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RESUMO 

 

DôAMATO, Aline Lopes, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilh®us, Maio 

de 2022. Caracterização de uma possível proteína efetora de Ceratocystis 

cacaofunesta. Orientador: Carlos Priminho Pirovani. Coorientadora: Ariana Silva 

Santos. Coorientador: Eric Roberto Guimarães R. Aguiar.  

 

O fruto do cacaueiro tem grande importância como fonte de matéria prima para a 

indústria do chocolate e outros derivados. Mas grandes perdas por doenças 

fúngicas são constantemente presenciadas, como a murcha de Ceratocystis, 

causada pelo fungo Ceratocystis cacaofunesta, pertencente ao complexo 

Ceratocystis. Esse fitopatógeno coloniza o sistema vascular do cacaueiro e 

prejudica o fluxo no xilema de tal modo que ocasiona a morte da planta 

hospedeira. Nos últimos tempos, biomoléculas como proteínas efetoras, 

secretadas por patógenos com o intuito de manipular a fisiologia do hospedeiro, 

têm sido caracterizadas por apresentarem relação com a infecção. Dessa forma, 

o objetivo foi a caracterização de uma potencial proteína efetora identificada no 

secretoma do fungo C. cacaofunesta, anotada como hipotética nos bancos de 

dados. A sequência completa da proteína alvo foi identificada a partir do 

alinhamento de uma região do genoma de C. cacaofunesta com a sequência das 

ORFs disponíveis no banco de transcritos de C. platani. Análises in silico 

revelaram na proteína Cceff1 a presença de peptídeo sinal, com sítio de clivagem 

predita MAA-AV entre os aminoácidos 19 e 20; tendência à hidrofilia; 54 dos 

aminoácidos desordenados; 34 sítios de fosforilação; localização extracelular, 

incluindo parede celular; e homologia como domínio AltA1, típico de  alérgenos 

fúngicos. A ORF sintética, excluindo a região do peptídeo sinal, com códons 

otimizados para expressão em Escherichia coli (Biomatik), inserida nos sítios Nde 

I/Xho I do vetor pET-32a, foi utilizada para transformação da estirpe BL21(DE3). A 

proteína de fusão com as ñtagsò de Trx e His foi induzida, purificada, dialisada e 

quantificada para clivagem com a protease Trombina para remo­«o das ñtagsò. A 

identidade tanto da proteína recombinante fundida de 40 kDa quanto da proteína 

clivada com 26 kDa foram confirmadas por meio de análises por espectrometria 
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de massas. Testes com Solanum licopersicum variedade Micro Tom foram 

realizados por meio de micro spray com a proteína recombinante fundida desde 

1,45 a 5 µmol L-1 e a proteína clivada a 4,2 µmol L-1. As folhas apresentaram 

secamento das bordas e morte celular a partir de 48 h. Houve acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio com a proteína clivada e a proteína marcada com 

Trx. A análise de dicroísmo circular (DC) mostrou estabilidade térmica da proteína 

clivada e espectro compatível com a presença de estruturas secundárias. Nesse 

sentido, a caracterização proteica desse potencial efetor irá abrir novas 

possibilidades para intervenção biotecnológica. 

 

Palavras-chave: Ceratocystis cacaofunesta, fungo, proteína efetora, proteômica, 

cacaueiro.  
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ABSTRACT 

 

DôAMATO, Aline Lopes, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilh®us, Maio 

de 2022. Characterization of a possible effector protein of Ceratocystis 

cacaofunesta. Advisor: Carlos Priminho Pirovani. Advisor Committee Members: 

Ariana Silva Santos and Eric Roberto Guimarães R. Aguiar.  

 

The cacao fruit is of great importance as a source of raw material for the chocolate 

and other derivatives industry. But large losses due to fungal diseases are 

constantly witnessed, such as Ceratocystis wilt, caused by the fungus Ceratocystis 

cacaofunesta, belonging to the Ceratocystis complex. This phytopathogen 

colonizes the vascular system of cacao and impairs the flow in the xylem in such 

a way that it causes the death of the host plant. In recent times, biomolecules such 

as effector proteins, secreted by pathogens to manipulate the physiology of the 

host, have been characterized as being related to infection. Thus, the objective 

was to characterize a potential effector protein identified in the secretome of the 

fungus C. cacaofunesta, noted as hypothetical in the databases. The complete 

sequence of the target protein was identified from the alignment of a region of the 

genome of C. cacaofunesta with the sequence of ORFs available in the transcripts 

bank of C. platani. In silico analysis revealed the presence of a signal peptide in 

the Cceff1 protein, with a predicted MAA-AV cleavage site between amino acids 

19 and 20; 54 of the disordered amino acids; 34 phosphorylation sites; extracellular 

localization including cell wall; and homology with the AltA1 domain, typical of 

fungal allergens. The synthetic ORF, excluding the signal peptide region, with 

codons optimized for expression in Escherichia coli (Biomatik), inserted into the 

Nde I/Xho I sites of the pET-32a vector, was used to transform the BL21(DE3) 

strain. The fusion protein with the Trx and His tags was induced, purified, dialyzed 

and quantified for cleavage with the protease Thrombin to remove the tags. The 

identity of both the fused 40 kDa recombinant protein and the 26 kDa cleaved 

protein were confirmed by mass spectrometry analyses. Tests with Solanum 

licopersicum variety Micro Tom were performed by means of micro spray with the 
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recombinant protein fused from 1.45 to 5 µmol L-1 and with the protein cleaved at 

4.2 µmol L-1. The leaves showed drying of the edges and cell death after 48 h. 

There was an accumulation of reactive oxygen species with the cleaved protein 

and the protein labeled with Trx. Circular dichroism (DC) analysis revealed thermal 

stability of the cleaved protein and a spectrum compatible with the presence of 

secondary structures. In this sense, the characterization of this possible effector 

will open new possibilities for biotechnological intervention. 

Keywords: Ceratocystis cacaofunesta, fungus, effector protein, proteomic, cacao.
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1. INTRODUÇÃO 

 

O gênero Ceratocystis engloba fungos do filo Ascomycota que infectam 

diversas plantas no mundo. A disseminação desse gênero abrange as Américas, 

Ásia e África (ENGELBRECHT, 2004). Essencialmente, plantas lenhosas têm 

seus tecidos foliares invadidos por espécies de Ceratocystis e ocasionalmente 

seus xilemas são obstruídos, apresentando como consequência seca e morte 

progressiva (BAKER; HARRINGTON, 2004). Segundo análises, uma vez em que 

há poucas diferenças morfológicas entre as espécies desse gênero de fungo, a 

base de explicação é a evolução e divergência genética de espécies de 

Ceratocystis (FERREIRA, 2009).  

No Brasil, esses fungos patogênicos apresentam três espécies altamente 

disseminadas, C. fimbriata, C. paradoxa e C. cacaofunesta (FIRMINO et al., 

2016). O fungo Ceratocystis cacaofunesta Engelbr. & T.C. Harr. (Engelbrecht & 

Harrington, 2005), causa a doença Murcha de Ceratocystis no cacaueiro 

(Theobroma cacao L.) exprimindo ampla relevância no âmbito socioeconômico. 

Esse fungo extrai nutrientes seja antes ou durante a colonização e estabelece sua 

infecção na planta por penetração direta através de ferimentos. Em um curto prazo 

de tempo, sem transporte de água e nutrientes, a árvore inteira murcha e 

apresenta morte súbita, indicando que o período entre os sintomas e a morte é 

rápido (AMBROSIO et al., 2013; CABRERA et al., 2016). 

Na interação planta-patógeno, muitos fungos parasitas, incluindo 

estratégias necrotróficas, biotróficas ou hemibiotróficas, estabelecem a 

proliferação e, posterior colonização das plantas. Nesse cenário, fitopatógenos 

podem elicitar a imunidade desencadeada por patógeno (PTI) e lidar com a 

resposta do vegetal; evitar a eliciação por meio do sequestro dos oligômeros do 

patógeno que atuam como elicitor para a defesa da planta ou até mesmo suprimir 

a imunidade inata da planta (LO PRESTI et al., 2015).  

A respeito disso, o grupo de enzimas protease tem sido caracterizadas 

em secretomas de fungos fitopatógenos. Diversas pesquisas revelam relação 

entre a síntese dessas enzimas com a degradação da parede celular vegetal 

facilitando a penetração e colonização dos hospedeiros. Além desse papel, as 

proteases de fungos fitopatógenos com propriedades únicas e representadas em 

maior parte pelas serino proteases, corroboram com o desenvolvimento 
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patogênico de fungos com a formação de estruturas infecciosas e adesão às 

células hospedeiras, além de serem propostas como possíveis efetores (BROWN 

et al., 2001; CHANDRASEKARAN et al., 2016).  

Vários trabalhos mostraram correlação entre a atividade proteolítica e o 

estabelecimento da doença entre fungos que acometem plantas. A revisão de 

Chandrasekaran et al. (2016) contou com relatos como a protease extracelular 

Cc155 como fator de virulência significativo de Colletotrichum coccodes por meio 

da remoção por mutagênese converteu o patógeno virulento em um endófito não 

patogênico (REDMAN; RODRIGUEZ, 2002); outra pesquisa abordou a subtilisina 

fúngica AsES de Acremonium strictum com atividade elicitora extracelular 

fundamental na indução de resposta de defesa do hospedeiro, incluindo morte 

celular e acúmulo de EROS. Quando inibida com PMSF, a enzima proteolítica não 

induziu resistência (CHALFOUN et al., 2013).  

Ademais, como importante aspecto desse duelo bioquímico e fisiológico, 

os fungos fitopatogênicos, incluindo a espécie C. cacaofunesta, exibem um 

conjunto de mecanismos e moléculas manipuladoras. De acordo com Kamoun 

(2006), sem dúvidas, as proteínas efetoras representam as principais 

macromoléculas biológicas dedicadas à manipulação da estrutura e função da 

célula hospedeira. Elas são sintetizadas com o intuito de alterar as funções 

celulares de suas plantas hospedeiras, suprimir a percepção imune da planta, 

bem como proteger o fungo permeando a infecção e guarnecendo meio propício 

para o término de seu ciclo de vida (TORUÑO et al., 2016). 

Como exemplo principal de proteínas manipuladoras, as proteínas 

conservadas pertencentes à família da proteína cerato-platanina (CPP), presente 

apenas em fungos filamentosos ou fungos com o crescimento de pseudo-hifa, são 

importantes na interação patogênica. A efetora atua como eliciadora de resposta 

de defesa gerando necrose do tecido vegetal e outros aspectos caracterizados 

(GADERER et al., 2014). Ademais, homólogos de CPP foram identificados em 

mais de 50 genomas de fungos incluindo os fitopatógenos Botrytis cinerea, 

Magnaporthe grisea, Heterobasidion irregulare e Moniliophthora perniciosa com 

dados experimentais indicando papel durante interação fungo-planta (BACCELLI, 

2015). 

A Cerato-platanina (CP) identificada em Ceratocystis fimbriata f. sp. 

platani, com localização na parede celular atesta atividade indutora na síntese de 
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fitoalexina e/ou morte celular vegetal atuando como uma provável eliciadora de 

respostas de defesa das plantas (BODI et al., 2004). O trabalho de Pazzagli et al. 

(2009) evidenciou que a CP de Ceratocystis platani, hidrofóbica, secretada, com 

resíduos de cisteína conservados tem atividade de fitotoxina, atua como efetora e 

forma agregados ordenados em sua estrutura que interagem com superfícies 

hidrofóbicas e aumentam a resposta de hipersensibilidade vegetal, sugerindo forte 

envolvimento na interação hospedeiro-patógeno. 

Já como exemplificação de C. cacaofunesta, o trabalho de Molano et al. 

(2018) por meio de uma comparação recente do genoma de C. cacaofunesta e C. 

fimbriata e busca de potenciais efetores usando parâmetros de acordo com 

Klosterman et al. (2011) e de sinal de ligação entre proteínas secretadas 

conseguiu identificar potenciais genes candidatos a efetores do proteoma de C. 

cacaofunesta. Foi revelado proteínas relacionadas com presença na parede 

celular, proteínas que poderiam induzir respostas vegetais (alérgeno Asp), que 

poderiam estar envolvidas na resistência às respostas das plantas, como estresse 

oxidativo (proteína da família oxigenase 2og-fe) e assim elucidando futuros 

estudos funcionais. 

Portanto, levando em conta a doença Murcha de Ceratocystis que 

acomete o cacaueiro de inúmeras fazendas da América do Sul com genótipos de 

cacau suscetíveis à doença, como o CCN-51 (PALADINES-REZABALA et al., 

2022) e a constante e crescente busca por agentes de biocontrole para controlar 

fungos fitopatogênicos e induzir resistência natural em plantas contra esses 

organismos (GOMES et al., 2016), bem como todos os tópicos supracitados, o 

presente trabalho teve como objetivo geral a caracterização de uma possível 

proteína efetora do fungo C. cacaofunesta. 

Os objetivos específicos foram predizer as características bioquímicas do 

potencial efetor mediante análises de bioinformática e comparar in sílico com 

outros efetores caracterizados; produzir e validar a proteína candidata em 

laboratório a partir da transformação, expressão e purificação; confirmar por 

espectrometria de massas a identidade da proteína expressa; investigar a 

atividade bioquímica e fisiológica da proteína candidata por meio de bioensaios; 

avaliar a produção de peróxido de hidrogênio e verificar a estabilidade do 

candidato a efetor proteico clivado por dicroísmo circular em diferentes condições 

de temperatura. 



 

4 
 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Ceratocystis cacaofunesta 

 

A princípio, a espécie Ceratocystis fimbriata era descrita como patógeno 

de diversas plantas lenhosas com aproximadamente 31 espécies de plantas 

representando 14 famílias vegetais hospedeiras incluindo o Theobroma cacao. 

Contudo, Baker et al. (2003) conduziram experimentos de inoculação e 

propuseram que as populações locais de C. fimbriata se especializaram em um 

ou mais hospedeiros influenciando em espécies nascentes com genótipos 

especializados e tiveram propagação para novas áreas por humanos. 

A partir das análises das sequências de rDNA-ITS, foi identificado 

variações genéticas substanciais em algumas linhagens e interesterilidade com 

outros membros dentro do clado latino-americano de C. fimbriata (BAKER et al. 

2003), e em 2005, Engelberecht e Harrington descreveram o patógeno do 

cacaueiro como uma nova espécie, Ceratocystis cacaofunesta. Nesse cenário, 

foram encontradas diferenças morfológicas em explorações comparativas acerca 

do tamanho da base do peritécio, da configuração dos esporos sexuais e da 

presença ou ausência de conídios doliformes, estruturas assexuadas que 

asseguram a disseminação do organismo (ENGELBERECHT; HARRINGTON, 

2005).  

Logo, o fungo C. cacaofunesta pertencente ao filo Ascomycota e subfilo 

Pezyzomycotina foi agrupado no complexo de Ceratocystis fimbriata, que engloba 

outras espécies de fitopatógenos como exemplo o Ceratocystis platani que 

acomete a cultura do Sicômoro (ENGELBRECHT & HARRINGTON, 2005). O 

complexo de espécies crípticas Ceratocystis com distribuição mundial inclui 

fungos que penetram os tecidos hospedeiros por meio de ferimentos nos tecidos 

lenhosos da planta e, por conseguinte, colonizam o sistema vascular presente em 

plantas o que acaba por danificar o metabolismo vegetal e ocasionar sua murcha 

e, posterior morte (VAN WIK, M. et al., 2010).  
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2.1.1 Caracterização morfológica 

 

A partir do isolamento do holótipo no Brasil proveniente de Theobroma 

cacao doente, Engelbrecht & Harrington (2005) descreveram as estruturas 

morfológicas do fungo Ceratocystis cacaofunesta indicando que seus corpos de 

frutificação do tipo peritécio são superficiais ou embutidos no substrato, com suas 

bases marrom-escuras a pretas, globosas, apresentando 95ï305 µm de largura 

por 100ï275 µm de altura e com haste marrom escuro a preto, reto, 310ï1010 µm 

de comprimento por 20ï45 µm de largura na base e 12ï25 µm de largura na 

ponta. As suas hifas ostiolares foram anotadas como marrom-claras a hialinas, 

não septadas, com paredes lisas e 30-125 µm de comprimento. Por sua vez, os 

esporos sexuais chamados de ascósporos são hialinos, unicelulares e com 4,5ï

6,5 µm de comprimento por 3,5ï5,5 µm de largura e 3,0ï4,0 µm de altura e se 

acumulam em uma cor creme na haste do peritécio. 

Em relação às estruturas responsáveis pela reprodução assexual, o fungo 

apresentou seu endoconidióforo surgindo lateralmente de hifas vegetativas, 

septado, com 40ï295 µm de comprimento incluindo as células basais, 2,0ï8,0 µm 

de largura na base e, em adicional, os endoconídios doliformes cilíndricos e 

unicelulares revelaram ser hialinos a marrom-claros, lisos e produzidos a partir 

das células conidiogênicas denominadas fiálides nascidas próximo à base do 

peritécio, sendo estas hialinas a marrom-claras. Já o aleurioconidióforo surge na 

lateral do micélio, com 0ï13 septos e com aleurioconídios marrons, globosos a 

piriformes, de forma isolada ou em cadeias curtas (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Descrição morfológica do fungo Ceratocystis cacaofunesta isolado. a. Peritécio. b. Hifas 

ostiolares. c. Ascósporos. d. Endoconidióforo cilíndrico. e. Endoconídios cilíndricos. f. 

Aleuroconidióforo e aleuroconídios (ENGELBRECHT & HARRINGTON, 2005).   
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2.1.2 Distribuição geográfica 

 

A incidência do gênero Ceratocystis foi dividida por três complexos, norte-

americano, latino-americano e asiático. A espécie hospedeira específica C. 

cacaofunesta, a qual é adaptada para infectar o cacaueiro, foi claramente 

reconhecida no clado da América latina (WOOD & LASS 2001). O agente causal 

da Murcha de Ceratocystis teve seu primeiro relato em 1918 no Equador (RORER, 

J. B. 1918). Em um primeiro momento, a doença não foi de grande relevância pois 

a variedade de Theobroma cacao prevalente no Equador era resistente (BAKER 

et al. 2003).  

Contudo, em 1957, foi relatado por Desrosiers (1957), na Estação de 

pesquisa de Pichilinque no Equador, uma forma mais virulenta do C. cacaofunesta 

em variedades Crioulo de cacau (ARBELAEZ, 1957). A partir disso, ao longo dos 

anos a doença foi relatada em diversos países da América do Sul como a 

Colômbia, Brasil, Guiana, Peru, Trinidad e Tobago e Venezuela; na América 

Central como a Costa Rica, Guatemala e México e na ilha caribenha do Haiti; 

afetando inúmeras árvores de cacau e demonstrando a rápida propagação do C. 

cacaofunesta (THOROLD 1975; WOOD & LASS 2001). Atualmente caracteriza-

se como uma das doenças emergentes do cacau na América central e do Sul 

(ENGELBRECHT et al. 2007a). 

No Brasil, o fungo foi identificado em 1978 na região amazônica 

(BASTOS, 1978) encontrado em Rondônia. Na Bahia região que está fora da área 

de distribuição nativa de T. cacao (ENGELBRECHT; HARRINGTON, 2007a), o 

fungo foi constatado em 1997 em mudas por enxertia (BEZERRA, 1997) e em 

1998 em plantas adultas (BEZERRA et al., 1998). Os isolados da Bahia tem sua 

provável disseminação advinda de Rondônia, visto que a doença apareceu em 

uma estação experimental baiana (BEZERRA, 1997) operada pela mesma 

agência da estação experimental rondoniana. 

 

2.1.3 Murcha de Ceratocystis ou mal-do-facão no cacaueiro. 

 

O fungo C. cacaofunesta é o agente causal da Murcha de Ceratocystis, 

uma doença que acomete a cultura do cacaueiro (Theobroma cacao L.), 

resultando na morte desse hospedeiro. É uma das poucas espécies do gênero 
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Ceratocystis bem estabelecida e com especificidade de hospedeiro, apresentando 

um risco significativo na produção do cacau (CABRERA et al., 2016). Nesse 

contexto inicial, a disseminação da doença decorre da propagação dos esporos 

do fungo através do vento, da chuva e corriqueiramente da ação humana que 

utiliza ferramentas contaminadas em práticas de colheita e poda. Ainda nesse 

cenário, a fixação dessa enfermidade vegetal se dá pela ação de pequenos 

coleópteros do gênero Xyleborus spp., que ao produzirem galerias nos tecidos 

lenhosos, disseminam tanto de forma direta, transportando propágulos aderidos 

ao corpo; quanto indireta, no seu trato alimentar (Figura 2 e 3) (THOROLD, 1975; 

OLIVEIRA E LUZ, 2005). 

Esse fungo ascomiceto apresenta ascósporos bem específicos, liberados 

por seus peritécios enegrecidos, cilíndricos e elipsoides. Com a invasão dos 

ascósporos do C. cacaofunesta, pode-se notar nas plantas seus galhos e troncos 

ressecados, acarretando a morte desse hospedeiro de forma lenta, ou a infecção 

se inicia pela raiz da planta, o que gera uma morte instantânea (RIBEIRO et al, 

1986). Nesse cenário, ocorre um estresse hídrico nas plantas hospedeiras e 

doentes, brevemente explicado pelo crescimento das hifas ou da produção de 

esporos pelo fungo. Essas estruturas infecciosas obturam as perfurações dos 

elementos traqueais no interior dos vasos da planta hospedeira. Ademais, a ação 

enzimática promovida pelo fungo parasita ocasiona um aumento na viscosidade 

na seiva vegetal o que também é considerado um estresse nos componentes dos 

tecidos do xilema (PASCHOLATI et al., 2008) (Figura 3). 

Quando há o aparecimento dos sintomas, diante de um sistema vascular 

vegetal destruído, a planta hospedeira já apresenta muitos danos e o controle 

torna-se extremamente difícil (RODRIGUES et al., 2018). Logo, durante o passar 

dos anos houve um aumento no uso de cultivares resistentes e no 

desenvolvimento de preventivos eficientes no manejo da doença. A partir disso, 

diversas técnicas buscam combater o desenvolvimento filamentoso desse 

microrganismo. Dessa forma, o eixo biotecnológico e proteômico tem analisado e 

investigado proteínas secretadas pelo fungo C. cacaofunesta, que apresentam 

capacidade de alterar o mecanismo das plantas hospedeiras e tencionar uma 

colonização eficaz.  
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Figura 2. Murcha de Ceratocystis. a. coleóptero do gênero Xyleborus spp. b. Serragem fina na 

entrada do besouro para o tronco. c. Lenho do cacaueiro com lesões pelo complexo Xyleborus-

Ceratocystis. d. Cacaueiro doente por Ceratocystis cacaofunesta (RIVERA, 2016). 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Ciclo do mal do facão causado pelo fungo Ceratocystis cacaofunesta em árvores de 

cacau (Figura baseada no artigo de PALADINES-REZABALA et al. 2022).  

 

 

 

 


