia de polimerase (PCR), eletroforese em gel de agarose e amplificacéo por
reacdo em cadeira de polimerase com transcrigado reversa quantitativa (RT-PCR)). Para
compreender a sua possivel funcao no parasitismo localizou-se a expresséo dos genes
candidatos nos tecidos do NMP, utilizado uma técnica de hibridagéo in situ.

Os seis genes candidatos foram validados no genoma e transcriptoma do NMP.
Todas as proteinas codificadas tém a presenca de um sinal peptidico no N-terminal que
indica que, possivelmente, seréo secretadas no hospedeiro. Os dominios das proteinas
foram identificados como proteases aspérticas A1 (BUX_00713_957 e BUX_01281_82),
endoglucanase (BUX_00397_6) e alfa amilase (BUX 00422_152). Para os genes
BUX_00713_957, BUX_01281 82, BUX 00422 33, gene BUX_00422_ 152 foi possivel
detetar o sinal da sua expressao no intestino. Para o gene BUX_00397_6 (glicosil
hidrolase familia GH45) foi detetado um sinal nas glandulas esofagicas onde
possivelmente é secretado pelo estilete e, uma vez no hospedeiro, tera a funcéo de
degradar a parede celular. Para o gene BUX_00351_434 nao foi possivel caracterizar-
se 0 seu dominio proteico nem confirmar o tecido onde é expresso. Esta proteina pode
ser especifica deste nematode e desempenhar um papel crucial no parasitismo. Neste
sentido, a andlise destas proteinas de parasitismo € importante para compreender a sua

funcéo na interagdo parasita-hospedeiro.

Palavras-Chave

Bursaphelenchus xylophilus, neméatodes parasitas de plantas, doenc¢a da murchiddo do

pinheiro, proteinas de parasitismo, hibridacédo in situ.



Abstract

The pinewood nematode (PWN), Bursaphelenchus xylophilus, is a migratory
endoparasite responsible for pine wilt disease (PWD) that impacts the biodiversity and
economy the forest system. During the interaction with its host, PWN secretes different
types of proteins, mostly expressed in the pharyngeal gland cells, which help the parasite
to migrate, suppress defenses and manipulate the plant for its benefit. Based on a
previous study of the transcriptome of the pharyngeal gland cells, six genes abundantly
expressed in these tissues were selected. In this work, we intended to analyze,
predictively characterize and validate a set of potential genes involved in parasitism,
using several molecular biology techniques (polymerase chain reaction (PCR)
amplification, electrophoresis in agarose gel, reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) amplification). In order to understand their possible role in
parasitism, the expression of candidate genes was localized in the PWN tissues, using
an in situ hybridization technique.

The six candidate genes were validated in the genome and transcriptome of the
PWN. All encoded proteins have the presence of a peptide signal at the N-terminus that
indicates that they will possibly be secreted in the host. The protein domains were
identified as aspartic proteases Al (BUX 00713 957 and BUX 01281 82),
endoglucanase (BUX_00397_6) and alpha amylase (BUX_00422_152). For the genes
BUX_00713_957,BUX 01281 82, BUX 00422 33,BUX_00422_152 it was possible to
detect the signal of their expression in the intestine. For the gene BUX 00397 6
(glycosyl hydrolase family GH45) a signal was detected in the pharyngeal gland cells
where it is possibly secreted by the stylet and, once in the host, it will have the function
of degrading the cell wall. For the gene BUX_00351_434, it was not possible to
characterize its protein domain or confirm the tissue where it is expressed. This protein
may be specific to this nematode and play a crucial role in parasitism. In this sense, the
analysis of these parasitism proteins is important to understand their role in the parasite-

host interaction.

Keywords

Bursaphelenchus xylophilus, plant parasitic nematodes, pine wilt disease, parasitism

proteins, in situ hybridization.
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1. Problemaética

O nematode da madeira do pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, Steiner &
Buhrer, 1934, (Nickle, 1970) é um fitoparasita migratério responsavel pela doenca da
murchid&@o do pinheiro (DMP). O NMP € endémico da América do Norte onde ndo causa
danos severos as espécies de arvores nativas, no entanto, no inicio do século XX foi
detetado no leste da Asia (Japdo, China, Coreia) onde causou danos significativos
nalgumas espécies de pinheiros (Jones et al., 2008; Vicente et al., 2012; Jones et al.,
2013). Esta doenga é uma das maiores ameagas para as florestas de coniferas em todo
mundo, causando sintomas como 0s observados na Figura 1 e morte das arvores, com
um impacto muito grande no sector socioecondémico e ecoldgico (diminuicdo da

biodiversidade florestal) nos paises afetados.

Figura 1: Sintomas da DMP em pinheiros-bravos do género Pinus com a copa seca e acastanhada
rodeados de pinheiros assintomaticos com a copa verde localizados em Portugal (adaptado de Vicente et
al., 2021).

Na Europa este nematode esta listado como um organismo de quarentena A2 pela
Organizacgéo Europeia para a Protecdo de Plantas (OEPP) (Bulletin OEPP, 2013). Em
Portugal, a Fileira do Pinho representou, no ano de 2021, 3,4% das exportacdes
nacionais e 37% das exportacdes das industrias da Fileira Florestal (Centro Pinus,
2022). Devido ao aumento do transporte de madeira infetada e desenvolvimento
bioldgico do inseto-vetor, a DMP foi detetada pela primeira vez em Portugal em 1999 e
dispersou pelo centro do pais, ilha da Madeira e por Espanha (Mota et al.,, 1999;
Robertson et al., 2011; Fonseca et al., 2012). Com a rapida propagacéo da infe¢do por
varios paises, é necessario ter uma estratégia de controlo que ndo dependa de
pesticidas, mas que inclua uma solucdo sustentavel para o combate de diferentes
variaveis da doenca (Espada et al., 2022). A amostragem e abate de arvores em
declinio, o tratamento térmico da madeira destinada a circulacdo dentro e fora de
Portugal, a fiscalizagdo do cumprimento das normativas em vigor por parte das

autoridades e a sensibilizagédo do publico para esta doencga sao algumas das medidas



preventivas de estratégia nacional que ajudam no combate e prevencdo da DMP
(Vicente e Inacio, 2021; Espada et al., 2022).

Este trabalho foca-se no estudo dos mecanismos moleculares de parasitismo do
nematode e na sua interacdo com o hospedeiro através de um conjunto de genes
candidatos do transcriptoma do NMP potencialmente envolvidos na infecdo. Se se
compreender como possivelmente atuam as potenciais proteinas no parasitismo através
de estudos funcionais, futuramente pode encontrar-se solugfes para o controlo deste

fitoparasita.

2. Objetivos do trabalho

Este trabalho tem como objetivo analisar, caracterizar e validar um conjunto de
genes candidatos, previamente selecionados a partir dos dados obtidos do
transcriptoma do NMP, Bursaphelechus xylophilus, que estdo potencialmente
envolvidos no parasitismo. Para compreender o papel dos genes candidatos no
parasitismo, os objetivos especificos do trabalho séo:

- Caracterizacao in silico dos genes, transcritos e do dominio catalitico das proteinas
codificadas;

- Validacdo da expresséo dos genes no genoma e dos transcritos no transcriptoma;

- Validacdo da expressdo dos genes de interesse nos tecidos dos nemétodes
atraves da técnica de hibridacéo in situ (ISH).

Para cumprir estes objetivos foram aplicadas diversas técnicas de biologia
molecular e nematoldgicas: analise preditiva de genes e proteinas; protocolos
experimentais para amplificar e analisar genes do nematode a partir de diferentes acidos
nucleicos (RNA e DNA); protocolo experimental in situ para o processo de hibridag&o de

sondas nos tecidos do NMP.

3. Revisao bibliogréfica
3.1. Nematodes parasitas de plantas

Os nematodes parasitas de plantas infetam plantas agricolas e florestas de grande
importancia econémica e ecolbgica. Possuem uma estrutura alongada e cilindrica com
sistema digestivo, reprodutor e nervoso que lhes permitem executar de forma bem-

sucedida o seu papel como parasita no hospedeiro de interesse (Perry e Moens, 2011).



Uma caracteristica morfolégica Unica dos nematodes fitoparasitas é a presenca de
um estilete, na regido anterior, uma estrutura em forma de agulha, conforme ilustrado
na Figura 2, que apresenta uma dupla fungdo: mecéanica por destruir as paredes
celulares e quimica por apresentar um tubo oco que permite secretar proteinas do
nematode dentro das células vegetais (Perry e Moens, 2011; Vieira e Gleason, 2019).

Estilete
Anfideos

Anel nervoso

Glandula dorsal

—>Glandulas subventrais

Figura 2: Esquema da regido anterior (cabe¢a) de um nematode fitoparasita onde esta representado o
estilete e as glandulas esofagicas compostas pela glandula dorsal, GD, e por duas glandulas subventrais,
GSV (adaptado de Vieira e Gleason, 2019).

As diferentes espécies de nematodes fitoparasitas podem ser categorizadas de
acordo com o seu estilo de parasitismo como: i) ectoparasitas que migram no solo sem
nunca entrar no hospedeiro e usam as raizes como fonte de alimentacado; ii)
endoparasitas migratorios que entram, migram e se alimentam dentro das células do
hospedeiro; iii) sedentarios (nematodes das galhas e dos quistos) que se alimentam e
reproduzem, formando estruturas complexas de alimentacdo mantendo o hospedeiro
vivo (Jones et al., 2008; Haegeman et al., 2012; Jones et al., 2013). Na Figura 3 esta

indicado os diferentes estilos de parasitismo descritos anteriormente.

Nematode

Nematode
das galhas

endoparasita
migratorio

Floema
Periciclo

Endoderme

Epiderme

Nematode

ectoparasita Nematode

i dos quistos

Figura 3: llustracdo dos diferentes tipos de parasitismo dos nematodes fitoparasitas: ectoparasita,
endoparasita migratério e sedentario (nematodes das galhas e dos quistos) (adaptado de Vieira e Gleason,
2019).



3.2. Nematode da madeira do pinheiro

O NMP, Bursaphelenchus xylophilus, Steiner & Buhrer, 1934, (Nickle, 1970),
observado na Figura 4, € um endoparasita migratorio responsavel pela DMP. Esta
doenca resulta de uma complexa interacéo bioldgica entre o agente patogénico (NMP),
0 seu inseto vetor (inseto do género Monochamus galloprovincialis que permite o
transporte e dispersao do nematode), e o0 hospedeiro (espécies de pinheiros do género
Pinus) (Sousa et al., 2001; Jones et al., 2008; Vicente et al., 2012; Futai, 2013). Esta
espécie distingue-se de outras espécies de nematodes fitoparasitas devido ao seu modo
de alimentacdo duo -micetofago e fit6fago- alimenta-se das células do hospedeiro
guando os tecidos vegetais estdo saudaveis (fase fitofago) e alimenta-se dos fungos
enddfitos presentes na arvore quando esta se encontra em declinio (fase micéfago). O
modo de alimentacdo duo permite-lhe sobreviver e reproduzir-se sexuadamente no
hospedeiro numa fase avancada da doenga, quando a arvore ja se encontra em declinio
e ndo ha alimento disponivel (Vicente et al., 2012; Espada et al., 2016). Todos o0s
estados de vida do NMP sao fitéfagos (com excecdo do ovo) e desenvolvem-se no
hospedeiro.

Adulto macho

Juvenil Adulto fémea

Figura 4: A) Juvenil do NMP, B. xylophilus, causador da DMP (ampliagdo 200x) (Leica DMi). B) Adulto
macho e adulto fémea do NMP, B. xylophilus (adaptado de Vicente et al., 2012).

Apesar dos esforcos das Autoridades Fitossanitarias Nacionais, a DMP dispersou
para o centro de Portugal continental, conforme indicado na Figura 5, Ilha da Madeira e,
em 2011, foi detetado em Espanha tornando-se assim um problema fitossanitario de
extrema importancia para a preservagdo da industria e biodiversidade das é&reas
florestais (Abelleira et al., 2011; Fonseca et al., 2012; Rodrigues et al., 2015).



Figura 5: Distribuicdo da DMP com as areas afetadas em Portugal continental. O NMP foi pela primeira vez
detetado, em 1999, na Peninsula de Setlbal e na década seguinte distribui-se pelas areas centro do pais
(adaptado de Rodrigues et al., 2015).

3.2.1. Ciclo de vida de Bursaphelenchus xylophilus

De forma a compreender melhor como funciona a infe¢éo e a propagacéao da DMP,
deve conhecer-se a biologia e o ciclo de vida do NMP que esté ilustrado na Figura 6.
Este € composto por quatro estados juvenis (J1 a J4) e por um estado adulto com
machos e fémeas que se reproduzem sexuadamente no hospedeiro (Vicente et al.,
2012; Vicente e Inacio, 2021).
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Figura 6: Ciclo de vida do NMP associado ao inseto vetor. Na transmissdo primaria, os nematodes
reproduzem-se nas células do cortex e do xilema migrando no seu interior e atingindo uma elevada taxa
reprodutiva. Quando a arvore entra em declinio, os recursos vegetais ficam escassos e 0 nematode muda
para a fase micofago, alimentando-se dos fungos enddfiticos da planta. Na transmiss@o secundaria, os
nematodes sdo atraidos para as camaras pupais dos insetos na forma de Jlll e entram num estado de
desenvolvimento especial JIV, a larva de dauer. Quando o inseto adulto eclode os nematodes vado dentro

do seu corpo, propagando assim a DMP (adaptado de Vicente e Inacio, 2021).

Inicialmente, a infecdo pelo NMP nas &arvores saudaveis ocorre através da
alimentacédo do inseto-vetor (Monochamus galloprovincialis), que transporta o nematode
no seu corpo sem lhe causar qualquer infecdo. O fitoparasita entra diretamente no cértex
do pinheiro quando o inseto se alimenta. Dentro do hospedeiro, 0 nematode alimenta-

se e migra nas células do cortex, parénquima e dos canais resinosos ao longo do tronco



da arvore até ao xilema (fase fito6faga) (Jones et al., 2008; Rodrigues et al.,2021). Na
Figura 7A € possivel observar-se os danos que os NMP causa nos canais resinosos e
no tecido medular do caule de um pinheiro infetado. Como resultado desta interagédo
ocorre o bloqueio da conducao de agua no xilema e floema, provocando a redugéo no
fluxo de resina das arvores, o escurecimento das folhas, como ilustrado na Figura 7B, e
por fim, a morte da arvore. Em condicdes favoraveis, o nematode reproduz-se
rapidamente podendo completar o ciclo de vida (de ovo a adulto) em apenas 6 dias. A
medida que a arvore entra em declinio, 0 nematode passa a alimentar-se dos fungos
endofiticos presentes nesse hospedeiro (fase micetofaga) (Vicente et al., 2012; Vicente
et al., 2021; Vicente e Inacio, 2021).

As arvores mortas ou em declinio sdo ambientes atrativos para a oviposi¢cado do
inseto-vetor. Nesta fase, os neméatodes evoluem de JllI (juvenil Ill de disperséo) para o
estado JIV, também conhecido por estaddio de dauer, onde ocorre a interrupcao do
processo de alimentacdo e o parasita é atraido para as camaras pupais do inseto.
Quando o inseto adulto eclode o nematode é transportado no seu corpo para um

hospedeiro saudavel (Vicente et al., 2021).

Caule do pinheiro em declinio com a DMP . 4 Caule do pinheiro sem
g sintomas da DMP

Figura 7: A) Fotografias de uma histologia de um caule de pinheiro infetado com a DMP onde se observa
canais resinosos corticais e axiais destruidos (DCD e DAD), a zona cambial (CC) aumentada, o tecido
medular completamente destruido (P) e nematodes (N) na regido da medula e zona cambial (adaptado de
Rodrigues et al.,2021). B) Pinheiro-bravo (Pinus pinaster) com sintomas da doenca da murchiddo do
pinheiro (do lado esquerdo) - caracterizado pelo amarelecimento e murchiddo das agulhas - na Peninsula
de Setubal, 30 km a SE de Lisboa (adaptado de Vicente et al., 2012). C) Fotografia de uma histologia de
um caule de pinheiro sem sinais de degradacao celular rodeados por células epiteliais intactas, com canais
resinosos corticais (CD), canais resinosos radiais (RD) e canais resinosos axiais (AD) (adaptado de

Rodrigues et al.,2021).

3.2.2. Interacdo do nematode da madeira do pinheiro com o hospedeiro

Durante a fase fitéfaga, as interacdes entre o NMP e o hospedeiro sdo mediadas
por proteinas de parasitismo, que tém um papel durante a infe¢cdo e contribuem para o
sucesso do nematode. Na sua maioria, estas proteinas sao produzidas nas glandulas



esofagicas (duas glandulas subventrais, GSV e uma glandula dorsal, GD) e podem ser
secretadas para dentro da planta, como é possivel observar na Figura 8. O estilete
permite perfurar a parede celular vegetal (rigida) durante a migragéo no tecido vegetal
ajudando na secrecdo das proteinas e na alimentacdo dos contetdos citoplasmaticos.
As proteinas secretadas tém no seu N-terminal um sinal peptidico (SP) que sinaliza a
sua secrecao para o exterior das células. A presenca do SP e a auséncia de dominio
transmembranar sdo dois dos fatores de selecdo para as potenciais proteinas
envolvidas no parasitismo (para além da expresséo diferencial durante a infe¢éo).

As proteinas de parasitismo tém diferentes funcgbes durante a migracdo e
reproducdo dos nematodes nos tecidos vegetais. As suas fungBes podem estar
envolvidas na degradacdo da parede celular e migragcdo dos nematodes nos tecidos
vegetais e digestao dos conteudos citoplasmaticos. Na prote¢cdo do nematode contra as
defesas da planta como moléculas capazes de destoxificar as moléculas de defesa da
planta, suprimir defesas ou manipular as vias de sinalizacdo do hospedeiro (Haegeman
et al., 2012; Espada et al., 2016; Vieira e Gleason, 2019; Mathew e Opperman, 2020;
Eves van den Akker, 2021; Espada et al., 2022).
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Figura 8: Esquema representativo da interacdo do NMP mediada por proteinas envolvidas no parasitismo
e expressas nas glandulas esofagicas (GSV e GD). Estas proteinas sédo secretadas para o interior das
células do hospedeiro através do estilete. Diferentes proteinas envolvidas no parasitismo estédo envolvidas
na migragao, alimentacao e defesas do nematode fitoparasita; outras proteinas que ndo se sabe qual a sua
funcdo e ndo tém similaridade de sequencia com proteinas disponiveis nas bases de dados publicas
(adaptado de Espada et al., 2022).

As novas tecnologias de sequenciacdo foram fundamentais para o avango desta
area e permitiram gerar uma grande quantidade de dados de gendmica, transcriptomica
e prote6mica. Em estudos anteriores com recurso a sequenciacao da nova geracao do

RNA mensageiro (MRNA) do NMP foram identificados varios genes do nematode



diferencialmente expressos durante a infecdo do hospedeiro e potencialmente
envolvidos no parasitismo (Espada et al., 2016; Tsai et al., 2016). Algumas das proteinas
de parasitismo do NMP gque foram identificadas sdo altamente expressas durante a
interacdo com o hospedeiro e sdo potencialmente secretadas nas células vegetais da
planta, como indicado na Figura 8.

As proteinas codificadas por estes genes tém diferentes fun¢des no parasitismo. Tal
como noutros nematodes fitoparasitas, o NMP tem celulases com capacidade de
degradar a parede celular (celulose) para facilitar a migracdo dos neméatodes pelo
hospedeiro. A B-1,4-endoglucanases (celulase) que pertence a familia da glicosil
hidrolase GH45 é unica no NMP (Kikuchi et al., 2011; Espada et al., 2016). Diferentes
proteases (cisteina, metalo, aspartica) e lisozimas foram identificadas como altamente
expressas no NMP durante a infe¢éo e podem ter funcdes importantes na alimentacao
dos conteddos celulares e também na defesa do nematode (Espada et al., 2016; Shinya
et al., 2021). Outro grupo de genes altamente expressos séo codificantes de enzimas
de detoxificacdo, tais como citocromos P450 e glutationa-S-transferase. Algumas das
enzimas participantes na via metabdlica de detoxificacao, que degradam as moléculas
exdgenas em compostos mais simples e faceis de metabolizar (Espada et al., 2016b).
Outras proteinas que séo diferencialmente expressas e estdo associadas a viruléncia
do nemétode, tais como a glicosil hidrolase GH30 e também a saposina (Bx-Sap-1 e Bx-
Sap-2), podem induzir a morte celular no processo de parasitismo (Hu et al., 2019; Zhao
et al., 2020, Shinya et al., 2021).

Adicionalmente, identificou-se na lista de genes mais expressos durante o
parasitismo, a presenca de proteinas codificantes cujo dominio ndo tém qualquer
similaridade de sequencia nas bases de dados publicas e que algumas podem ser
especificas deste nematode. Muitas destas sdo abundantemente transcritas nas
glandulas esofagicas e ndo se conhece a sua funcdo no parasitismo (Espada et al.,
2016; 2018; 2022). O seu estudo € importante para descrever novas proteinas e
compreender o seu papel no parasitismo.

Muitas das proteinas envolvidas no parasitismo sdo produzidas nas glandulas
esofagicas, tém a presenca de SP e podem ser secretadas pelo estilete para dentro da
planta ou transportadas internamente para outros 6rgaos, desempenhando funcdes
essenciais e necessarias para o sucesso do parasitismo. No NMP, foi também
sequenciado este tecido e identificado um novo conjunto de genes relacionados com o
parasitismo (Espada et al.,2018). Outros estudos mostraram uma abordagem
prote6mica sobre o secretoma destes neméatodes (Shynia et al., 2013; Cardoso et al.,
2022).



No estudo da interacdo entre o nematode e o0 seu hospedeiro, para compreender o
papel dos genes envolvidos no parasitismo é necessario estudar a fungéo das proteinas
que codificam. O objetivo destes estudos é demonstrar que um determinado gene(s) de
parasitismo tem influéncia sucesso da infe¢do, no entanto, revela-se muito desafiante.
Muitas das metodologias utilizadas podem incluir: expresséo espacial dos transcritos no

NMP e o silenciamento da expressao dos genes (Mantelin et al., 2017).

4. Metodologia experimental

Para a realizacdo deste trabalho é necessério o cultivo do fungo Botrytis cinerea em
placas de petri com meio de cultura PDA (agar de batata dextrose), que posteriormente
€ inoculado em baldes Erlenmeyer com cevada esterilizada, como demostrado na Figura
9A, durante cerca de oito dias a 20-21°C. ApGs o crescimento do fungo Botrytis cinerea
em placas de petri com meio de cultura PDA e/ou em balbes Erlenmeyer com cevada,
o isolado NMP, Bx RefINIAV (proveniente do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e
Veterinaria, Portugal), é inoculado na camara de fluxo laminar. O nematode alimenta-se
do fungo para se reproduzir e é incubado numa estufa a 25°C durante 7-10 dias no
Laboratério de Nematologia, Universidade de Evora. O resultado obtido depois da

incubacédo esta demostrado na Figura 9B.

A B

Figura 9: Placa de petri com meio de cultura PDA e um baldo erlenmeyer com cevada A) antes da
inoculagdo do NMP; B) ap6s a inoculagdo do NMP.

4.1. Caracterizacao e identificacdo dos genes candidatos para os

estudos — analise in silico

Num estudo anterior, Espada et al. (2018), foi sequenciado o transcriptoma das
glandulas esofagicas. A partir da sua analise foi possivel identificar uma lista de genes
gue foram ordenados pela sua abundancia. Neste trabalho pretende-se caracterizar seis
genes de interesse que pertencem a esta lista. Para cada gene realizou-se as seguintes

analises preditivas.



4.1.1. Analise preditiva das sequencias dos genes

Para conhecer e caracterizar de forma geral todos os genes em estudo utilizou-se o

Wormbase ParaSite (https://parasite.wormbase.org/index.html; Howe et al., 2017), uma

base de dados dos genomas de todas as espécies de nematodes atualmente
publicadas, que fornece diversas informacdes sobre a sequencia genémica, dominio da
proteina, dados gendmicos comparativos com outros nematodes, entre outras. No

software Exon-Intron Graphic Maker (http://wormweb.org/exonintron) realizou-se um

esquema ilustrativo com os fragmentos preditivos dos exdes (regides codificantes) e

intrdes (regides ndo codificantes).

4.1.2. Analise preditiva do dominio da proteina

Conhecer o tamanho e a fun¢éo que a proteina desempenha apés ser traduzida é
fundamental para compreender o seu papel no parasitismo. O InterPro (versdo 94.0)

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/; Paysan-Lafosse et al., 2023) usa modelos preditivos

para classificar as proteinas funcionalmente agrupando-as em familias de proteinas.
Para identificar o dominio proteico e o sinal peptidico dos seis genes em estudo utilizou-
se este programa. O sinal peptidico de cada proteina foi caracterizado através do site

SignalP-6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/; Teufel et al.,

2022). A similaridade das proteinas preditivas em estudo foi comparada nas bases de
dados publicas para encontrar sequencias ja descritas com similaridade (> 70%). Com
o software BLASTP estudou-se a similaridade com outras espécies de nematodes

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi; Altschul et al., 1990) analisou-se a similaridade

com todos os organismos disponiveis na base de dados. Esta analise serve para
compreender se a proteina em estudo tem similaridade de sequencia com outras
proteinas de diferentes organismos e possivelmente se desempenha a mesma funcéo

nesse organismo e no NMP.

4.2. Validacao dos genes candidatos

Para verificar os parametros preditivos analisados dos genes candidatos,
nomeadamente se existem no genoma (Kikuchi et al., 2011) e no transcriptoma (Espada
etal., 2016) é necessario valida-los experimentalmente utilizando diferentes técnicas de

biologia molecular.
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4.2.1. Extracdo dos nematodes da madeira do pinheiro de cultura

Para realizar a extracéo e recolha do NMP foi utilizado o método do tabuleiro (como
estd ilustrado na Figura 10). Para extrair nematodes da placa de petri, retirou-se com
uma espéatula o meio de cultura e colocou-se no tabuleiro como demostrado na Figura
10A. Para extrair os nematodes inoculados no baldo Erlenmeyer, retirou-se os graos de
cevada e colocou-se no tabuleiro. As amostras s&o acondicionadas no tabuleiro como
apresentado na Figura 10B e colocou-se agua até submergir a amostra. Deixou-se

repousar por 24 horas, a temperatura ambiente.

A B

Figura 10: A) Meio de cultura da placa de petri com os nematodes em cima das folhas de papel. B)

“Embrulho” feito com as folhas de papel.

ApOs as 24 horas, retirou-se a rede do tabuleiro com a amostra e descartou-se para
um contentor biol6gico. Utilizou-se um crivo de 38 um (esterilizado) para reter os
nematodes que se encontram na agua do tabuleiro como ilustrado na Figura 11A.
Concentrou-se a amostra de hematodes com 4gua destilada para um copo de recolha.
Quando a amostra recolhida tem residuos de fungos, pode preparar-se um funil de
Baermann adaptado (Southey, 1986) com um filtro de papel como demostrado na Figura
11C. A amostra é colocada no funil durante quatro horas para a mesma passar o filtro.
Com o decorrer do tempo 0os nematodes passaram o filtro de papel e os residuos ficaram

retidos no funil. Os nematodes foram recolhidos e guardou-se a amostra no copo de

recolha (Bulletin OEPP, 2013).

A B

Figura 11: A) A amostra foi crivada (38 ym) para a reter os nematodes presentes na agua, a partir do
método do tabuleiro. Depois recolheu-se o crivo com &gua destilada para um copo de recolha (B). C) As
amostras que continham muitas impurezas filtrou-se num funil de Baermann adaptado para eliminar os

residuos de fungo e recolher os nematodes.
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4.2.2. Extracao, purificacdo e quantificacdo do DNA genémico do NMP

Para concentrar a amostra, como ilustrado na Figura 12A, foi centrifugada
(Centrifuge 5430/5430R, Eppendorf) a 7830 rpm por 10 a 15 minutos, a temperatura
ambiente. Para extrair e isolar o DNA do NMP utilizou-se o NZY Tissue gDNA Isolation
kit (NZYTECH) e seguiu-se as instrucbes de acordo com a bula do fabricante. Os
nematodes foram macerados manualmente com um micropildo esterilizado como
demostrado na Figura 12B. Para lisar a amostra utilizou-se o Buffer NT1 e continuou-se
a macerar bem a amostra. Adicionou-se 25 pL da Proteinase K e incubou-se a 56°C
num termobloco (Thermomixer compact, Eppendorf), com agitacédo (400 rpm), durante
2 horas. Para a extracao do DNA dos NMP ser bem-sucedida é importante existir: i) uma
acdo mecéanica com o micropildo para esmagar os nematodes de modo a libertar o seu
material genético; ii) uma agdo térmica com o calor do banho seco que ajuda na
disrupcao dos tecidos e iii) uma ag¢do quimica com o uso de reagentes de lise e a
Proteinase K que permite a disrupcao tanto dos tecidos como das células para libertar
o DNA.

Figura 12: Tubo eppendorf concentrado de nematodes da madeira do pinheiro (imagem A). Maceragéo

com o micropildo estéril para matar os nematodes (imagem B).

Adicionou-se Buffer NL para precipitar o DNA do lisado. Adicionou-se 100% etanol
e aplicou-se a amostra numa minicoluna NZYSpin Tissue Column, que tem afinidade
para o DNA. Centrifugou-se (ScanSpeed Mini Microcentrifuge, Eppendorf) durante 1
minuto a 13,500 rpm e lavou-se com o Buffer NW1, para iniciar a limpeza do DNA retido
na mini coluna. Centrifugou-se a amostra a 13,500 rpm por 1 minuto e descartou-se o
filtrado. Adicionou-se Buffer NW2 na minicoluna, centrifugou-se a 13,500 rpm por 1
minuto e descartou-se o filtrado. Repetiu-se a lavagem com Buffer NW2 diluido com
etanol 100% e a centrifugagéo para secar a coluna. Esta etapa é critica para remover
vestigios de etanol que possam interferir na extragdo de DNA provenientes dos buffers
NL, NW1 e NW2. Eluiu-se a amostra com o Buffer NE e incubou-se durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Para eluir a amostra de DNA do NMP, centrifugou-se a 13,500
rpm durante 2 minutos.

Para quantificar o DNA gendmico obtido utilizou-se o Qubit 4 Fluorometer (Thermo

Fisher Scientific), um fluorbmetro que afere a qualidade e a concentragdo de moléculas
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de DNA, RNA ou proteina. Quantificou-se a amostra de DNA utilizando o reagente
Qubit™ 1X dsDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific). De acordo com as indicacdes
da bula fornecida pelo equipamento, preparou-se dois padrdes com Qubit™ working
solution e S1 e S2, respetivamente. O DNA gendmico quantificado foi armazenado a -
20°C.

4.2.3. Desenho dos primers para amplificacdo dos genes por PCR

Para amplificar a sequencia especifica completa de cada gene pela técnica de PCR
(reacdo em cadeia de polimerase), foi necessario desenhar o0s primers
(oligonucléotidos) forward e reverse, utilizando o software Oligo Calc: Oligonucleotide

Properties Calculator (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)  que,

posteriormente, foram sintetizados pela STABvida (https://www.stabvida.com/pt),

(Portugal). Para cada gene selecionou-se 20-22 nucle6tidos no inicio e no final da
sequencia genomica e calculou-se 0s seguintes parametros: percentagem de GC
(guanina-citocina), a temperatura de melting (TM) e complementaridade da sequencia
do par. Idealmente a percentagem de GC deve ser entre 40-60% para existir uma
distribuicdo uniforme das bases de citocina e guanina. A temperatura de melting deve
ser entre 50-70°C. Por fim é importante verificar a complementaridade da sequencia
para ndo correr o risco de se formar estruturas secundéarias. As solugbes stock dos
primers foram ressuspensos com agua para perfazerem uma concentragao final de 100
MM. Preparou-se solu¢des diluidas de cada primer na concentracao final de 10 pM.
Todas as solucdes de primers foram guardadas a -20°C.

Na técnica de PCR, os primers forward e reverse hibridam em locais especificos da
sequencia do DNA alvo e o fragmento entre os locais de ligagédo do primer é amplificado.
Neste estudo, na amplificacdo por PCR, os primers desenhados amplificam o
comprimento total dos genes com os exdes e intrdes. Na amplificagéo dos transcritos
por RT-PCR (reacdo em cadeira de polimerase com transcricdo reversa quantitativa)

(secdo 4.2.6.), os primers amplificam as regifes codificantes, ou seja, s6 os fragmentos

dos exdes. As sequencias de primers utilizadas, as condi¢bes de TM e percentagem de

GC para cada sequencia genémica estéo indicadas no Anexo A.

4.2.4. Amplificacéo por PCR

O PCR é uma técnica amplamente utilizada em biologia molecular que permite
amplificar muitas cépias de uma sequencia especifica de DNA para uso em diversos

processos posteriores, como por exemplo, na sequenciacdo ou quantificagdo qualitativa
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por eletroforese em gel de agarose. Esta técnica permitiu o desenvolvimento de um
conjunto de novas tecnologias para o uso em diferentes aplicacdes como a expressao
génica, a clonagem, a sequenciagdo, entre outras. Os reagentes para este processo
bioguimico sao a sequencia de DNA do organismo de interesse, 0s primers especificos
do fragmento que se pretende amplificar (sempre em par forward e reverse), a Taq DNA
polimerase porque € uma enzima termoestavel e é especifica para a amplificacdo dos
fragmentos de DNA, nucleétidos livres e MgCl. (cloreto de magnésio) que funciona como
cofator para a polimerase permitindo a incorporacdo dos nucleétidos durante a
polimerizagéo.

O termociclador (modelo T100 Thermal Cycler, Biometra) é o equipamento utilizado
para amplificar o DNA e que automatiza os ciclos de temperatura. O programa de reacao
de PCR tem diferentes etapas: i) a etapa de desnaturacéo inicial realiza-se a altas
temperaturas (>94°C) onde ocorre a separagao das duas cadeias do DNA (ocorre uma
vez); ii) cada ciclo inicia-se com a etapa de desnaturacdo (>94°C), seguida pela etapa
de annealing, onde os primers, (com uma temperatura especifica) se ligam
especificamente as regides complementares nas cadeias de DNA e inicia-se a
replicacado; e finalizado na etapa de extensao (72°C) em que a Tag DNA polimerase e
0s nucleétidos livres amplificam as novas sequencias de DNA; iii) o PCR é finalizado
pela etapa de extensao final (72°C). A otimizacao no processo de PCR é uma das etapas
mais importantes e que condicionam o sucesso da amplificagdo do DNA.

Neste estudo, para realizar o PCR de cada gene preparou-se amostras para 0s seis
genes com 0s reagentes necessarios para a reacdo de amplificacdo ocorrer com as
concentracdes indicados na Tabela 1. O controlo negativo é realizado para verificar que

ndo ocorreu nenhuma contaminagdo durante a experiéncia.

Tabela 1: Volumes e concentragdes finais otimizadas e utilizadas para cada solu¢éo no PCR.

Controlo Concentragdo
) Amostras )
negativo final
Primers forward e reverse (10 uM) lpL+1pL lpL+1pL 0,4 uM
DNA NMP (32,1 ng uL?) - 2,5puL 3,21 ng L
Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (0,2 U pL™?) 12,5 uL 12,5 uL 0,1UpL?
H20 destilada esterilizada 10,5 uL 8 uL
Volume final 25 uL 25 uL

O programa de reacgédo foi realizado com as seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial por 3 minutos a 95°C, desnaturagdo por 30 segundos a 94°C, annealing por 30
segundos, extensdo por 30 segundos por 72°C (repetido para 34 ciclos) e extenséo final

por 5 minutos a 72°C. A temperatura de annealing foi otimizada individualmente para
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cada gene. Os genes BUX_00351 434, BUX 00422 33 e BUX_ 01281 82 amplificam
a temperatura de 48°C e 0s genes BUX_00713_ 957, BUX 00422 152 e BUX_00397_6
amplificam a temperatura 50°C. Esta temperatura é estimada a partir da temperatura de

melting indicada no Anexo A.

4.2.5. Validacao dos resultados por eletroforese em gel de agarose

Neste estudo é utilizada a eletroforese horizontal com o objetivo de separar o DNA.
Um campo elétrico é aplicado numa tina com um gel de agarose onde os acidos
nucleicos migram do elétrodo negativo para o elétrodo positivo e sdo separadas pelo
seu tamanho relativo, carga e estrutura. Para visualizar e analisar os resultados do PCR
preparou-se um gel de agarose a 1%. A agarose é dissolvida em tampédo TBEO,5X
(Tris/Acido Borico/EDTA) e aquecido até ficar homogéneo. O agente intercalante do
DNA Green safe (NZYTech) homogeneizou-se em solucéo ainda liquida. O gel solidifica
no berco de eletroforese como indicado na Figura 13A. Quando o gel de agarose
solidificou colocou-se na tina de eletroforese. Adicionou-se 4 uL do marcador de DNA,
1kb DNA Ladder ready-to-use (BIORON), no primeiro pogo e nos restantes pocos
adicionou-se 5/6 YL de cada amostra. Foi aplicada corrente elétrica na tina de
eletroforese como demonstrado na Figura 13B, com uma intensidade de 80V durante
40min. Apds terminar a corrida, observou-se o gel num transiluminador com radiacéo
UV (VWR com sistema de fotodocumentacdo da marca, modelo GenoView) com

sistema de fotodocumentacdo de imagens, indicado na Figura 13C.

Figura 13: Preparacéo da eletroforese em gel de agarose. Ber¢co com o gel de agarose a solidificar na
imagem A. Na imagem B observa-se a tina de eletroforese ligada ao gerador de corrente elétrica. Na

imagem C observa-se o transiluminador com radiagao UV utilizado para documentar os resultados.

4.2.6. Sintese da cadeia simples de cDNA, amplificacdo dos transcritos por

RT-PCR e validacao por eletroforese em gel de agarose
Para validar os transcritos sintetizou-se a cadeia simples do cDNA (DNA

complementar) utilizando o kit SuperScript® Il First-Strand (Thermo Fisher Scientific).

O cDNA foi sintetizado a partir de uma amostra de RNA do NMP com uma concentragao
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de 697,6 ng/uL para se obter uma amostra de cDNA com uma concentracao final de
aproximadamente 1000 ng. As reacdes foram realizadas de acordo a bula do fabricante.
Guardou-se o cDNA a -20°C. Para amplificar os transcritos realizou-se um RT-PCR a
partir do cDNA. Os primers forward e reverse utilizados para a amplificacdo estéo
indicados no Anexo A. Adicionou-se os volumes indicados na Tabela 2 de cada solucao
com as seguintes concentraces em tubos de 0,2mL. Foi realizado um controlo negativo

de modo a verificar que ndo existiu nenhuma contaminacao durante a experiéncia.

Tabela 2: Amplificacdo dos transcritos a partir do cDNA por RT-PCR com a utilizacdo dos seguintes

volumes otimizados e as respetivas concentragdes finais.

Controlo
. Amostras Concentragdo final
negativo
Primers forward e reverse (10 uM) 1uL+1pL luL+1pL 0,8 uM
cDNA (1000 ng) - 2 uL 160 ng
Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (0,2 U uL?) 6,25 uL 6,25 uL 0,1U pL?
H20 destilada esterilizada 4,25 pL 2,25 uL
Volume final 12,5 L 12,5 uL

O programa de reacéo foi realizado com as mesmas condi¢cdes de temperatura
utilizadas na secéo 4.2.4. Para verificar os resultados do RT-PCR realizou-se uma
eletroforese em gel de agarose a 1,4% preparada como descrito anteriormente na se¢éo
4.2.5. Observou-se o gel num transiluminador com radiagcdo UV com sistema de

fotodocumentacéao.

4.2.7. Purificacdo dos produtos PCR e sequenciacéo direta pelo método de

Sanger

Para a validacédo das sequencias de cada gene amplificado pelo PCR, secéo 4.2.4.,
purificou-se as amostras e sequenciou-se pelo método de Sanger. Os produtos de PCR
gue correspondem ao comprimento total dos genes amplificados foram purificados pelo
kit MinElute PCR Purification (Qiagen) seguindo as instru¢cbes do fabricante. Os
produtos de PCR purificados foram eluidos em 15 pL de buffer de eluicdo por
centrifugacao a 13000 rpm durante 1 minuto.

Os produtos de PCR purificados para cada gene, exceto dos genes
BUX_00351_434 e BUX_01281_82, foram enviados para a sequenciacdo direta dos
fragmentos pelo método de Sanger (enviados para a empresa STABvida, Portugal). As
sequencias foram analisadas utilizando 0s programas 4peaks

(https://nucleobytes.com/4peaks/), Clustal Omega
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(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e o CLC Sequence Viewer 8 (Qiagen), para

a edicdo e alinhamento das sequencias.

4.3. Validacdo da expressao dos genes nos tecidos dos

nematodes por hibridacéo in situ

A hibridizacao in situ € uma técnica com grande sensibilidade normalmente utilizada
para detetar e localizar sequéncias de DNA ou RNA numa amostra biolégica. Neste
trabalho, este método serd utilizado para caracterizar e identificar a localizacdo da
expressdo dos genes em estudo nos tecidos do neméatode, através do protocolo descrito

no estudo de Boer et al., 1998.

4.3.1. Desenho dos primers e amplificacdo dos fragmentos por RT-PCR

Para cada gene candidato, os primers forward e reverse foram desenhados no

Primer 3 Input (https://primer3.ut.ee/; Untergasser et al.,, 2012), na sequencia do
transcrito. No maximo, cada par de primers deve gerar um fragmento de 200
nucledticos, suficientemente sensivel e também especifico. As condigcbes de TM e
percentagem de GC para cada sequencia estdo indicadas no Anexo B. Para amplificar
o fragmento de cada gene por RT-PCR, adicionou-se os volumes de cada solucdo

indicados na Tabela 3 com as seguintes concentracdes.

Tabela 3: Volumes e concentrages finais dos reagentes utilizados para realizar o RT-PCR para

amplificar os fragmentos para a hibridag&o in situ.

Controlo negativo Amostras Concentracéo final
Primers Forward e Reverse (10 uM) S5uL+5uL 5uL+5puL 1uM
dNTP mixture (2mM) 5uL 5uL 0,2 mM
MgCl2 (50 mM) 2L 2uL 2mM
Platinum Taq High Fidelity (5 U uL?) 0,2 uL 0,2 uL 0,02 U yL*?
cDNA (1000 ng) - 2L 40 ng
10X High Fidelity PCR buffer 5uL 5uL
H20 destilada esterilizada 25,8 25,8
Volume final 50 uL 50 pL

A reacdo foi realizada de acordo com o descrito na se¢éo 4.2.4. e a temperatura de
annealing utilizada foi de 48°C. Os produtos de RT-PCR foram purificados pelo kit
MinElute PCR Purification (Qiagen) seguindo as instru¢cbes do fabricante. Esta
purificacao foi realizada seguindo as mesmas indicacfes da secdo 4.2.7. Para confirmar

gue a amplificacdo dos produtos purificados, realizou-se uma eletroforese em gel de
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agarose a 2% preparada como descrito anteriormente na se¢do 4.2.5. utilizando o
marcador NZYDNA Ladder V. Os resultados obtidos foram visualizados no

transiluminador com radiacdo UV com sistema de fotodocumentacao.

4.3.2. Sintese das sondas com a Digoxigenina

Todos os produtos RT-PCR purificados foram quantificados no Qubit 4 Fluorometer
com o objetivo de se conhecer a concentracdo (como descrito na secdo 4.2.2.). Para
sintetizar sondas com a digoxigenina (DIG DNA Labeling Mix, Roche), utilizou-se o
produto purificado com uma concentracdo igual ou superior a 50 ng. Para cada gene
sintetizou-se uma sonda antisense com o primer reverse e uma sonda sense com o
primer forward. Como controlo para este estudo utilizou-se o gene BUX_00119 44,
endoglucanase expressa nas glandulas esofagicas, para o qual se sintetizou s6 uma
sonda antisense. Para cada gene as rea¢0es foram feitas de acordo com a indicagéo
do Anexo C. A reacdo de PCR decorreu com 35 ciclos nas seguintes condigfes:
desnaturacdo inicial por 2 minutos a 95°C, desnaturacdo por 15 segundos a 95°C,
annealing por 30 segundos a 48°C, extensao por 90 segundos por 72°C e extensdo final
por 5 minutos a 72°C. Para verificar os resultados de PCR realizou-se uma eletroforese
em gel de agarose a 1,4% preparada como descrito anteriormente na secédo 4.2.5.
utilizando o marcador NZYDNA Ladder V. Apds terminar a corrida, observou-se o gel no

transiluminador com radiacdo UV com sistema de fotodocumentacao.

4.3.3. Fixacao e corte dos NMP

Os NMP (provenientes do isolado BxRefINIAV) foram concentrados num tubo de 15
mL, ao qual se adicionou 4 mL de paraformaldeido a 2%. Fixou-se os nematodes a 4°C
por 18 horas e por 4 horas a temperatura ambiente. Os nematodes fixados foram
concentrados 2 minutos a 8000 rpm e ressuspensos em 200 uL de 10X paraformaldeido
diluido para limitar a sua exposi¢do. Os nematodes foram cortados com uma lamina e
uma bomba vibratéria como ilustrado na Figura 14A. O corte dos nematodes é um passo
importante para a hibridagdo das sondas nos tecidos, e por isso, foi-se verificando o
corte a lupa para garantir que 0os neméatodes ficam cortados. Os nemétodes fixados

foram concentrados em dois tubos de 1,5 mL como ilustrado na Figura 14B.
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Figura 14: A) Corte dos NMP com uma lamina e uma bomba vibratéria. B) Coleta dos nematodes cortados
para um tubo de 1,5 mL com o auxilio de uma ponta de uma pipeta com paraformaldeido diluido.

4.3.4. Permeabilizacdo, hibridac&o e visualizacao das sondas nos tecidos do
NMP

Para permeabilizar os tecidos dos nemétodes cortados, preparou-se uma solugéo
de Proteinase K com 1 mL de tampdo M9 (26,4 uL de proteinase-K stock, Roche) e
adicionou-se 500 pL da solugéo de Proteinase K aos nematodes. Incubou-se por 30 a
35 minutos a temperatura ambiente num aparelho de rotagédo. Centrifugou-se a 1000
rpm por 2 minutos e lavou-se o precipitado com 1 mL de tamp&do M9 e congelou-se o
precipitado de nematodes a -20°C por 15 minutos. Os nematodes foram lavados com
metanol frio (-20°C) e acetona fria (-20°C). Reidratou-se o precipitado dos nematodes
adicionando gotas de agua destilada esterilizada.

Suspendeu-se 0os nematodes em tampdao de hibridagdo e homogeneizou-se por 15
minutos a 50°C. As sondas de digoxigenina (DIG) preparadas previamente foram
incubadas a 95°C para desnhaturarem por 10 minutos e de seguida colocadas
diretamente no gelo. Para cada sonda, foi preparado em tubos de 0,5 mL, previamente
etiquetados, 20 uL da respetiva sonda DIG e 150 pL da suspensao de nematodes em
tamp&o de hibridacdo. Incubou durante a noite a 50°C com rotacao.

Ap6s 16 horas, os nematodes foram passados por sucessivas lavagens com
diferentes reagentes: 4xSSC (citrato salino-sodio) e 0,1XSSC/0,1%SDS (dodecil sulfato
de sddio). Em todas as lavagens centrifugou-se por 2 minutos a 10000 rpm e descartou-
se 0 sobrenadante. Repetiu-se o processo as vezes necessarias de acordo com o
protocolo.

Incubou-se os nematodes por 30 minutos em 1X blocking reagent (Roche) na estufa
a 27°C com rotacdo. Adicionou-se o tampéo de detecdo de fosfatase alcalina com o
anticorpo Fab-anti-digoxigenina conjugado (Roche) e incubou-se a 27°C com rotacao.
Apbs 2 horas, lavou-se com tampéo de lavagem 1X DIG (Roche) por 15 minutos. Os
nematodes foram incubados em 1X tampéao de detecdo de fosfatase alcalina (Roche),

e a solucao de detecdo NBT/BCIP (Roche). Foi possivel observar que ficaram de
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imediato com uma cor amarelada como ilustrado na Figura 15A. Os tubos foram
colocados na horizontal durante 16 horas a temperatura ambiente e sem agitagdo como

€ visualizado na Figura 15B e C.

Figura 15: A) Tubo eppendorf com coloragdo amarelada depois da adicio da solugdo NBT/BCIP stock. B)

e C) Local horizontal onde se colocou os tubos durante a noite.

No dia seguinte as solu¢des dos tubos apresentavam uma cor roxeada como é
possivel observar-se na Figura 16A. Centrifugou-se e adicionou-se Tween0,1% a
solucdo. Fez-se uma preparagdo temporaria para cada sonda com lamina e lamela,
como observado na Figura 16B e C. As preparacfes foram visualizadas ao microscépio
6tico (OLYMPUS BX50) com uma camara fotografica acoplada (DP70), como indicado
na Error! Reference source not found.D, e no software Cell D para fotodocumentar os

resultados obtidos.

Figura 16: A) Tubos eppendorfs com as sondas sense e antisense hibridizadas com cor roxa. B) e C)

Preparagdo temporaria com os nematodes. D) Microscopio utilizado para visualizar os resultados.
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4.4. Diagrama do trabalho experimental

O seguinte esquema apresentado na Figura 17 ilustra todos 0s pontos realizados na

metodologia experimental.

Andlise preditiva

(Q Sequéncias dos genes )

Caracterizago e identificagio
racterizagao & ldentlicag: CQ Dominio da proteina € )
dos genes candidatos ‘%

CQ Similaridade das sequéncias )

Extragao dos NMP

Desenho dos primers e amplificagio I -i
Extragdo, purificagdo e§ dos fragmentos por RT-PCR \:/
quantificagdo do DNA
Validagéo por eletroforese em gel de
Desenho dos primers e 7 l:) Validacdo da expressdo agarose e purificagéo dos produtos ’;
Validagéo dos ampificagio dos genes por PCR \.) dos genes nos tecidos do -
genes candidatos nematode por hibridagao Sintese das sondas

Sintese do cDNA e amplificagdo com digoxigenina
dos transcritos por RT-PCR in situ
Fixagdo e corte dos nematode;
Validagho dos resultados por &5 permeabilizagio e hibridagio das sondas
eletroforese em gel de agarose »~

Detecdio das sondas D\
by

Purificagdo dos produtos PCRe | - nos tecidos do NMP
sequenciagdo do DNA pelo Método de 5-,_.7 H —
Sanger =

Figura 17: Esquema ilustrativo da metodologia experimental do estudo.

5. Resultados experimentais e discussao

5.1 Caracterizacéo e identificacdo dos genes candidatos para

estudos

Com base nas diferentes ferramentas disponiveis online referidas na secdo 4.1 da
metodologia experimental, descreveu-se e caracterizou-se 0S genes em estudo
segundo o seu tamanho, dominio proteico, possivel fungdo e sinal peptidico. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4. Analisando o sinal peptidico obtido
tanto no InterPro como no SignalP-6.0, demostrado no Anexo D € possivel verificar que
todas as proteinas tém a presenca de sinal peptidico, o que pode significar que séo
secretadas para fora das células onde sdo produzidas no parasita. Nos nematodes
fitoparasitas, a presenca de sinal peptidico pode indicar que estas proteinas serdo
secretadas i) via estilete se forem expressas nas glandulas esofagicas ou ii) para dentro
do nematode se forem expressas noutros tecidos desempenhando uma funcéo

importante (por exemplo no intestino).
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Tabela 4: Caracterizagdo dos genes candidatos em estudo utilizando modelos preditivos (andlise in silico).

Identificacdo do

Tamanho do gene

Tamanho do cDNA | Tamanho da proteina

Dominio da proteina (InterPro)

Sinal peptidico

gene (bp) (bp) (aa)
) Sim, entre o aminoécido
BUX_00351_434 2187 1644 333 N&o conhecido
15e 16
Protease Al Sim, entre o aminoacido
BUX_ 00713 957 1804 1092 363
(IPR033121) 17e 18
] Sim, entre 0 aminoacido
BUX 00422 33 638 519 172 N&o conhecido
18e 19
Glicosil hidrolase familia GH13
(IPR006047) Sim, entre 0 aminoéacido
BUX 00422 152 1732 1539 512
Alfa amilase 17e 18
(IPR0O31319)
Glicosil hidrolase familia GH45 Sim, entre o aminoacido
BUX_00397_6 1386 699 232
(IPR0O00334) 18e 19
Protease Al Sim, entre o aminoécido
BUX_01281_82 1388 1089 362

(IPR033121)

19e 20
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O tamanho das sequencias genémicas variam entre 638 bp e 2187 bp. E possivel
observar-se que o gene BUX_00351_ 434 tem a maior sequencia genémica esperada e
0 gene BUX_00422_33 tem a menor sequencia gendémica esperada. Com o programa
Exon-Intron Graphic Maker, desenhou-se um esquema ilustrativo para cada gene com
o tamanho dos seus exdes e intrdes indicado na Figura 18. Na Tabela 4, o tamanho da
sequencia de cada transcrito varia entre 172 bp e 0s 512 bp. A sequencia tem um menor
tamanho que o a sequencia gendmica respetiva porgque o fragmento codificante de cada
gene é formado s6 pelos ex6es da cadeia de nucledticos inicial. As proteinas funcionais
gue séo codificadas a partir dos seis genes tém tamanhos esperados entre 172

aminoacidos e 512 aminoacidos.
BUX 00351 434
Tamanho do gene: 2187 bp | [ | I
BUX_00713_957
Tamanho do gene: 1804 bp H I I I
G ]
Tamanho do gene: 638 bp -
a2z 1 I I
Tamanho do gene: 1732 bp - - - .
BUX_00397.8 Il ] [
Tamanho do gene: 1386 bp

B oz 2 I I
Tamanho do gene: 1388
Legenda

Escala utilizada de 100 bp.
Exbes

N\ Intrdes

Figura 18: Esquema ilustrativo do tamanho esperado dos intrées e exdes nas sequéncias genémicas em
estudo.

E importante conhecer o dominio e a funciio de cada proteina para a caracterizar.
Utilizando o InterPro e analisando os resultados obtidos indicados na Tabela 4 e no
Anexo E € possivel tirar as seguintes conclusdes. Para as proteinas codificadas pelos
genes BUX 00351 434 e BUX_00422_33, nao foi possivel encontrar similaridade na
base de dados com nenhum dominio ja conhecido, o que pode indicar que as proteinas
sdo especificas do NMP. Do ponto de vista do parasitismo, poderao ser proteinas tnicas
utilizadas por este nematode na interacdo com o seu hospedeiro. As proteinas
BUX_00713_957 e BUX 01281 82 sdo proteases asparticas Al. As enzimas desta

familia sdo predominantemente encontradas em eucariotas e clivam as ligacbes

23



peptidicas entre os aminoacidos das proteinas. Desempenham varios papéis nos
processos biologicos e estao envolvidas na alimentacdo dos contetidos celulares e na
defesa do nematode (Kikuchi et al.,, 2011, Shinya et al., 2021). Num estudo,
Castagnone-Sereno et al., 2011, foi descrito que as proteases sdo expressas em
diferentes organismos parasitas nomeadamente no nematode das galhas, Meloidogyne
incognita, onde sdo secretadas dentro do hospedeiro e desempenham um papel
importante no sucesso do parasitismo.

A pesquisa preditiva indica que a proteina BUX_00422_152 pode ter varios dominios
proteicos: do aminoécido 30 ao 417 desempenha a funcéo de uma glicosil hidrolase 13
e do aminoéacido 426 ao 511 desempenha a fungcéo de uma alfa amilase. A proteina alfa
amilase pertence a familia das glicosil hidrolase familia GH13. Um estudo anterior, Chen
et al., 2020, caracterizou trés genes que codificam alfa-amilase e s&o expressos no
endoparasita migratorio Ditylenchus destructor. Os autores mostraram que a presenca
desta proteina secretada tem implicacdes diretas no sucesso do parasita e
possivelmente estard envolvida na absorcao nutricional dos gllicidos presentes na
batata (hospedeiro).

O dominio funcional da proteina BUX_00397_6 é glicosil hidrolase familia GH45.
Esta familia caracteriza-se pelo dominio das celulases ou endoglucanases. Todos os
nematodes fitoparasitas tém diferentes celulases para degradar a parede celular das
células vegetais (Haegeman et al., 2012). Estas proteinas em particular (GH45) sao
expressas nas espécies de nematodes Bursaphelenchus sp. e Aphelenchoides besseyi
e que estdo envolvidas na degradacdo da parede celular do hospedeiro durante a
infecdo (Kikuchi et al., 2004; Kikuchi et al., 2011).

Para analisar a similaridade das sequencias proteicas deste estudo com outros
organismos, realizou-se um BLASTP com todos as espécies nematodes e com outros
organismos. Na Tabela 5 esté representado 0 organismo com a sequencia proteica mais
similar a proteina respetiva do NMP. Pelos resultados obtidos do estudo preditivo da
similaridade da sequencia proteica feita no Wormbase parasite, a percentagem de
identidade varia entre 0s 81,3% e o0s 32,7% (e-value entre 1,3E-133 e 4,2E-08). Para 0s
genes BUX_00351_434, BUX_00713_957 e BUX 01281 82 a percentagem de
similaridade com a proteina dos nematodes Meloidogyne arenaria e Bursaphelenchus
okinawaensis, respetivamente, é inferior a 50% o que significa que séo proteinas muito

diferentes do nematode em analise. Estas proteinas podem ser Unicas no NMP.
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Tabela 5: Similaridade das sequencias proteicas em estudo com todos os nematodes estudados e

conhecidos atualmente realizado no Wormbase Parasite.

Identificacdo do ] ] % de
Organismo Descricéo . ) E-value
gene identidade
Meloidogyne i ) )
BUX_00351_434 i Nematode fitoparasita de galhas 33 1,90E-10
arenaria
Bursaphelenchus Nematode que se alimenta de
BUX_00713_957 ) ) 32,7 5,00E-28
okinawaensis fungos e é utilizado como modelo
Bursaphelenchus de laboratério para estudar o
BUX_00422_33 78,8 1,20E-09
okinawaensis género Bursaphelenchus
Halicephalobus Nematode de vida livre que se
BUX_00422_152 ) ) » 76,0 5,80E-06
mephisto alimenta de bactérias
Bursaphelenchus Nematode que se alimenta de
BUX_00397_6 ) ) N 81,3 1,30E-113
okinawaensis fungos e é utilizado como modelo
Bursaphelenchus de laboratério para estudar o
BUX_01281_82 31,1 4,20E-08
okinawaensis género Bursaphelenchus

Os genes BUX 00422 33 e BUX _00397_6 tem uma percentagem de similaridade
com proteinas do nematode Bursaphelenchus okinawaensis muito significativa, superior
a 78% (e-value 1,20E-09, 1,30E-113). A sequencia proteica do gene BUX 00422 33
tem 78,8% de similaridade com a sequencia proteica do gene BOKI_030122800. O
dominio funcional para esta duas proteinas é desconhecido, no entanto parece ser
especifico do género Bursaphelenchus. A sequencia proteica do gene BUX 00397_6
tem 81,3% de identidade com a sequencia proteica do gene BOKI_050065400. Com
uma analise desta sequencia no InterPro, é possivel concluir que estes dois genes tem
o mesmo dominio proteico, Glicosil hidrolase familia GH45, e possivelmente
desempenham a mesma fungéo, mas em organismos diferentes. Um destes organismos
€ micofago e outro é fitoparasita, mas ambos do mesmo género Bursaphelenchus.
Utilizam estas celulases para degradar a parede celular das células vegetais.

O gene BUX_00422 152 tem uma percentagem de similaridade muito significativa
(76%; e-value 5,80E-06) com uma sequencia proteica do nematode de vida livre,
Halicephalobus mephisto, que se alimenta de bactérias e é capaz de sobreviver a uma
profundidade de 3,6 km a temperaturas até 37°C. Este gene tem uma percentagem de
similaridade bastante significativa de 76% com o gene MSTRG_7137 e analisando no
InterPro, € possivel concluir que estes dois genes tem o mesmo dominio proteico,
glicosil hidrolase familia GH13 e por isso desempenham a mesma fungao.

Com o conhecimento de que algumas proteinas em estudo tém percentagens de
similaridade elevadas com proteinas de outros nematodes, € possivel perceber se as

proteinas que sédo expressas no NMP sdo especificas e/ou se podem estar presentes
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noutros organismos. Através da base de dados do site NCBI, realizou-se este estudo e

os resultados preditivos obtidos estdo indicados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados obtidos para a similaridade das sequencias proteicas em estudo com todos os

organismos publicados na base de dados do NCBI.

Identificac&o do ) ] % de
Organismo Descricéo . i e-value
gene identidade
Gymnodraco Espécie de peixe-dragéo nativo do
BUX_00351_434 ) . 32,65 3,00E-06
acuticeps Oceano Antartico
Pararhizobium )
BUX_00713_957 Bactéria 36.59 6,00E-47
haloflavum
Nematode que se alimenta de
Bursaphelenchus fungos e é utilizado como modelo
BUX_00422_33 ) ) ) 48,37 5,00E-28
okinawaensis de laboratério para estudar o
género Bursaphelenchus
Halicephalobus Neméatode de vida livre que se
BUX_00422_152 ) } . 76 5,80E-06
mephisto alimenta de bactérias
Bursaphelenchus Nematode que se alimenta de
BUX_00397_6 ] ] N 77,48 7,00E-133
okinawaensis fungos e é utilizado como modelo
Bursaphelenchus de laboratério para estudar o
BUX_01281_82 28,53 3,00E-28

okinawaensis

género Bursaphelenchus

O estudo preditivo da similaridade da sequencia proteica feita no NCBI revela que
a percentagem de identidade varia entre os 77,48% e os 28,53% (e-value entre 7,0E-
133 e 3,0E-06). O gene BUX_00351_434 tem uma percentagem de similaridade de
sequencia proteica relativamente baixa com o organismo Gymnodraco acuticeps que é
uma espécie de peixe-dragdo nativo do Oceano Antartico. Esta proteina no peixe
desempenha a funcdo de protease aspartica Al, contudo, como a percentagem de
similaridade com a proteina do NMP é muito baixa ndo se pode caracterizar esta
proteina de dominio desconhecido como uma enzima pertencente esta familia. O gene
BUX _00713_957 tem uma percentagem de identidade de 33% com uma sequencia
proteica do organismo Pararhizobium haloflavum. A proteina tem a funcdo de uma
protease Al na bactéria o que coincide com a funcéo proteica do NMP. Para os genes
BUX_00422_33, BUX_00397_6 e BUX_01281_82 o organismo com maior similaridade
com as sequencias proteicas € o Bursaphelenchus okinawaensis, pertencente ao
mesmo género, o que pode indicar que esta proteina é especifica do Bursaphelenchus.
Para o gene BUX_00422_152 o resultado obtido foi igual ao da Tabela 5. Para estes
guatro genes, 0 organismo com a sequencia proteica com a maior similaridade obtida

foi mesmo independente do leque de organismos que € utilizado para analise.
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Apds o estudo preditivo aprofundado de cada gene, é necessario validar os
resultados obtidos experimentalmente por técnicas da biologia molecular e por

hibridacéo in situ.

5.2 Validacao dos genes candidatos

Apbs a extracdo e purificacdo do DNA gendmico, quantificou-se as amostras no
Qubit 4 Fluorometer obtendo-se uma concentracédo de 64,2 ng L. A partir deste DNA,
fez-se uma solucéo trabalho com uma concentracédo de 32,1 ng uL* e preparou-se as
amostras de PCR para cada gene. O resultado da amplificacdo no gel de agarose esta

ilustrado na Figura 19.

Figura 19: Resultados obtidos da validagao por eletroforese em gel de agarose da amplificagdo dos seis
genes em estudo. Legenda: BUX_00351_434 (A), BUX 00713 957 (B), BUX_00422_33 (C),
BUX_00422_152 (D), BUX_00397_6 (E) e BUX_01281_82 (F). Marcador utilizado: 1 Kb DNA Ladder ready-
to-use (BIORON).

Analisando qualitativamente os resultados obteve-se o tamanho esperado e previsto
preditivamente dos genes BUX_ 00713 957 (B), BUX_00422_152 (D) e BUX_00397_6
(E). N&o se registou nenhuma banda para o controlo negativo o que indica que nao
houve nenhuma contaminacdo na realizacdo deste ensaio. No gene BUX 00351 434
(A) observa-se duas bandas fortes no gel o que possivelmente significa que a reacao
do PCR amplificou dois fragmentos da sequencia gendmica predita. O tamanho
esperado seria de 2187 bp o que ndo corresponde a nenhuma das bandas obtidas. Para
0 gene BUX 00713 957 (B) e 0 gene BUX 00422 _152 (D) o tamanho esperado e
gualitativamente analisando pelo gel coincidem. No gene BUX_00422_33 (C) o tamanho
esperado era de 638 bp e qualitativamente obteve um tamanho entre os 1500 bp e os
2000 bp. No gene BUX _00397_6 (E) o tamanho predito foi de 1386 bp e a banda no gel
esta entre os 1000 bp e os 1500bp. Por fim para o gene BUX_01281_82 (F) o tamanho
esperado seria 1388 bp e observando o gel ndo se conseguiu amplificar o gene com

uma concentracdo elevada e a respetiva banda encontra-se aproximadamente no
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1000bp. Cinco dos seis genes amplificaram com uma concentracdo elevada o que
significa que séo altamente expressos no NMP. Com estes resultados pode-se validar
a expressao dos genes em estudo no NMP.

Para confirmar que os transcritos utilizados para o estudo também séo expressos
no NMP, sintetizou-se cDNA e amplificou-se os transcritos por RT-PCR. Posteriormente,
realizou-se uma eletroforese em gel de agarose com os produtos do RT-PCR como

demostrado na Figura 20.

Figura 20: Resultados da amplificagdo dos transcritos dos genes candidatos por RT-PCR e visualizacédo
por eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos de todos os genes foram validados e os tamanhos estao
compreendidos entre 300bp e 700bp. Legenda: BUX_00351_434 (1), BUX_00713 957 (2),
BUX_00422_33 (3), BUX_00422_152 (4), BUX_00397_6 (5) e BUX_01281_82 (6). Marcador utilizado: 1
Kb DNA Ladder ready-to-use (BIORON).

Foi possivel validar a amplificacdo dos transcritos a partir do cDNA de cada gene
com fragmentos compreendidos entre 300b e 700bp. Com recurso ao programa CLC
Sequence Viewer 8 foram analisados os resultados obtidos indicados no Anexo F. foi
possivel validar pela sequenciacdo direta pelo método de Sanger 0s genes
BUX 00713 957, BUX 00422 152 e BUX 00397 _6 através do alinhamento da
sequencia predita (original) de cada gene com a sequencia nucleétidos amplificados
experimentalmente. Apenas o gene BUX_00422_33 nao foi possivel validar-se porque
a sequencia do gene difere da que se encontra anotada no genoma do NMP. Estas

diferencas podem dever-se a erros de anotacdo dos genomas.

5.3 Localizacdo da expressdo dos genes nos tecidos dos

nematodes por hibridacao in situ

Apbs a realizacdo do RT-PCR para amplificar os fragmentos utilizados para
sintetizar as sondas, purificou-se os produtos e fez-se uma eletroforese em gel de
agarose onde se obteve o resultado apresentado ha seguinte Anexo G. O tamanho para

todos os fragmentos esta compreendidos até 200 nucledtidos como era o expectavel.
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Com as concentrac@es conhecidas sintetizou-se as sondas DIG sense e antisense
para cada gene em estudo e para o controlo positivo. A eletroforese em gel de agarose

a 2% que foi realizada e est4 apresentada na Figura 21.

Figura 21: Resultado obtido para a validagcio das sondas sense e antisense incorporadas com a DIG por
eletroforese em gel de agarose. As sondas antisense estdo numeradas e as sondas sense estdo indicadas
por letras. Legenda: BUX_00351_434 (1 e A), BUX_00713_957 (2 e B), BUX _00422_33 (3 e C),
BUX_00397_6 (4 e D), BUX_01281_82 (5 e E), BUX_01281_82 (6 e F) e BUX_00119_44 (ENG). Marcador
utilizado: NZYDNA Ladder V.

A partir do tamanho das bandas do marcador é possivel concluir que o tamanho dos
fragmentos estd entre os 100 bp e os 200 bp para todos os genes. Para o gene
BUX 01281 82 (5 e E) as sondas antisense e sense ndo amplificaram a uma
concentracdo muito significativa o que pode significar que este gene ndo é muito
expresso. Para a sonda antisense do gene da endoglucanase (ENG) a amplificacdo
também nao foi muito significativa. Para os restantes genes as sondas amplificaram a
uma concentracdo elevada. De seguida, realizou-se o procedimento da hibridag&o in
situ onde no final se visualizou as preparacdes no microscopio e registou-se 0s
resultados obtidos na Figura 22. Para os genes candidatos em estudo, todas as sondas
antisense hibridaram no tecido do nematode porgue se observa uma coloracdo roxa
mais intensa na zona do corte. Na imagem J, que corresponde a sonda sense do gene
BUX_00397_6, observa-se que a técnica resultou, mas ndo existe a presenga de sinal
especifico como era espectavel na sonda antisense, indicada na Imagem F. No Anexo

H esta registado sondas senses para 0s seis genes.
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Figura 22: Imagens obtidas ao microscépio 6tico OLYMPOS BX50, da técnica de hibridacéo in situ que tem
como objetivo localizar os genes candidatos nos tecidos do nematode. Legenda das sondas antisense:
BUX_00351_434 (A e B), BUX_00713_957 (C); BUX_00422_33 (D); BUX_00422_152 (E); BUX_00397_6
(F); BUX_01281_82 (G) e BUX_00119 44 (H). Legenda das sondas sense: BUX_00397_6 (J). Ampliacdo
das imagens A, B,C e G é de 100x e das imagens D,E,F,H e J é de 200x.

Para os genes BUX 00713 957 (Imagem C), BUX 00422 33 (Imagem D),
BUX_00422_152 (Imagem E) e BUX 01281 82 (Imagem G) é possivel visualizar um
sinal de hibridacdo no intestino, na regido posterior do nematode. No gene
BUX 00397 _6 (imagem F) visualiza-se um sinal de hibridacdo nas glandulas
esofagicas. Para o gene BUX_00119_44, controlo positivo, (imagem H) foi registado um
sinal de hibridagcdo nas glandulas esofagicas, como esperado, porque € nesse tecido
gue a endoglucanase é secretada para desempenhar a sua funcao.

No gene BUX 00351 434 visualiza-se um sinal de hibridacédo variavel, tanto no
intestino (imagem A) como nas glandulas esofégicas (imagem B), ndo sendo possivel
concluir em gque tecido este gene é expresso. Com a analise da pesquisa preditiva, o

dominio proteico para este gene ndo € conhecido e a percentagem de similaridade da
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sequencia proteica com outras proteinas foi abaixo dos 70%, o que significa que esta
proteina sera especifica do NMP. Seriam necessarios mais estudos funcionais para
perceber a funcdo desde gene e o seu papel no parasitismo.

O gene BUX_00713_957 e 0 gene BUX_01281_ 82 (proteases Al) apresentam um
sinal de hibridacéo forte no intestino (imagem B e G, respetivamente). Estas proteinas
podem estar envolvidas na digestdo dos contelidos celulares do hospedeiro durante a
infecdo e migracdo do NMP. Em estudos anteriores, Espada et al., 2016 e Kikuchi et al.
2011, verificou-se que o NMP expressa varios genes que desempenham a funcao de
proteases Al e que possivelmente séo codificados no intestino. Noutros parasitas como
Meloidogyne incognita, proteinas envolvidas na digestdo dos conteudos celulares, como
proteases Al, também sdo expressas e desempenham uma funcdo importante no
parasitismo (Castagnone-Sereno et al., 2011; Haegeman et al., 2012).

Também o gene BUX_00422_33 foi localizado no intestino (imagem D), mas o seu
dominio da proteina nao é conhecido, podera ter uma funcdo semelhante aos anteriores.
Neste caso, de acordo com o estudo preditivo, esta proteina esta presente apenas no
género Bursaphelenchus o que indica que podera ser interessante estuda-la
funcionalmente.

O gene BUX_00422_152 revela um sinal de hibridacdo no intestino (imagem E) e
codifica uma proteina alfa amilase que esta envolvida na absor¢do nutricional dos
glicidos. O dominio predito para a proteina esta relacionado com o tecido onde é
expressa, no intestino, o que possivelmente significa que tera uma funcdo na
alimentacdo do NMP do conteutdo celular do hospedeiro. No entanto, esta proteina ndo
é especifica deste nematode sendo encontrada (com elevada similaridade) no
organismo Halicephalobus mephisto que expressa uma proteina que desempenha a
mesma funcdo (secdo 5.1.). A alfa amilase também pode ser encontrada no
endoparasita migratorio Ditylenchus destructor onde tem implicagdes diretas no sucesso
do parasita porque esta envolvida na absorcédo nutricional dos glicidos (Chen et al.,
2020).

O gene BUX_00397_6 apresenta um sinal de hibridagc&o nas glandulas esofégicas.
Com os estudos anteriores preditivos, sabe-se que esta proteina apresenta um sinal
peptidico e € uma enzima glicosil hidrolase familia GH45 (celulase) que esta envolvida
na degradacéo da parede celular do hospedeiro. Os estudos publicados indicam que no
NMP existem varias proteinas que desempenham esta funcdo e sao expressas nas
glandulas esofagicas (Shinya et al., 2013; Zhang et al., 2013). Para além do NMP, estas
proteinas sdo encontradas noutras espécies de nematodes como Meloidogyne,

Aphelenchus, Heterodera onde desempenham func¢des cruciais para o parasitismo
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(Haegeman et al., 2012). Pode concluir-se que o gene BUX 00397 6 em estudo

desempenha uma funcédo importante para o sucesso da migracdo e infecdo do NMP.

6. Conclusdes

Neste estudo caracterizou-se in silico e validou-se seis genes candidatos no genoma
e transcriptoma do NMP potencialmente envolvidos no parasitismo. Analisou-se e
compreendeu-se qual a sua potencial fungcdo na interacdo com o hospedeiro, com
recurso a técnicas moleculares e de hibridacao in situ com sondas de cDNA-DIG.

Durante a fase fitéfaga, as interacdes entre o NMP e o hospedeiro sdo mediadas
por proteinas de parasitismo que tém no N-terminal um sinal peptidico que sinaliza a
sua secrecao para o exterior do tecido onde sdo produzidas. Dos genes em estudo, dois
codificam proteinas que tém dominio funcional desconhecido, representando assim
proteinas Unicas deste nematode na interagdo com o seu hospedeiro. Por este motivo,
podem ser de relevante importancia no parasitismo e bons objetos de estudos futuros.
Foi descrito uma proteina alfa amilase que é expressa no intestino do NMP e pensa-se
estar envolvida na absorgdo nutricional. Mais estudos sdo necessarios para
compreender totalmente a sua funcdo no parasitismo. Validou-se duas proteinas
proteases Al nos tecidos do intestino do NMP que possivelmente digerem os contetdos
celulares do hospedeiro e uma celulase que é expressa nas glandulas esofagicas,
principal tecido envolvido no parasitismo do NMP, e degrada a parede celular das
células para ajudar na migracdo do nemétode ao longo da planta.

Este trabalho validou e caracterizou seis proteinas envolvidas no parasitismo,
contundo ainda é necessario mais estudos para compreender a funcao de todas as
proteinas envolvidas na interacdo do parasita-hospedeiro e mais importante perceber
como é gue as proteinas Unicas do NMP atuam e o tecido onde sao expressas. Assim

sera possivel encontrar-se solu¢des para o controlo deste fitoparasita.
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8. Anexos

Anexo A: Sequencias de primers utilizadas neste estudo para amplificar o comprimento total dos genes

candidatos (sec¢do 4.2.4.) e os transcritos (se¢éo 4.2.6). Valores de referéncia de temperatura de melting

(TM) e percentagem de GC obtidos na pesquisa preditiva para cada primer.

Identificagéo dos

genes

Sequencia dos primers

Forward (5’ para 3’), Reverse (3’ para 5’)

T™M (°C)

Percentagem de GC

(Forward; Reverse) %

BUX_00351_434

F -ATGCGACTATTCGTGTTGTTAC

BUX_00713_957

BUX_00422_33

BUX_00422_152

BUX_00397_6

R —-GACATATCTTGTCACCACTTTG

F -TTCTTCAGTTATAAAACTCC
R —-CACTTTATAATGCTTATTTCAA

F -ATGAAACTTGTTATATTGCTGC

R -CTAGCTGCTGAATTTGACTT
F -ATGAAGGGCATCGTCCTATT
TTACAATCTGTTTGAGAGAGAA

F -ATGAAGCTTGTGGTAGCCTTGG

R -TTAGGCGGTGAAGGAGTCGT
F -ATGGGTTTTGTCAGCTTCTA

BUX_01281_82

R ->TTACTCAAAAAATTCTGTGGTG

52,3

44,68

49,9

51,4

57,9

50,5

40,9; 40,9

30,0; 22,7

31,8; 40,0

45,0; 31,8

50,0; 55,0

40,0; 31,8

Anexo B: Valores de referéncia de temperatura de melting (TM) e percentagem de GC obtido pelo software

Primer 3 Web para amplificar os fragmentos com as respetivas sequencias de primers.

Identificacéo dos

genes

Forward (5 para 3’), Reverse (3’ para 5’)

Sequencia dos primers para hibridagéo in situ
TM (°C)

Percentagem de GC

(Forward; Reverse) %

BUX_00351_434

BUX_00713_957

BUX_00422_33

BUX_00422_152

BUX_00397_6

BUX_01281_82

F -GTTCCAGTCACGGTATTGCC
R —-GCACGAGTAAACCGAACACA
F -CGGAGCAGCAGATTGTCATC
R -TCAACGGTTACATCAGCCCT
F -GGTCCCATTCCTGAAGCTGT
R —-AATTCTTCCGATGGCATGGC
F -TGGCTCAAAAGATCACAGCG
R -TTGAAGTCTCCCAAGCCGAT
F -CGGACAGGACCTCATATGCT
R -TAAACTTCCCGGTGCAGACT
F -CCTGCGACATCAACGACAAG
R —-CATAGCAAGCACAGCACCAT

55,8

56,2

55,6

56,3

56,2

56,0

55,0; 50,0

55,0; 50,0

55,0; 50,0

55,0; 50,0

55,0; 50,0

50,0; 50,0
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Anexo C: Volumes dos reagentes utilizados para sintetizar as sondas sense e antisense com a digoxigenina
para todos os genes. Legenda: BUX_00351_434 (A), BUX_00713_957 (B); BUX_00422_33 (C);
BUX_00422_152 (D); BUX_00397_6 (E); BUX_01281_82 (F) e BUX_00119 44 (ENG).

Identificagdo dos genes
A B C D E F ENG
H,0 destilada esterilizada 4,7 uL 5,7 uL 3,7 L 4,7 uL 1,7 uL 3,7 uL 8,7 uL
10X High Fidelity PCR buffer 2 L 2L 2L 2L 2L 2L 2L
MgCl, (50 mM) 0,6 pL 0,6 pL 0,6 uL 0,6 pL 0,6 uL 0,6 pL 0,6 uL
DIG DNA Labeling Mix 1,5l 1,5puL 1,5puL 1,5puL 1,5puL 1,5l 1,5puL
Primer Forward ou Reverse 4 uL 4 uL 4L 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL
Platinum Taq High Fidelity (5 U/uL) 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL
Produto RT-PCR purificado 7 uL 6 pL 8 uL 7 uL 10 uL 8 uL 3L

Anexo D: Resultados obtidos da andlise preditiva do sinal peptidico de cada proteina pelo SinalP- 6.0. O
local de clivagem do sinal peptidico esta indicado na figura com uma seta para cada gene.

Clivagem do sinal peptidico entre aminoacido 15 e 16

BUX_00351_434

Clivagem do sinal peptidico entre aminoacido 18 e 19

BUX_00422_33

Clivagem do sinal peptidico entre aminoacido 18 e 19

BUX_00397_6

10
o
H

g oa

&

Clivagem do sinal peptidico entre aminoacido 17 e 18

1
|

1
‘ \\

BUX_00713_957

Clivagem do sinal peptidico entre aminoacido 17 e 18

BUX_00422_152

Clivagem do sinal peptidico entre aminoacido 19 e 20

BUX_01281_82
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Anexo E: Resultados obtidos pela analise preditiva de cada gene no InterPro para identificar e classificar o

dominio das proteinas que codificam. O gene BUX_00713_957 e o gene BUX_ 0181 82 codificam

proteases Al. O gene BUX_00422_152 codifica uma proteina alfa amilase pertencente a familia da glicosil
hidrolase GH13. O gene BUX_00397_6 codifica uma proteina glicosil hidrolase da familia GH45. Os

dominios estao descritos na se¢ao 5.1.

BUX_00713_957

50 100 150 200 250 300 350
1 363
100 200 300
~ Family
Aspartic_peptidase_A1
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EEee——— T T —
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Anexo F: Alinhamento da sequencia preditiva e da sequencia amplificada experimentalmente dos genes
BUX_01281 82 e BUX_00397_6 pelo programa CLC Sequence

BUX_00713_957, BUX_00422_152,
Viewer 8.

BUX_00713_957

BUX_00422_152

Original T CTCC, TCTA 60 Original TGTT
ada 4 Sequenciada
oOriginal 120 original T TTICTTT AA A
Sequenciada 64 Sequenciada A
Original 180 original ACCCA
Sequenciada 124 Sequenciada RARAJ
original CAACTT 240 original TG TAGCTAT
Sequenciada TTTTTTT TTCAACTT 184 Sequenciada AACA TCGTTTGTAAGGTATC
T s i S g . e
original CAAGK ACGACA A 300 original CAGCTA
Sequenciada CAAGATT A 244 Sequenciada A
original TG TTCACT 360 original GCAGT AGA TTGTTCTARAT A
ada TTGGTT T 304 Sequenciada AGA
original TTC TACGCAACTCA 420 original A T¢ TCTCATTTCGATGC
Sequenciada CGCAACTCA TGGAT T 364 Sequenciada TCATTTCOATCE
[ AR AeRAAARRARRARe R AR a A ae Rt R Ay
Original T CTTCACA 480 Original TICCC ATARATCTGATT
ada 424 Sequenciada
R A AR AR AR AR AR R AR AR AR AR SRR AR A AR R ARy
original TCAAGTTTAGCAC 540 original
Seguenciada TT AGCTCA. 484 Sequenciada
wrraen wen e
Original A CATCTATTGATTAT TC! 600 original GT
Sequenciada TATTAT A 76 544 Sequenciada AATAT
oOriginal 660 original T TCCETT
Sequenciada AR 604 Sequenciada cTTA T TCCGTTT \TATG
prbe sessassus -
original TATGTGT" 'GACCTTCTT 720 Original T
Sequenciada TAT 664 Sequenciada
original ACGGACATCTCT CGTAC A A 780 original CTTGAT CCAAL TTCGTT
ad AGAA A 724 Sequenciada CTTGATTACAGTAGA AACGACCTTTCGIT
wrrnen armssunue T
oOriginal GT TATT TGT 840 Original
ada T TATT TGTTCTCTGET 784 Sequenciada
original ACGCTTCTCATTTOGGGTCCTTITTTGCCGEAAAARATCTTATAATATCTCTACGGTATC 900 Original
ada T T AR 844 Sequenciada
warann
original TTTTGATTT 960 original TTTTTARAGC GTAATAT
ATGAA TTTTGATTT 904 s dad TT
original GATCATTCTCTTTG T TTAG 1020 oOriginal A
ada GATCATTCTCTTIC T 928 Sequenciada TTOWK
eramenananeasanennn B T T T Ty
original
Sequenciada
original 0 original T T
Sequenciada TAATATTTTTGCTTGCCT A TGITTA 60 iads T T
original ATGA AACT--TGTTATATTGC 19 Original COARGCTTTAT TGCOT
iada TTTARAGT" ARATA 120 ada
Original AMGGAT 78 original TC
Sequenciada AT 178 ada TITIT C
PR - w
original TTARTTGT 134 original
Sequenciada TGGTC] TTACCGTTT TTACTTT=- 237 ada T AT
PP - . e s s eeaw e waue
original 194 original
Sequenciada TTGCCTCATT 290 ada CAATAT TTCT
Original ACAAAA, 253 Original TATTT ACK CTAJ AR
iada TIT 345 ada TATTT CTA
. e . P P,
original TCTCARAA TGATGAA 313 original AGCA ATCCAAC CTTTARA
Sequenciada TCGH == TCC T TTCCCTCT-GTC 398 ada =y
wr ow meew e o wme ox o owmeow wwww o vy
Original AGAAGAAGAN TACAAC 373 Origina TTCAGTTTCGGC TCTTT
iada 433 ada A TTTTCAGTTICGGCTAGCCACTCTTTAATTICTTT
 wE o w o ower dew ek
Original ARAACCAA ARAN CTAC 433 Original [ T TCCCTTCAAT AG
Sequenciada TCTATCTGG 486 iad [ T AR TCAAT
. we e oa ke e Bh% 4 8 ke B REE H B EE
Original 465 oOriginal cec TGGCCTGCGAC
Sequenciada TATTCGA 546 iad TGGCCTGCGAC
s e IR
original AGCAR AGRARGAR 512 original
Sequenciada ICCAGTGTA 606 iad
e ke 4 k% ees . ok w
original T 564 original Gea AC ACGA CGGATTT
Sequenciada TTTCCAACTGGTTACAAACTT AACG 666 ada ™
. e hoaees e
Original TC=== 620 original TGCT G
Sequenciada 126 ada
P B T . o wre ow ww
original 638 original
Sequenciada TITCTTTTACACTG 762 ad
. v o L LT
original TCCAAAN T
ada GAA
EAEEEEAE S EERSARAEAEEEAEE TARAIAREEATRES HEAESUSAE WERAE ¥
original
ada Acer TTTTAGATTTTACTITCARATTACAG

TGARAN'
44 Sea eeAes BemsREdeRtAEEAS Satesmsbed  Aeeaas sesesmeheve
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180
112
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Anexo G: Resultados da amplificacdo dos fragmentos por RT-PCR. Os fragmentos de todos os genes
foram validados e os tamanhos estdo compreendidos até aos 200 bp. Legenda: BUX_00351_434 (1),
BUX_00713_957 (2), BUX_00422_33 (3), BUX_00422_152 (4), BUX_00397_6 (5) e BUX_01281_82 (6).
Marcador utilizado: NZYDNA Ladder V.

Anexo H: Localizagdo dos genes candidatos nas glandulas esoféagicas ou nos intestinos por hibridagdo in
situ. Legenda das sondas sense: BUX_00351_434 (A), BUX_ 00713 957 (B); BUX_00422_33 (C);
BUX_00422_152 (D); BUX_00397_6 (E); BUX_01281_82 (F). Ampliacdo das imagens é 200x.
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