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Introdugao

Sclerotinia sclerotiorum (Lib) De Bary € um fungo fitopatogénico de ampio
espectro de hospedeiros infectando cerca de 75 familias, 278 géneros e 408
espécies ou variedades de plantas (Boland & Hall, 1994). Dentre as culturas
comerciais afetadas, a do feijoeiro € a que mais sofre perdas na produgédo, sendo o
nimero de sementes por planta e seu peso os componentes de rendimento mais
afetados trazendo enorme prejuizo .ao nosso pais por sua importancia sécio-
econdmica (Hall & Nasser, 1996).

Quando o fungo infecta uma planta hospedeira, seu primeiro desafio é vencer a
barreira estrutural representada pela parede celular da planta. Para isso, secreta
enzimas, corho pectinases e cutinases que irdo despolimerizar componentes da
lamela media e parede celular primaria da planta (Fraissinet-Tachet & Fevre 1996).
Entre as enzimas secretadas estdo as poligalacuronases (PGs), que estédo
envolvidas na degradacdo de pectina. Um maior interesse é dado as
endopoligalacturonases (endo-PG) as quais sdo capazes de macerar os tecidos da
planta promovendo a liberacdo de oligossacarideos que sdo potentes sinalizadores
celulares e podem ativar a resposta de defesa da planta hospedeira. As
poligalacturonases s&o produzidas por bactérias, fungos e insetos (De Lorenzo &

Ferrari, 2002). Entre os fungos produtores de poligalacturonases, destaca-se o fungo
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de solo, Sclerotinia Sclerotiorum que, durante o crescimento, produz varias endo e
exo-poligalacturonases (Cotton, et al., 2002).

No entanto, a planta, por sua vez, produz proteinas extracelulares inibidoras de
poligalacturonases (PGIP), que especificamente inibem as poligalacturonases (PGs)
de fungos (De Lorenzo e Ferrari, 2002; D’Ovidio et al., 2004). A interacdo com PGIP
limita o potencial destrutivo de poligalacturonases, disparando as respostas de
defesa o que reduz os sintomas da doenga. As proteinas inibidoras de
poligalacturonases interagem especificamente com as poligalacturonases por
formagdo de um complexo. A interagdo PG-PGIP varia em termos de inibigédo e
reflete contra-adaptagéo ocorrendo em ambos, enzimas e inibidores (Federici et al.,
2001). Fungos patogénicos tém desenvolvido diferentes poligalacturonases para
maximizar seu potencial ofensivo e conseqlientemente, plantas tém desenvolvido
variagdes de PGIPs com diferentes especificidades para contraporem-se as muitas
formas de PGs existentes na natureza. A importancia das PGIPs na defesa de
plantas tem sido confirmada por estudos in vivo. O arranjo e a similaridade entre
genes de Phaseolus vulgaris L. sugere que eles derivem de um antecessor comum
como o resultado de uma sequéncia de eventos de duplicagéo e divergéncia génica.
Os quatro paralogos Pvpgip 1-4 formam dois pares Pvpgip1 / Pvpgip 2 e Pvpgip 3 /
Pvpgip 4 que codificam funcionalmente distintas classes de PGIPs, que dedicam-se
diferentemente para o reconhecimento de PGs de fungos (D’Ovidio et al., 2004).

Objetivos:

O presente trabalho teve por objetivos:

1. Analisar a eXpresséo de genes que codificam para proteinas inibidoras de
poligalacturonésés (pgip1, pgip2, pgip3 e pgip4) em plantas de feijoeiro submetidas
a infecgao pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum.

2. Comparar os hiveis de expressdo de poligalacturonases (PG5, PG6 e PGT7)
produzidas por S. sclerotiorum nos diferentes momentos do processo de infecgao.

Materiais e métodos
Material biolégico.

-O isolado SPS de S. sclerotiorum foi obtido de planta de feijoeiro infectada. O
micélio foi mantido em cultura em agar-batata (BDA). O isolado foi crescido em placa

de Petri contendo BDA (Batata ~dextrose-agar) com pontas de palitos de dentes de
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1 cm dispostas no meio. Apés 5 dias estas pontas de palitos com o fungo foram
inoculadas na haste de plantas de feijoeiro. As sementes de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris [L.] cv. Pérola) foram fornecido pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA). As plantas cresceram em potes plasticos e foram
mantidos a 24° C e fotoperiodo de 12 horas. A inoculagdo aconteceu 10 dias apds a
emergéncia pela introducdo de palitos de dentes na base da haste a 1 cm da
superficie. Para o controle do experimento foram introduzidos os palitos sem fungo
nas hastes das plantas (injuria mecéanica). As plantas foram mantidas por 48 horas a
20° C e 90% de umidade relativa para fornecer as condigdes para infeccéo.

As amostras de tecidos foram coletadas da parte necrosada de cada lesdo
com margem de 2 cm nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas apo6s a inoculagéo (hpi).
As amostras de tecidos foram armazenadas em nitrogénio liquido para posterior
extracao de RNA.

RT-PCR semi-quantitativo

O RNA foi extraido do tecido da planta e do micélio flingico pelo método do
TRIZO (Gilco BRL), conforme instrugbes do fabricante. Para remover a
contaminacido com DNA gen6mico, o RNA foi tratado com DNAse | (Promega)
seguida de inativacéo da enzima (EDTA 2,5 mM, 65° C / 10 min) e precipitagdo com
etanol.

A anadlise dos transcritos de endogalacturonases (PGs) do fungo e Proteinas
Inibidoras de Poliygalacturonases (PvPGIP) da planta foi feita através de RT-PCR
semi-quantitativo. Os oligonucleotideos especificos para PGs foram pgl [pgIR 5’-
TCT TGC AGC AGG CGA GAA -3’; pglF 5°-GTG TTG TGG CCG AGG GCG -3’]; pg3
[pg3R 5’-ACC CGG CAC TGT GGC TAC-3’; pg3F 5'-TGG GAC GGT ACG ACC CTC -
3°); pg5 [pgSR 5°-TGT CGG AGT TGT CAG TAG-3’; pg5F 5°-ATA CCA GCA TTT CCA
TGG-3]; pg6 [pg6R 5°-CAA GCT TAT TAA CAT GCG TGC-3’; pg6F 5°-CTG G-AG TTG
ACG ATT TAT GCA-3’]; pg7 [pg7R 5’-TCC GGT TAC GAG AAT GCC-3’; pg7F 5°-GCT
CCT GGA CAC ATC CGG- 3°]. Os franscritos de proteinas inibidoras de
poligalacturonases (PGIP) foram amplificados usando oIigonUcIeotideos especificos
para PvPGIP1, PvPGIP2, (ambos PvPGIP2.1 e PvPGIP2.2). PvPGIP3 e PvPGIP4
como descrito por D'Ovidio et al. (2004).

A fita de cDNA foi sintetizada com 2 microgramas de RNA total tratado com

DNAse | usando a enzima Superscript Il Transcriptase Reversa seguindo
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recomendacdes do fabricante. Cinco microlitros da reagéo foi amplificada em uma
reacgdo final de 30 pL contendo tampao Taq DNA polimerase 10X, 1,5 mM MgCl2,
0,2 mM dNTPs, 0,2 uM primers especificos, 5 U de Taq DNA polimerase (Gibco-
BRL). A PCR foi mantida inicialmente a 94° C por 1 min, 55°C por 1 min e 72 °C por
1 min. Os produtos de PCR foram observados em gel de agarose (1,2 % p/v) por
eletroforese. A quantificacdo dos niveis de expressdo génica foi verificada por
analise de densitometria (Scion Image softwere) disponivel on-line (http: //

www.scioncorp.com). A intensidade do produto amplificado foi expressa em

unidades relativas de absorvancia (AU). A razdo entre a unidade relativa de
absorvancia determinada pela amplificacdo do gene de interesse e controle interno
foi calculada para normalizar as variagbes de concentracdo das amostras como

controle eficiente da reagéao.

Resultados e discussoes
Expressao dos genes PG de S. sclerotiorum durante a patogénese

A interagdo patégeno-hospedeiro foi analisada a partir de hastes de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) e o micélio de S. sclerotiorum. Durante as primeiras 24 horas
apés o inoculo, o micélio desenvolveu e invadiu o tecido, mas os sintomas
macroscopicos ndo foram detectados. Com 48 horas a zona de necrose foi
observada em volta do inéculo e 72 hpi um abundante micélio aéreo emergia dos
tecidos das plantas cuja maceragédo podia ser observada na superficie. Com 96 hpi o

micélio tornava-se progressivamente mais abundante, enquanto que o tecido estava

totalmente macerado (Fig. 1).

Figural. Hastes de feijoeiro infectadas com S. sclerotiorum nos diferentes tempos ap6s o
inoculo. As amostras de tecidos foram coletadas da parte necrosada de cada lesdo com
margem de 2 cm nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas apdés a inoculagdo (hpi),
respectivamente.

4125



g‘} Anais do V Congresso de Pesquisa, Ensino e Extens3o, Campus Samambaia - 06 a 10 de outubro de 2008
UFG “Produgéo do conhecimento e transformag@o social”

A expressao dos genes que codificam para poligalacturonases foi examinada
em tecidos infectados para determinar quais fatores poderiam estar associados com
o processo de infeccdo. Transcritos dos genes pg71, pg3, pgd, pg6 e pg7 foram
detectados por RT-PCR 24 horas apés o inicio da infeccdo (Fig. 2). Neste ponto a
presenga do fungo na planta nédo foi visualmente detectada. O nivel makximo de
transcritos de PG foi alcangado com 72 hpi quando a biomassa do fungo ainda néao
era maxima. O gene mais significantemente induzido durante as fases iniciais de
infecgdo foi 0 pg?, o nivel de transcritos aumentou grandemente até 96 hpi, tempo
que as hastes foram completamente invadidas pelo micélio. O gene pg3 foi expresso
durante a fase inicial de colonizagdo do tecido da planta saudavel, revelando um
maximo nivel de expressado 24 hpi quando a biomassa do fungo era muito baixa. A
expressao diminuiu nos ultimos estagios de coloniza¢cio. Este padrao de expressao
sugere pg3 pode estar mais envolvida nos estagios iniciais de colonizagdo do
hospedeiro que durante os Uultimos estagios de maceragcdo dos tecidos do
hospedeiro. O gene pg5 foi altamente expresso com 24 hpi mantendo-se constante
até 96 hpi (Fig. 2) estagio em que o tecido da planta estava completamente invadido
pelo patégeno e com a zona de necrose bastante aumentada. O gene pg6 foi
regulado durante a fase final de maceracgéo. A transcricdo foi maxima com 72 hpi e
entdo decresceu levemente quando o tecido estava totalmente macerado (Qé hpi). O
gene pg7 foi expresso em 24 hpi e manteve o padrdo de expressdo constante. O
fragmento de rDNA 28 S do fungo foi amplificado como controle para a quantidade
total de mRNA présente em cada uma das amostras.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agorose, os produtos de RT-PCR mostram o p-adréo de
expressado dos genes que codificam para poligalacturonases (PG1, PG3, PG5, PG6 e PG7)
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de S. sclerotiorum durante a patogénese em hastes de feijoeiro (A). A analise quantitativa
da expresséo dos genes PGs foi realizada por densitometria pelo Scion Image software
(http://www.scioncorp.com) . Os niveis foram calculados a partir da Unidade Relativa de
Absorvancia determinada pela amplificagdo do gene de interesse e seu controle interno
(rDNA 28S) como visto no gréafico (B).

A expressédo dos genes PG foi similar ao ja relatado sobre PGs em outros
isolados de S. sclerotiorum (Li et al., 2004; cotion et al., 2002; Ksza et al., 2004)
embora os respectivos padroes tenham sido diferentes. Por exemplo, a expresséo
de sspg1 procedeu como sspg3, sspgb e sspg6 durante a infeccéo de cenoura com
S. sclerotiorum, onde se observou que os genes pg7-3 foram expressos durante a
fase de colonizacdo do tecido saudavel, enquanto pg5 foi transcrito durante a fase
final de maceracgado e pg6 e pg7 exibiram um constante padréo de expresséo (kasza
et al, 2004). Em concordancia com os resultados descritos por Li et al (2004), sob
condicdes de patogenicidade, o gene sspg? de S. sclerotiorum foi altamente
expresso durante a infecgdo, sspg3 foi também expresso durante a fase inicial de
infecgao.

A aparente dependéncia da expressdo do gene pg1 com o pH foi proposta
para justificar a liberagédo de acido oxalico, um fator determinante de patogenicidade
(Cessna et al, 2000). Evidéncias recentes sugerem que sspg7 faz seu papel tanto na
iniciag&o da infecgao como na subseqlente expansao da lesao durante a interagao
de S. sclerotiQ(um com Brassica napus (Li et al., 2004). A regido regulatéria do gene
sspg1 possui diversos sitios de ligagéo para o repressor CRE1, um fator envolvido
na repressao do catabolismo de carbono e acredita-se restringir a expressao de
sspg1 sob cohdic}c")es saprofiticas (Reynond-cotton et al., 1996; Hegedus & Rimmer,
2005).

Andlises dos padrées de expressdo individual dos genes de PGs tém
revelado que interagdes entre PGs e a resposta do hospedeiro durante varios
estagios de infecgdo é coordenado. No inicio da patogénese, S. sclerotiorum secreta
o acido oxalico em tecidos infectados que progressivamente muda o pH neutro do
apoplasma da planta para valores acidos. No curso da infeccéo, a acidificagdo do
meio e degradacéo de polimeros podem criar um ambiente q'ue induz o ataque de
PGs na parede celular da planta. Ocorre também a liberagao de produtos de baixo

peso molecular que servem para induzir no fungo a expresséo de outros genes de
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pg (Li et al., 2004; Fraissnet-Tachet and Fevre 1996). A falta da expresséo de pg3 e
pg6 nos pontos tardios de infeccdo (96 hpi) pode também indicar que outras
enzimas pectinoliticas estdo envolvidas em subseqiente maceracdo do tecido e
necrose da area interna da planta.

Outros resultados sugerem que os genes PGs sdo diferentemente regulados
sob condigbes de parasitismo, a expressao de cada gene é governada pelo conjunto
de condicdes ambientais, desenvolvimento e condi¢des nutricionais. Entretanto,
quais fatores individuais estdo envolvidos no processo de infecgdo ainda devem ser
elucidados.

Os membros da Familia de Pvpgip sao diferentemente regulados

Para verificar se os 4 genes PGIP apresentam diferente regulagao durante a
infeccdo patogénica, foram realizadas anadlises por RT-PCR usando
oligonucleotideos especificos para cada gene. Analises dos transcritos foram feitas
com o RNA total extraido de hastes de feijoeiro com injuria mecanica (planta
controle) ou infectada com S. sclerotiorum.

Oligonucleotideos especificos para Phaseolus vulgaris (Pvpgip1-4) foram
sintetizados como descrito previamente (D’Ovidio et al., 2004). Mesmo com alto
numero de ciclos de amplificagcdo € amostras com concentragées de RNA maiores
as normalmehte utilizadas para a analise dos genes Pvpgip, a amplificacdo de
Pvpgip1-3 nao ocorreu nas amostras extraidas das plantas controle.
Interessantemente, somente o transcrito Pvpgip 4 pareceu. ser moderadamente
induzido pela injuria mecénica (Fig. 3 A).

Andlises de densitometria revelaram que os transcritos PVpg-;ip sao
diferentementé induzidos em tecidos de hastes de feijoeiro em resposta a infecgéo
por S. sclerotiorum (Fig. 3 B). Durante as fases iniciais de infecgdo o transcrito de
Pvpgip1 néo foi detectado, enquanto sua presenca foi revelada com 72 — 96 hpi,
periodo em que as hastes estavam completamente invadidas pelo micélio. Foram
observados altos niveis de expressdo de Pvpgip2 durante a fase inicial de
colonizagéo, com nivel maximo com 48 hpi e declinio de 72 — 96 hpi, momento em
que o tecido da planta comecou a submeter-se a necrose. A expressao do transcrito
Pvpgip3 aumentou fortemente com 96 hpi. O transcrito Pvpgip4 manteve-se

constantemente presente de 24 hpi até o final do tempo do experimento. Entretanto
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altos niveis de expressao desse gene foram detectados na area de lesao, maior que
na planta com injuria mecanica (controle).

Esse padrio de lesdo claramente mostra a sequéncia transcricional de gene
e sugere que Pvpgip2 pode estar mais envolvido nos estagios iniciais de defesa e
Pvpgip1 e Pvpgip3 durante a fase terminal. Andlises realizadas por D'Ovidio e
colaboradores (2004) resultaram na identificacdo de 4 Pvpgips em Phaseolus
vulgaris. Individualmente, genes Pvpgips sao diferentemente expressos em
respostas ou tratamento com elicitores: a expressdo de Pvpgip3 é induzida por
oligogalacturonideos, mas nao por acido salicilico ou injuria; a expressao de Pvpgip4
nao foi alterada por nenhum dos tratamentos. A expressao de Pvpgip1 foi induzida
apenas pela injuria. Pvpgip2 é regulado por oligogacturonideos, acido salicilico e
injuria (D’Ovidio et al., 2004).

A Planta zortrole Plarta ¥ S sclergiorum B

. Ahpi - 48hel 7ok, 96hpi 24hpl dBhipi’ 72hei 9Bhpi e : -
i 9000 - . . e e e e
© 8000 -
: 6000
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000

# pgipt
¥ pgip2 :
% pgip3
2 pgipd

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose mostrando os diferentes niveis de expressdo dos
genes PGIP na planta que apenas sofreu injdria (controle) e as que foram infetadas com S.
sclerotiorum (“A).:‘ A andlise semiquantitativa da expressdo de Pvpgips foi realizada
exatamente como descrita na figura 2 (B).

As defesas das plantas contra fungos patogénicos consistem em respostas
localizadas que muitas vezes esta associado com um estresse oxidativo e outros
sistemas de respostas mediados por moléculas sinalizadoras. PGIPs tém sido
mostradas como fator limitante para a invasdo de fungos em plantas. Experimentos
com tomate e uva transgénicos super-expressando genes PGIP de péra (Powell,
2000; Aguero, 2005); arabidopsis super-expressando dois genes PGIP endégenos
(Ferrari et al., 2003) e plantas de tabaco super-expressando PGIP2 de feijoeiro

(Manfredini rt al., 2007), quando infectados com B. Cinera, desenvolveram lesdes
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menores que as plantas selvagens, sugerindc que PGIPs desenvolvem um papel na
imunidade congénita de plantas e contribui para a resisténcia contra fungo. -

A interacdo PG-PGIP limita o potencial agressivo das PGs e favorece o
acumulo de oligogalacturonideos na apoplasto (De Lorenzo e Ferrari, 2002).
Oligogalacturonideos s&o elicitores de um grande numero de respostas de defesa de
plantas juntamente com o acumulo de fitoalexinas, sintese de lignina, a expresséo
de B 1-3-glucanase, inibidores de proteases e a produgao de espécies reativas de
oxigénio (De Lorenzo e Ferrari, 2002; Ridkey et al., 2001). A capacidade das PGs
induzir respostas de defesa por atividade enzimatica foi considerada nao relevante
para a interacdo de B. cinera com planta de uva (Poinssot et al., 2003). Entretanto, a
atividade enzimatica de PG em Colletrotrichum lindemuthianum tem sido mostrada

ser essencial para ativar respostas de defesa em tabaco (Boudart et al., 2003).

Conclusées

Neste trabalho mostramos os diferentes niveis de expressdo de
poligalacturonases no processo de infeccdo. Estas enzimas promovem a Ii-beragéo
de fragmentos de polissacarideos da parede celular e liberacdo de
oligogalacturonideos que sdo poderosas moléculas sinalizadoras. Podendo ativar
resposta de defesa da planta pela elevagcédo da expressao de proteinas inibidoras de
poligalacturonases.

Trabalhos futuros poderé&o identificar proteinas especificas induzidas durante os
primeiros paséos da patogénese. Isso poderia ajudar no esclarecimento dos
complexos programas que s@o a base do processo de infec¢édo. Entretanto é crucial
para a obtengéo de plantas resistentes baseadas em estratégias através de PGIP o

conhecimento das relacdes especificas entre PGs e PGIPs.
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