XXII Congresso Brasileiro de

Bento Gongalves-RS
! 22 a26 de outubro de 2012

ANALISE DO PERFIL TRANSCRICIONAL DE GENES CANDIDATOS ASSOCIADOS A
RESISTENCIA AO MILDIO EM VIDEIRA, PRESENTES NO LOCUS Rpv3.

ANDRIELE WAIRICH!: JAIANA MALABARBA? VANESSA BUFFON?; DIOGO DENARDI
PORTO* LUIS FERNANDO REVERS®

INTRODUCAO

Plasmopara viticola ¢ um oomiceto que causa o mildio em videira. Esta doenga tem
grande impacto econémico nas regides produtoras de uva, podendo causar grandes perdas de
producdo. O controle da doenca necessita de inimeras aplicagdes de fungicidas, gerando impacto
ambiental e aumento do custo operacional de produgéo.

As cultivares da espécie Vitis vinifera sdo totalmente suscetiveis ao mildio enquanto que
muitas cultivares, resultantes de hibridacdes com espécies norte-americanas e asiaticas, mostram
nivel variavel de resisténcia ao P. viticola, o que permitiu 0 mapeamento de genes de resisténcia e
loci de caracteres quantitativos (QTLs) (FISCHER et al., 2004; POLENASI et al.,, 2010). Os
mecanismos de resisténcia ao mildio incluem o fortalecimento da parede celular e o disparo de
mecanismos associados a sintese de proteinas pathogenesis-related (PR), compostos
antimicrobianos (como fitoalexinas) e da montagem de respostas complexas como a reacdo de
hipersensibilidade (RH), que resulta na morte celular programada em torno do sitio de infeccao,
blogueando o avanco do patégeno (POLENASI et al., 2010).

Trés loci com efeito na resisténcia ao mildio ja foram identificados em videira: Rpvl, Rpv2
e Rpv3 (WELTER et al., 2007). O locus Rpv3 esta localizado na porc¢édo distal do cromossomo 18,
regido rica em genes TIR-NBS-LRR (BELIN et al., 2009) e o fen6tipo associado a este locus é uma
forte RH nos individuos resistentes. A RH envolve a ativagdo de varios genes R. A maioria dos
genes R codificam proteinas que apresentam repeticdes ricas em leucina (LRRS), um sitio central de
ligacdo de nucleotideo (NBS) e um dominio variavel N-terminal, composto por um dominio coiled-
coil (CC) ou um dominio homologo ao Toll/Interleukin-1 Receptor (TIR) (DRY et al., 2009).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi identificar genes candidatos a resisténcia ao
mildio no locus Rpv3 de videira e avaliar o perfil transcricional destes genes por PCR quantitativa

em tempo real (RT-gPCR) em uma cultivar suscetivel ao mildio (‘Cabernet Sauvignon’) e em uma
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cultivar resistente ao mildio (‘Villard Blanc’) ap6s desafio com uma suspensdo de esporos de P.
viticola.
MATERIAL E METODOS

Estacas de ‘Villard Blanc’ e ‘Cabernet Sauvignon’ foram coletadas e enraizadas. O indculo
de P. viticola foi obtido no campo, da cultivar Isabel e os esporos foram usados para o preparo de
uma suspensdo 3x10° esporos/mL™. A suspenséo de esporos foi pulverizada na superficie abaxial
das folhas de “Villard Blanc’ e ‘Cabernet Sauvignon’. Dez folhas por replicata bioldgica foram
coletadas em 0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas apés a inoculagdo (HAI), congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido e armazenadas a —80°C até processamento. O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo, em triplicata bioldgica, cada uma composta por uma caixa com 20 estacas enraizadas
e sob condi¢bes ambientais controladas (umidade relativa de 100% e temperatura de 25°C), na
Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves - RS (coordenadas geograficas: 29°1015"S, 51°31'8"W,
690m de altitude).

O RNA total foi extraido de acordo com Reid (2006) e quantificado em espectrofotémetro.
Uma aliquota de 1ug de RNA total foi tratada com DNAse e transcrita com kit comercial. O cDNA
foi utilizado para a obtencdo dos perfis transcricionais dos genes candidatos através de RT-qPCR
usando SYBR Green como fluoréforo e Actina como gene referéncia (REID et al., 2006). As
reacOes em triplicata técnica foram submetidas a 94°C por 10 min., seguidas de 40 ou 60 ciclos de
94°C por 15seg. e 60°C por 60seg. A andlise da especificidade do produto de PCR foi realizada
através de curva de dissociacdo. A eficiéncia das reacfes foi calculada a partir dos dados de
amplificagdo usando LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). A expressdo génica relativa de cada
gene foi calculada usando a equacdo de Pfaffl (PFAFFL, 2001). Iniciadores especificos foram
desenhados para cada gene e analisados no OligoAnalyzer 3.1.

Para a escolha dos genes candidatos, aplicou-se o teste de Fisher, usando Blast2GO
(GOTZ et al., 2008), nos genes presentes na regio distal do cromossomo 18 de (locus Rpv3) com o
objetivo de buscar termos funcionais enriquecidos quando comparados a outras regides aleatorias

do genoma.

RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com o teste de Fisher, a regido gendmica do locus Rpv3 é enriquecida com
genes associados as respostas de defesa. Deste conjunto de genes, 40 possuem pelo menos um dos
dominios TIR-NBS-LRR. Deste conjunto de genes preditos, 8 possuem o0s 3 dominios e foram
selecionados para serem avaliados por RT-gPCR.
Dos oito pares de iniciadores utilizados, Vv18s0089g00100 e o Vv18s0041g02450 néo
apresentaram amplificacio por RT-gPCR. Os pares de iniciadores Vv18s0089g00090,
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Vv18s0089g02120 e 0 Vv18s0041901620 apresentaram amplificagdo nas duas cultivares, enquanto
que Vv18s0041g01330 e Vv18s0041g01340 apresentaram amplificacdo apenas na cultivar Villard
Blanc e Vv18s0089g00600 apenas na cultivar Cabernet Sauvignon (Figura 1).

Os genes Vv18s0041g01330, Vv18s00899g00600 e Vv18s00899g02120 ndo mostraram
diferenca estatistica em relacdo a 0 HAI. O gene Vv18s0041g01340 mostrou uma diminuigdo na
expressao apds a inocualgcdo com P. viticola em “Villard Blanc’ com diferenca significativa em 48
HAI. Os perfis transcricionais dos genes Vv18s0089g00090 e Vv18s0041g01620 mostraram um
claro aumento de expressdo nas duas cultivares apds o tratamento. Na cultivar Villard Blanc em 6 e

12 HAI a diferencga € estatisticamente significante quando campara-se a 0 HAI (Figura 1).
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Figura 1 - Perfil transcricional dos genes candidatos obtidos por RT-gPCR ap6s pulverizacdo com
mildio na cultivar suscetivel Cabernet Sauvignon e na cultivar resistente Villard Blanc. Horas ap6s
a inoculacéo (HAI) estéo representadas no eixo X e a expressdo génica relativa no eixo Y. Os dados
de Actina foram usados para normalizar os dados de todos os genes e 0 HAI foi usado como
calibrador. Todos os dados sdo representados como médias de 3 replicatas técnicas e 3 replicatas

bioldgicas. Analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste t (p<0,05).

CONCLUSOES
A regido gendmica do locus Rpv3 na porcéo distal do cromossomo 18 é enriquecida com

genes preditos associados as respostas de defesa. Os genes analisados mostraram perfil
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transcricional diferencial ap6s o tratamento de pulverizacdo com P. viticola em ambas cultivares. A
cultivar Villard Blanc apresentou perfis transcricionais mais contrastantes quando comparada com a

cultivar Cabernet Sauvignon.
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