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INTRODUGAO

O fungo Lasiodiplodia theobromae é um fitopatégeno que causa doengas em diversos
hospedeiros, promovendo perdas consideraveis na produtividade das plantas. Em fungéo da
importancia dessas doengas e da dificuldade do seu controle, faz-se necessario a utilizagao
de novas ferramentas para o estudo da interagdo patégeno-hospedeiro, visando o manejo
adequado da planta. Nesse sentido o presente trabalho teve por objetivo elaborar mapas
protéicos, utilizando a eletroforese bi-dimensional, -deAr duétfo isolados do fungo L.
theobromae, causadores de diferentes sintomas em cajueiro, mangueira e sapotizeiro, a fim
de identificar as principais proteinas expressadas, sejam diferencialmente ou em comum
nos diversas isolados.

MATERIAL E METODOS

As respostas bioquimicas e moleculares do fungo L. theobromae foram estudadas em
quatro isolados do fungo, que causam patogenicidade e respostas diferenciadas em trés
fruteiras tropicais. Os isolados testados foram provenientes da micoteca do laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Agroindustria Tropical, todos originarios da regido semi-arida
nordestina. Os quatro isolados de L. theobromae causam as seguintes fitomoléstias:
resinose (LT-01) e podriddo-preta-da-haste (PPH) (LT-58) em cajueiro (Anacardium
occidentale), morte-descendente (LT-56) em mangueira (Mangifera indica) e seca-
descendente (LT-14) em sapotizeiro (Manilkara achras [Mill] Fosberg).
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Os isolados selecionados foram cultivados em meio liquido batata-Dextrose (BD), durante
10 dias. Em seguida, a manta miceliana foi filtrada a vacuo, macerada com nitrogénio liquido
e liofilizada.

Para a extrag&o das proteinas, o material liofilizado foi precipitado com uma solugéo de TCA
10%, seguido de lavagem com acetona gelada. Em seguida, o material foi novamente
centrifugado e o precipitado final recolhido, secado e armazenado a -20°C para posterior
anélise.

Para a solubilizagéo das proteinas, 170 mg do pé protéico foi adicionado a 1 mL de tampao
de lise, o qual continha uréia a 7 M, CHAPS a 2%, IPG buffer a 2% (pH 3-10, Amersham
Biosciences, Sweden) e DTT a 0,3%, como descrito por Rabilloud et al. (1997). Apés,
determinou-se a concentragdo de proteinas no sobrenadante pelo método do Coomassie
Blue (BRADFORD, 1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

Apés a quantificagéo, as proteinas foram carregadas diretamente no gel, com gradiente de
pH imobilizado na faixa de 3 a 10. A focalizagao isoelétrica das proteinas foi feita em um
IPGphor. A segunda dimensdo foi realizada em géis de poliacrilamida, contendo o
detergente SDS (SDS-PAGE), enquanto a detecgdo das proteinas resolvidas em 2-DE/SDS-
PAGE foi feita através da afinidade das proteinas pela prata.

As andlises eletroforéticas e as comparagdes entre os quatro isolados foram realizadas
tendo como referencial o isolado LT-01, causador da resinose em cajueiro. A andlise dos
géis bi-dimensionais foi feita, inicialmente, por intermédio da digitalizagdo das imagens em
ImageScanner Il, as quais foram comparadas e os “spots” de proteinas tiveram seus
atributos determinados (massa molecular e ponto isoelético) com o emprego do Software
ImageMaster 2D Platinum, verséo 6.0 (Amersham Biosciences, Sweden).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise eletroforética bidimensional (2D) revelou que o fungo LT-01 apresentou um total
de 329 proteinas, sendo 19,2% destas exclusivas desse isolado. Por sua vez, os fungos LT-
14, LT-56 e LT-58 apresentaram um total de 536, 273 e 550 proteinas, respectivamente,
sendo que destas 37,5, 64,5 e 51,2% séo exclusivas de cada isolado, respectivamente
(Tabela 1).

Esses resultados indicam que embora os isolados sejam classificados como da mesma
espécie, existe uma grande variabilidade entre 0os mesmos. Cardoso (2004), caracterizou
geneticamente 50 isolados de L. theobromae e também encontrou diferengas genéticas
entre 0os mesmos. Da mesma forma, variagdes quanto a patogenecidade e agressividade de
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isolados de diferentes hospedeiros e até mesmo entre isolados da mesma cultura ja foram
registrados, sendo a razdo dessa variagio desconhecida (PEREIRA et al. 2006).

TABELA 1. Comparagao entre os quatro isolados de Lasiodiplodia theobromae. LT-01: resinose em
cajueiro; LT-14: seca descedente em sapotizeiro; LT-56: morte descedente em mangueira e LT-58:
podridao-preta-da-haste.

Spot % spots Spots em
Isolados  Total de Spots exclzzi\sros excluﬂivos comum
LT-01 329 63 19,2
LT-14 536 201 37,5 5
LT-56 273 176 64,5
LT-58 550 283 51,5

A comparagao dos padrdes eletroforéticos 2D das proteinas dos fungos revelou que existem
apenas 5 proteinas em comum nos quatro isolados de Lasiodiplodia theobromae: LT-01,LT-
14, LT-56 e LT-58 (Figura 1), podendo estas estarem relacionadas com a classificagdo dos
isolados na mesma espécie, mesmo apresentando respostas sintomaticas diferenciadas em
seus respectivos hospedeiros. No entanto, essas proteinas em comum tiveram suas
expressoes alteradas, ou seja, houve aumento ou redugéo na intensidade de expressdo em
cada isolado.

FIGURA 1. Comparagdo dos padres eletroforeticos 2D das proteinas de quatro isolados de fungos
de Lasiodiplodia theobromae causadores das seguintes fitomoléstias: resinose (LT-01) e

podriddo-preta da haste (PPH) (LT-58) em cajueiro, seca descedente (LT-14) em
sapotizeiro e morte descedente (LT-56) em mangueira.
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Uma caracterizagéo inicial, com base no peso molecular e no ponto isoelétrico das cinco
proteinas em comum, revelou que essas proteinas apresentam massas moleculares
variando de 17,8 a 88,7 KDa. Da mesma forma, o ponto isoelétrico das mesmas variou de
3,8 a 9,1 (Tabela 2).

Uma simples andlise dos padrdes eletroforéticos 2D dos quatro isolados, mostra que os
mesmos apresentam grandes variagdes nas expressfes génicas, tanto com relagdo ao
nimero total de proteinas, ao numero de proteinas comuns e de proteinas especificas de
cada isolado, quanto ao tipo de expressdo. Tais resultados adicionam um nivel de
complexidade ainda maior para o entendimento das modificagées genéticas envolvidas em
cada isolado. Portanto, tornam-se indispensaveis o sequenciamento e a identificagdo das
proteinas em comum, e aquelas com niveis de expressdo alterados, para que se possa
inferir sobre seus possiveis papeis na patogenecidade de seus respectivos hospedeiros.

TABELA 2. Comparagdo entre as cinco proteinas comuns aos quatro isolados de Lasiodiplodia
theobromae, baseado nos parametros: ponto isoelétrico (pl), peso molecular (Mr) e % de intensidade
de expressao.

- Mr % Intensidade
N Encheins Pl (kDa) LT-01 LT-14 LT-56 LT-58
12 5.1 88,7 0,0709 0,0962 0,1150 0,0668
38 3,8 69,8 0,8509 0,4162 0,0850 0,3005
187 6,5 325 0,4611 0,1176 0,8893 0,2632
310 9,1 17,8 0,0905 0,1420 0,0884 0,0724
363 7,6 22,9 0,0700 0,1305 0,3732 0,1385
( CONCLUSAO

Os padrées protéicos dos quatro isolados foram bastante diferenciados, niao sendo
possivel se estabelecer uma correlagdo entre a doenga e a patogenecidade em seus
respectivos hospedeiros, sugerindo ainda a possibilidade de existir diferentes espécies
dentro do complexo atualmente denominado de Lasiodiplodia theobromae.
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