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RESUMO - A vassoura de bruxa é uma das principais doenças fúngicas do cacaueiro e é causada 

pelo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa. Esta doença é a principal causa do decréscimo na 

produção do cacau, já que métodos de controle baseados na aplicação de fungicidas são 

ineficientes, possivelmente devido à existência de mecanismos de resistência do patógeno. O 

sequenciamento do genoma do cacaueiro permitiu a identificação de proteínas previamente 

caracterizadas como participantes dos mecanismos de defesa da planta em resposta ao patógeno. 

Dentre as proteínas consideradas importantes destacamos as proteínas com domínio conservado 

SCP/TAPS, conhecidas também como proteínas relacionadas à patogênese PR-1. Em cacau 

existem 13 genes sintetizadores dessas proteínas, denominados TcPR-1 (Theobroma cacao PR-1). 

Este trabalho visa à análise da expressão em diferentes órgãos do cacaueiro e à clonagem em 

vetor de expressão em sistema heterólogo dos genes TcPR-1c, TcPR-1d e TcPR-1l. Tais genes 

foram caracterizados como muito expressos na interação cacau-M. perniciosa, indicando sua 

importância nesse patossistema. O entendimento da função e expressão gênica desses genes será 

importante para os estudos relacionados ao desenvolvimento de variedades de cacau não 

suscetíveis à vassoura de bruxa. 
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ABSTRACT - The witches´ broom disease (WBD) is one of the main fungal diseases of cacao and 

is caused by the basidiomycete Moniliophthora perniciosa. This disease is the main cause of the 

decline in cacao production, because control methods based on the application of fungicides are 

ineffective, possibly due to the existence of mechanisms of pathogen resistance. Sequencing of 

cacao genome allowed the identification of proteins previously characterized as participants of the 

mechanisms of plant defense in response to the pathogen. Among the proteins considered 

important are proteins with conserved domain SCP / TAPS, also known as pathogenesis-related 

proteins PR-1. There are 13 genes enconding PR-1 proteins in cacao, named as TcPR-1 

(Theobroma cacao PR-1). The objectives of this work are the TcPR-1 gene expression analyses  in 

different organs of cacao and also the cloning into a heterologous system expression vectors of 

TcPR-1c, TcPR-1d and TcPR-1l. Such genes were characterized as up-regulated in cacao-M. 

perniciosa interaction, indicating their importance in this pathosystem. The understanding of the 

function and expression of these genes will be important for studies related to the development of 

cacao varieties not susceptible to WBD. 
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1 INTRODUÇÃO 

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma planta arbórea tropical pertencente à família 

Malvaceae, originária da região amazônica (Motamayor et al., 2002). Sua importância está na 

utilização dos frutos para a produção de cosméticos, licor, geléias, sorvetes, sucos e 

principalmente na utilização das sementes como matéria prima para a produção de chocolate 

(Purdy e Schmidt, 1996). Estima-se que a indústria do chocolate movimenta anualmente cerca de 

60 bilhões de dólares no mercado mundial, o que faz do cacaueiro uma das culturas agrícolas mais 

importantes do mundo. O Brasil ocupa a sexta posição no ranking de produção com 158 mil 

toneladas de cacau por ano. No entanto, até 1994 o Brasil ocupava a segunda posição, chegando 

a produzir 400 mil toneladas por ano (ICCO 2010). O principal fator dessa queda produtiva foi o 

aparecimento no sul da Bahia, principal região produtora nacional, da doença conhecida como 

vassoura de bruxa. Essa doença é causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa.  

 O fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa pertence à família Tricholomataceae 

(Purdy e Schmidt, 1996). O ciclo de vida do fungo é hemibiotrófico e a infecção acontece através 

do depósito de basidiósporos em tecido meristemático úmido (Frias et al, 1991), que ao 

germinarem iniciam o estágio biotrófico caracterizado pela formação de micélios espessos 
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monocarióticos e sem grampos de conexão. Como sintoma dessa etapa da doença ocorre perda 

de dominância apical e formação de ramos deformados conhecidos como “vassouras verdes”. 

Entre quatro e oito semanas, as vassouras verdes sofrem necrose e morrem sendo, então, 

denominadas “vassouras secas”. A morte do tecido infectado marca a transição do fungo para a 

fase saprotrófica (Evans 1980; Meinhardt et al., 2008). Nesta etapa o fungo sofre dicariotização de 

seu micélio, apresentando grampos de conexão (Kilaru e Hasenstein, 2005). Após esta fase, ocorre 

um período de latência até que os basidiósporos levados por água ou vento poderão infectar outras 

plantas, reiniciando o ciclo (Wheeler, 1985). Muitos métodos de controle da doença vêm sendo 

utilizados, porém sem muito sucesso. Dentre as tentativas realizadas destacam-se a poda 

fitossanitária, o uso de fungicidas, o controle biológico e o desenvolvimento de variedades de 

cacau resistentes, cuja resistência vem sendo quebrada pela adaptabilidade do fungo (Purdy e 

Schmidt, 1996).  

Um dos genes mais estudados relacionados com os mecanismos de defesa vegetal codifica 

a proteína conhecida como PR-1 (Pathogenesis Related Protein -1; Van Loon et al., 2006). Essas 

proteínas compõem um grupo de 17 famílias (PR-1 a PR-17) que foram descobertas em Nicotiana 

tabacum infectado pelo Vírus do Mosaico (TMV). Muitas destas proteínas são induzidas por 

sinalização de compostos relacionados à defesa vegetal como ácido salicílico, ácido jasmônico ou 

etileno e apresentam atividade antimicrobiana in vitro (Van Loon et al., 2006).  

Embora proteínas PR-1 sejam amplamente reconhecidas como componentes do sistema de 

defesa de plantas, suas funções não são bem definidas (Van Loon et al., 2006). Todas estas 

proteínas possuem um domínio comum conservado formado por quatro alfa-hélices e quatro 

folhas-beta (Van Loon et al, 2006). Essa é uma das características que levou à formação da 

superfamília SCP/TAPS (‘Sperm-coating protein - Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7’).  Em sua grande maioria 

essas proteínas possuem um peptídeo sinal para a secreção para o meio extracelular e contêm 

quatro a seis cisteínas. A formação das pontes dissulfeto geradas por essas cisteínas torna essas 

proteínas mais compactas e resistentes, fator importante para proteínas secretadas e que devem 

superar a ação de proteases do meio extracelular (Van Loon and Van Strien, 1999). 

A fim de catalogarmos proteínas PR-1 do cacaueiro, a sequência da proteína PR-1 

conhecida como P14 (GenBank P04284) foi usado como isca numa busca tBLASTn (Altschul et al., 

1990) nos bancos de sequências genômicas do cacau (http://www.cacaogenomedb.org e 

http://cocoagendb.cirad.fr). Treze membros com sequência significativamente similar a P14 foram 

identificados através de buscas nesses bancos de dados (Teixeira et al., 2013). A partir da análise 

de dados de RNAseq, foi identificado que dois desses genes TcPR-1 codificam proteínas com 
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características de receptores do tipo quinase membranares (TcPR-1f e TcPR-1g; Teixeira et al., 

2013), sendo que o último tem a expressão induzida após a infecção por M. perniciosa (tabela 1). 

Dentre os outros onze genes TcPR-1, que codificam proteínas PR-1 provavelmente secretadas 

para o apoplasto, três destes (TcPR-1c, TcPR-1d, TcPR-1l) são mais expressos em vassouras 

verdes do que em plantas não infectadas (Teixeira et al., dados não publicados).  

Tabela 1. Genes TcPR-1 cuja expressão é induzida durante a interação cacau-M. perniciosa.  

 

 

 

 

*Fold Change significa quantas vezes o gene foi mais expresso em vassoura verde do que em plantas não 

infectadas. Dados retirados do transcriptoma da vassoura de bruxa (Teixeira et al., dados não publicados). 

Tendo em vista o aumento da expressão desses genes na interação cacau-M. perniciosa, 

espera-se que proteínas PR-1 tenham importância no mecanismo de defesa contra o patógeno em 

questão. Analisaremos a expressão dos genes TcPR-1c, TcPR-1d e TcPR-1l em diferentes órgãos 

do cacaueiro através da técnica de PCR quantitativo em tempo-real (‘qPCR Real-Time’). Esses 

resultados nos apontarão em qual órgão os genes são mais expressos. Será executada a 

clonagem e expressão das proteínas PR-1 escolhidas, em sistema heterólogo de expressão. O 

sistema escolhido foi Escherichia coli. A purificação das proteínas será importante para ensaios 

posteriores, como caracterização de possível atividade enzimática, antifúngica e de interação com 

outras proteínas, inclusive entre as proteínas TcPR-1. 

2.  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1  Material Vegetal 

A variedade de Theobroma cacao a ser utilizada foi ‘Cacau comum’ que é suscetível à M. 

perniciosa. O material genético será extraído de folhas, caules e raízes de cacaueiro.  

2.2  Clonagem dos genes TcPR-1 

Os genes TcPR-1 foram amplificados de DNA genômico de folhas de cacau através de 

técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction). Os oligonucleotídeos foram desenhados utilizando 

os programas Gene Runner (www.generunner.net), excluindo as regiões gênicas que codificam 

PR-1 em cacau 
Identificação no genoma cacau 

(http://www.cacaogenomedb.org) 
‘Fold-Change’* 

TcPR-1c CGD0027635 65 

TcPR-1d CGD0027628 3,8 

TcPR-1g CGD0006833 4,1 

TcPR-1l CGD0000407 21,2 

http://www.generunner.net/
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peptídeos sinal, previamente anotadas com o auxílio do programa Signal-P (Emanuelsson et al., 

2007). Foram adicionadas, nas extremidades dos oligonucleotídeos, sequências de DNA referentes 

a sítios de enzimas de restrição propícias para a clonagem em vetor de expressão (ver abaixo). O 

material amplificado foi clonado no vetor pGEM T-Easy (Promega). Após clonagem e replicação do 

plasmídeo em E. coli DH5-alpha, os vetores foram purificados através de isolamento de DNA 

plasmidial utilizando o kit Wizard SV Gel Extraction (Promega, EUA) e digeridos com as enzimas de 

restrição. Os fragmentos referentes aos genes TcPR-1 purificados do gel de agarose foram 

clonados no plasmídeo de expressão pETSUMO (Small ubiquitin-like modifier).  

2.3  Real-Time PCR  

Para verificarmos o padrão de expressão das TcPR-1 em diferentes tecidos do 

cacaueiro, a presença de transcritos foi avaliada através de qPCR. A síntese de cDNA a partir 

de mRNA, previamente tratado com DNAseI (Invitrogen) foi feita segundo o protocolo da 

enzima transcriptase reversa SuperScript III (Invitrogen, EUA) modificado. Os experimentos de 

qPCR foram executados no sistema 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied biosystems, 

EUA) utilizando SYBR® GreenER™ (Promega, EUA). Os oligonucleotídeos foram desenhados 

utilizando o programa Primer Express 3.0 (Life Technologies, EUA) 

3.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1  Material Vegetal 

Para executarmos as análises de expressão gênica, estabelecemos um mini-viveiro 

contendo plântulas de cacau cv. Cacau comum (Figura 1). Tais plântulas vêm se desenvolvendo 

muito bem em nossa estufa, apesar das diferenças climáticas entre sul da Bahia com relação à 

região de Campinas.  

3.2  Clonagem dos genes TcPR-1 

A partir de PCR, os genes TcPR-1 foram amplificados de DNA genômico de folhas de cacau. Como 

nosso intuito era de clonar tais genes para expressão de proteínas, foram desenhados 

oligonucleotídeos contendo sequências de DNA referentes a sítios de enzimas de restrição 

propícias para a clonagem em vetor de expressão. Sabendo-se que os genes TcPR-1 possuem 

somente um éxon (não possuem introns), utilizamos RNA contendo resquícios de DNA genômico o 

qual foi utilizado como molde para amplificação das sequencias codantes (Figura 1).  
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Figura 1. RNA extraído de folha, caule e raiz de cacau. A amostra F1 não foi tratada com DNAse em 

comparação com outras tratadas. Seta indica presença de DNA genômico na amostra F1. Gel de agarose 

1% TBE 0,5X. 

Os genes TcPR-1c, TcPR-1d e TcPR-1l foram amplificados e seus fragmentos foram 

purificados de gel de agarose  (Figura 2).   

 

 

 

Figura 2. Amplificação dos genes TcPR-1c e TcPR-1d através do PCR. (N) – reação realizada sem a 

presença do molde para comprovar que não houve contaminação. Setas indicam amplificações. Gel de 

agarose 1% TBE 0,5X. 

Os amplicons foram purificados do gel de agarose e clonados no plasmídeo pGEM T-Easy. 

A figura 3 demonstra a confirmação das clonagens.  

 

 

 

Figura 3. Confirmação das Clonagens. PCR utilizando como molde os plasmídeos pGEM T-Easy, 

hipoteticamente contendo os genes TcPR-1, para confirmar se os fragmentos foram realmente clonado. Gel 

de agarose 1% TBE 0,5X. 

A partir da confirmação das clonagens em pGEM T-Easy, os plasmídeos contendo os genes 

TcPR-1c e TcPR-1l foram digeridos com as enzimas de restrição BamHI e SalI e o gene TcPR-1d 

foi digerido com as enzimas de restrição BamHI e SacI. Os fragmentos referentes aos genes foram 

cortados e purificados do gel de agarose. Em seguida, estes foram ligados ao plasmídeo de 

expressão de proteínas pETSUMO, previamente digerido com as combinações de enzimas citadas 

acima. Após PCR foi confirmada a clonagem nos genes no plasmídeo pETSUMO (Figura 4). 
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Figura 4. Confirmação das Clonagens em pETSUMO através de PCR, utilizando como molde os 

plasmídeos extraídos. Gel de agarose 1% TAE 1X. 

Os ensaios de expressão de proteínas estão em andamento. Esperamos que até o relatório 

final PIBIC tenhamos tais resultados. 

3.3  Real-Time PCR  

A fim de quantificar o padrão de expressão dos genes TcPR-1 c, d e l em diferentes tecidos 

do cacaueiro, a presença de transcritos foi avaliada através de RT-qPCR. Para tal, os RNAs de 

raiz, caule e folha de plântulas de cacau de seis meses de idade RNA foram tratados com a enzima 

DNAseI, a fim de eliminar a presença de DNA genômico (vide figura 1).  

A partir da obtenção dos RNAs sem contaminação de DNA genômico, foi feita a síntese de 

cDNA e em seguida a execução do RT-qPCR. Após serem feitos testes de eficiência dos 

oligonucleotídeos e de diluições de cDNA, partimos para os testes finais, utilizando o gene ACPB1 

de cacau como controle de expressão constitutiva.  

Figura 5. RT-qPCR demonstrando expressão relativa dos genes TcPR-1c, TcPR-1d e TcPR-1l em 

diferentes tecidos de cacau, utilizando o gene ACPB como referência. 

 Pelos dados apresentados podemos verificar que o gene TcPR-1c possui baixa expressão nos 

tecidos analisados, com maior expressão em raiz e folha. Por outro lado, os genes TcPR-1d e TcPR-1l 

possuem maior nível de expressão, sendo que ambos possuem expressão majoritária em raiz e caule 

(Figura 5). 

4.  CONCLUSÃO 

Os experimentos de qPCR comprovaram que os genes TcPR-1c, TcPR-1d e TcPR-1l são 

diferencialmente expressos nos tecidos analisados: caule, folha e raiz. O gene TcPR-1c possui 

maior expressão em raiz e folha, enquanto que o genes TcPR-1d e TcPR-1l possuem expressão 
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majoritária em raiz e caule. Dentre os genes analisados o gene TcPR-1c foi o que se mostrou com 

menor expressão nos tecidos analisados, porém sua expressão é altamente induzida pela 

interação cacau-M.perniciosa (tabela 1), esse drástico aumento de expressão pode sugerir uma 

importância para o gene TcPR-1c na defesa vegetal, no patossistema e no estudo de seu promotor 

para futuros ensaios de transgenia.  
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