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RESUMO

Sclerotinia sclerotiorumé um fungo filamentoso necrotréfico, contaminarge d
uma variedade de plantas, causando uma patologiaecima popularmente como
“mofo branco”. Este microrganismo utiliza uma sédie mecanismos, entre eles a
sintese e secrecao de acido oxalico, enzimas fitm&® e enzimas pectinoliticas com a
finalidade de ataque e degradacao da complexawestrda parede celular dos tecidos
vegetais, processos disparados pela variagdo dalgHineio. Dentre as enzimas
pectinoliticas, um grupo formado por varias isofasm conhecido como
Poligalacturonases (PGs) , é responsavel pela lifegpaacéo da estrutura da pectina,
através da quebra das ligacdes de poligalacturanaocompdem este carboidrato.
Neste trabalho buscou-se evidenciar a relacdo enpredducéo destas enzimas (PG1,
PG3, PG5, PG6 e PG7) pela expressao génica eagddivda cascata do AMPc, um
modulador intracitoplasméatico de acdes biologias biversificadas, sendo utilizada a
cafeina com a finalidade de aumentar as conceeadés moléculas de AMPc e
verificar a resposta desta alteracéo no sistentalltleo. O tratamento que recebeu esta
substancia aumentou a expresséo tanto das Poligalaases quanto da secrecao de
acido oxalico produzidos pelo fungo, além da afi@wado processo de desenvolvimento
de esclerddios nestas condi¢des de cuituvitro, meio minimo suplementado com 1%
de pectina, determinando, desta forma, uma imptertda de ativacao destes fatores de

viruléncia.

PALAVRAS-CHAVES: Patogénese, interacdo parasita-hospedeiro, AMPc,

Poligalacturonases, Cafeina.



SUMMARY

Sclerotinia sclerotiorunis a filamentous necrotrophic fungus, contamirisorh
a variety of plants, causing a pathology populdthown as "white mold”. This
microorganism uses a number of mechanisms, inajutiha synthesis and secretion of
oxalic acid, proteolytic enzymes and pectinolyticz@mes in order to attack and
degradation of the complex structure of the cell whplant tissue, processes triggered
by the change in pH of the medium. Among the petjiic enzymes, a group formed
by several isoforms known as Polygalacturonasess)P@re responsible for the
depolymerization of the structure of pectin, bydkiag the links of polygalacturonate
that comprise this carbohydrate. This study soiggtiéemonstrating the link between the
production of these enzymes (PG1, PG3, PG5, PGG® By gene expression and
activation of the cascade of cCAMP, a intracitoplasmmodulator of biological activity
well diversified, and the caffeine used for thegmse of increasing concentrations of
molecules of cAMP and check the response of thieraiment in the system of
cultivation. The treatment that received this saibs¢ increased the expression of both
the Poligalacturonases as the secretion of oxaltt @roduced by the fungus, and the
amendment of the process of esclerotial developnieede conditions ofn vitro
culture, medium minimum supplemented with 1% of tpecdetermining thus an

important means of activation of the virulence ¢ast

KEY-WORDS: Pathogenesis, host-parasite interaction, cAMP, daddgturonases,

Caffeine.



1- INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorumé um fungo fitopatdbgeno necrotréfico de ampla
distribuicdo mundial que desperta um grande inderels area agricola por apresentar
uma ampla diversidade de plantas hospedeiras,igalnmente dicotiledoneas (Boland
and Hall 1994). Pertence a famili@clerotiniaceae da ordem Helotiales filo
Ascomycotg sendo um fungo contaminante do solo que causgatnéogia conhecida
como Mofo Branco, caracterizada pela maceracaduakde aspecto umido no tecido
das plantas parasitadas, apresentando um emaradadfas brancas no local da leséo.

Fungos de forma geral possuem uma variedade dmtéggtrs de propagacao,
dispersdo e sobrevivéncigclerotinia sclerotiorum desenvolve uma forma de
resisténcia conhecida como esclerddio, que lheecenfm alto grau de adaptabilidade
no meio quando este se torna adverso as suas idadessnutricionais (Willets and
Wong 1980). Os esclerddios sdo estruturas formpdasaglomerados de hifas bem
compactadas e mielinizadas, que sobrevivem pookpgriodos de tempo no solo, até
o0 momento em que encontram condi¢cdes favoraveisledenvolvimento, sendo a
umidade alta e a temperatura baixa fatores detantés desta germinacdo, além da
presenca de matéria organica em decomposi¢ao.nimanismos diferenciados podem
ocorrer nesta fase de transicdo entre escleroétionea contaminante, uma conhecida
como germinagdo carpogénica e outra miceliogénia.primeira, germinagéo
carpogénica, consiste no desenvolvimento de apoggroducdo de ascOsporos que
sdo lancados ao ar, sendo estes as formas contaesind segunda, germinacao
miceliogénica, € estabelecida pelo crescimento welim infectante na estrutura do

esclerodio. No ciclo de vida dzlerotinia sclerotiorunfFigura 1) pode ser observada a



importancia destes mecanismos no processo ini@apatogenicidade deste fungo

(Dwayneet al.2005).
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Figura 1. Esquema do ciclo de vida dé&clerotinia sclerotiorum. Demonstrando as
vias carpogénicas e miceliogénicas de propagagie Fvww.potatodiseases.org.

Podemos, didaticamente, dividir os processos eidagvna patogenicidade de

acordo com a dinamica do processo de invasao @ fswbre o hospedeiro, sendo:

1.1-Interacdo Patdgeno-Hospedeiro

Uma vez instalado sobre o tecido vegetal, o fungoia seu crescimento

invasivo nas camadas celulares do hospedeiro tia gealamela média seguindo para a

parede celular primaria.

1.1.1-Hospedeira



As células vegetais possuem em sua composicdo umgplexa rede de
microfibrilas de celulose, moléculas de hemicelelegectina (Figura 2). Esta Ultima é
um carboidrato, formado por polimeros de acidogaddicturénico, que, juntamente
com os polissacarideos que compdem a hemicelulostul®se, sdo responsaveis pela
rigidez da parede celular (Vries al 2001), formando uma verdadeira barreira fisica.
Estes componentes funcionam como verdadeirosagbsitao entrar em contato com
estruturas infectantes dgclerotinia sclerotiorum principalmente os mondémeros de
pectina, que, sofrendo despolimerizagéo, propoationma rica fonte de carbono para

o desenvolvimento do fungo (Fraissinet-Tadtedl 1995).
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Figura 2: Esquematizacéo da composi¢cao da paredelglar de uma planta.
Fonte: www.informativodigitaleinstein.blogspot.com.

Com o inicio do processo de invasao, a planta atifmmacao de uma barreira
toxica contra o patégeno através da producdo d=iespreativas de oxigénio (ERO), o
anion super-oxido (9) e o peroxido de hidrogénio £8,) (Rezendeet al 2003), que

buscam eliminar a fonte agressora, seja pelo efékiwo direto das EROs ou pela



ativacdo de genes de defesa da planta, a exemplmidadores de Poligalacturonases,

PGls (Cessnat al. 2000).

1.1.2 -Patogeno

Sclerotinia sclerotiorung um fitopatégeno capaz de causar perdas sigivhsa
em culturas economicamente importantes, como fejjiiassol, soja e algoddo. E um
fungo filamentoso, formado por hifas multinucleadpe crescem por alongamento
polar (Figura 3A).

Frente as diversidades do ambiente, representaiias yariacdes de umidade,
temperatura ou nutricdo, formam-se agregados cdagzs de micélio, denominados
esclerédios. Estas estruturas passam por uma ekapmaturacdo, produzindo e
concentrando melanina em sua superficie, aumentaintta mais seu carater de
resisténcia, sobrevivendo no solo por um periodatéeito (08) anos no solo (Figura

3B).

Figuras 3. Crescimento celular deS. sclerotiorum em cultura. (A). Observacao das
hifas em microscopia 6ptica comunmB)(esclerédios em placa de Petri. Fonte:
www.whitemoldresearch.com.



Sclerotinia sclerotiorunfaz uso de uma série de mecanismos que atuam de

forma dindmica no decorrer do processo patogésertjo:

1.1.2.1Acido Oxalico e pH

Em Sclerotinia sclerotioruma sintese do oxalato é catalisada pela enzima
oxalacetato acetil-hidrolase, e a sua atividadeingtica aumenta de forma
proporcional a diminuicdo de pH do meio. Sua cs¢&fi mediada pela agdo da enzima
oxalato descarboxilase, presente em altas cong¢éesaintracelulares neste fungo
(Rollins et al. 2001).

O sucesso do processo patogénico se deve inicitdndesintese e secrecdo de
acido oxalico pelo fungo (Lugtembeeg al 2002; Cessnat al. 2000; Guimaraest al
2004; Durmanet al 2005). O pH neutro ou ligeiramente alcalino doide do
hospedeiro estimula a sintese de oxalato, reswita&md uma acidificacdo do meio
extracelular que tem sido mostrada como um sinavema diferenciagcdo entre o
crescimento saprofitico e o crescimento necrotdfrollinset al. 1998).

A sintese e a secrecdo de oxalato tém como detantein pH do meio (Cotton
et al 2003), via um fator de transcricdo conhecido cétaoC (Rollins et al. 2001).
Mecanismos de ativacao génica, disparado pelo pkheio, foi descrito também em
Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae, dician albicans, e Yarrowia
lipolytica (Diez et al. 2002; Pefalvat al. 2002; El Barkanet al 2000; Lamberet al
1997)), indicando sua importancia na virulénciaeepatdgenos.

Pesquisas relacionadas ao faRmdC demonstraram a sua importancia no
desenvolvimento e maturacdo de esclerddios, alémngolvimento na viruléncia de
Sclerotinia sclerotiorum(Rollins 2003) e na expressdo de genes relacienado

viruléncia de outros fungos, a exemploFdesarium oxysporur{Caracuelket al. 2003),



Candida albicangEl Barkaniet al 2000) eUstilago maydigAréchiga-Carvajakt al
2005), ou seja, mudancas bioldgicas especificagayam frente a mudancas do pH,
como a secrecdo de enzimas especificas e produgdmetabolitos secundérios
diferenciados, sendo um importante mecanismo deseBncia.

Outro dado relevante a ser considerado é que eszipectinoliticas,
proteoliticas e outras hidrolases possuem uma naigidade em condi¢cdes acidas,
proporcionado pela acdo do acido oxélico (Rokihal 2001). O potencial patogénico
esta diretamente relacionado com a producdo datoxala alteracdo do pH do meio,
visto que a andlise de isolados mutantes que r@ietagam oxalato ndo eram capazes
de infectar o hospedeiro, ndo sendo, desta foratag@nicos (Godogt al. 1990).

O oxalato secretado além de ser diretamente t&xigbanta, funciona como
guelante de ions calcio, desestabilizando o sist@agmimico funcional do hospedeiro,
sequestra o calcio da parede celular, suprimeressst oxidativo gerado pela planta,
pela neutralizacdo das espécies reativas de origediminui a afinidade da ligacéo
entre as Poligalacturonases (PGs) do fungo comibglores de poligalacturonases
(PGlIs) do hospedeiro (Favarehal 2004).

A capacidade de secretar &cido oxalico influenciaa lexpressdo sequencial
génica que indica ser a base da polifagia destgofu® maceracédo tecidual
caracteristica se da inicialmente pela acdo doatxat em seguida pelo ataque

enzimatico sobre as estruturas da parede celulaosizedeiro (Cottoat al 2003).

1.1.2.2-Poligalacturonases

A decomposicdo dos componentes da parede cdlsatecidos vegetais

durante o processo de patogenicidadé&derotinia sclerotiorunenvolveum sistema



complexo de ativagdo enzimatica, com o objetivalfite extrair compostos essenciais a
sua sobrevivéncia, pela acdo de proteases, pexgieasutras enzimas hidroliticas sobre
0 hospedeiro (Hancock 1966).

Dentre as varias enzimas secretafealgerotinia sclerotiorunsintetiza um
grupo conhecido como Poligalacturonases (PGs),équemposto por isoformas que
atuam em conjunto, cujo alvo sédo as ligagbes endmoedos polimeros de acido
poligalacturénico da pectina presente na paredgacala planta, e o resultado final € a
maceracdao tecidual, quebra do talo e morte do despe(Fraissinet-Tached and Feéevre
1996). Uma isoforma de Endopoligalacturonase fecdw também como indutora de
morte celular programada no hospedeiro, favorecerataque necrotréfico do fung
sclerotinia(Zuppiniet al. 2005).

No fitopatdgenoBotrytis cinereatambém ocorre a necessidade de converter o
tecido do hospedeiro em biomassa de nutrientes Polggalacturonases secretadas sao
essenciais para este processo de decomposicae fNegb, as isoformas produzidas
seguem uma cinética de ativacdo, prevalecendo dse”8G2 na etapa inicial do
processo patogénico, seguidas pelas outras iscfoiste fracionamento em etapas se
correlaciona com uma variagcdo na intensidade daatie necrotizante especifica para
cada isoforma secretada (Kags al. 2005). Esta cinética também é observada em
Aspergillus nigerlevantando a hipétese de uma possivel atividadglementar destas
enzimas durante a patogénese (Beateal 1999).

Entre as isoformas de Poligalacturonases existemte3clerotinia sclerotiorum
na fase inicial do processo de infeccédo, os gespgl sspg2e sspg3sdao mais
expressos (Cottoet al. 2002) e suas enzimas apresentam uma alta iddatida

sequéncia de aminoacidos, entre 95% e 97% (Keszd 2004). Esta alta taxa de



identidade ndo equivale, necessariamente, a umeanéscdo catalitica, como foi
demonstrado erAspergillus nigel(Parenicovaet al 2000).

A analise da cinética de expressao génica das dbadigronasesn vivo em
Sclerotinia sclerotiorumrevela um padréo de transcricdo sequencial, o@le PG2 e
PG3 sao secretadas durante a fase de colonizagéerido vegetal saudavel, PG5 é
secretada durante a fase de maceracao tecidu&6eeFPG7 exibem uma secrecdo
constante na cinética a partir da vigésima quasta Apos a infec¢cdo no hospedeiro
(Kaszaet al. 2004).

Em mutantes d€usarium oxysporunmgque nao expressavapgl, foi observada
uma drastica reducdo da atividade enzimatica tpiahdo comparada com isolados
selvagens, mostrando a importancia desta isofomimaapa de Poligalacturonase no
processo patogénico (Di Pieted al. 1996). Durante a fase saprofitica, o gesjeg5é
expresso em uma maior intensidade, sugerindo, destaa, ndo ser essencial no
processo patogénico invasivo desenvolvido por &stgo, uma vez que isolados
mutantes que ndo expressavam este gene ndo apvesentenhuma perda na sua
viruléncia (Fé-l.Garcia-Maceiret al. 2001).

O disparo inicial para a expressao das Poligalacases é a ativacdo do PacC
via modulagédo do pH extracelular. Este fator trdommal se liga a regido promotora
especifica de transcri¢do, ativando o processovds@o. Sintetizadas as enzimas, estas
sdo secretadas no meio extracelular atuando emmubstrato especifico, as ligacdes de
acido poligalacturdnico presentes na estruturaedimadas células vegetais (Rollins
2003).

A rapida degradacdo dos polimeros de pectina pessera parede celular da
planta pela acdo direta das Poligalacturonasesjrawdo de produtos finais das reacdes

e as variagcdes do pH no meio, agem em conjunto coecanismos de ativacdo e



repressao génica, estabelecendo um padrao decairtiti expressao ja caracterizado
(Kaszaet al. 2004; Martekt al. 1998).

E importante acrescentar que plantas também giaetPoligalacturonases, e
estas sdo necessarias no processo de crescimedimleimportantes para o ciclo de
vida, passando pela germinagdo, expansdo celdaa ataturacdo do grdo de pdlen,

atuando de forma controlada e orientada (Gonzé&semGzeaet al 2007).

1.1.2.3-Proteases

As proteases compdem uma fracdo das enzimas skgepor Sclerotinia
sclerotiorum durante a patogénese. Estas proteases atuam emmtoomom as
Poligalacturonases e outras enzimas com a finaid#e fragmentar ao maximo a
parede celular do hospedeiro, na busca por nugEeggsenciais ao seu crescimento e
propagacdo (Billon-Grandt al, 2002). Também sdo ativadas pelo fator transcratio

PacC, nas mesmas condi¢cfes que as PGs, ou sej&l @oido.

1.2-Vias de Transdugéao

1.2.1-Proteina G — Adenilato Ciclase — AMPc — PKA

Vérios estudos buscam a andlise dos processos utakEsx e bioquimicos
envolvidos na sinalizagdo dos mecanismos de pamdade. Sabe-se que fungos de
forma geral respondem a diferentes estimulos 8secquimicos através de sinais de
seus hospedeiros que sdo detectados por recepspesificos localizados em suas

membranas celulares. Neste caso, citamos uma maotenhecida como Proteina-G,



composta por sete algas transmembranicas de andosdaidrofébicos no dominio
estrutural comum, cujas regides N-terminal e C-teainse localiza dentro e fora da
célula, respectivamente (Dolhmaet al 1991). Esta proteina é um complexo
heterotrimérico dividido em subunidades de cadepsdipeptidicas diferentes,
denominadas, B ey, que interagem com efetores especificos desenudnlgaocessos
intracelulares direcionados (Kleussal 1994). A subunidade encontra-se acoplada
ao dimerop-y, sendo inativa nesta conformacdo. A subunidadi Proteina-G esta
ligada a uma molécula de guanidina difosfato (GBIR)ma vez ativada a Proteina-G, a
subunidadeo se dissocia da molécula total e recebe a ligagiarda Guanidina
Trifosfato (GTP), buscando a ativagdo de outratepras. Este processo de ativagdo da
Proteina-G possui como moduladora a prépria subdeid que se torna uma GTPase,
hidrolizando GTP a GDP, voltando a proteina paraua forma inativa. Entre as
proteinas que seguem nesta cascata de sinaliza¢#astante conhecida a Adenilato
Ciclase, enzima que ao ser ativada é responsaeeliflezacdo energética de moléculas
de Adenosina Trifosfato (ATP) com formacgédo de Adem® 5'- Monofosfato Ciclico
(AMPc), um conhecido mensageiro celular intracésptatico mediador de acdes
biolégicas diversificadas. O AMPc sofre a agcdo deauFosfodiesterase AMPc
Especifica (PDEs), por hidrolise, , produzindo Amsna Monofosfato (AMP). Desta
forma, Adenilato Ciclase e PDEs trabalham juntasnodulacdo dos niveis de AMPc
celular, demonstrado e@andida albicangWilson et al 2007). Isolados mutantes de
Sclerotinia sclerotioruntom delecdo de Adenilato Ciclase mostraram albesaganto
morfolégicas quanto de patogenicidade (Juricketl al 2007), dados também
encontrados enMagnaporthe grisegChoi and Dean 1997), onde se observaram as
reducdes no crescimento vegetativo, na formacaermigacdo de conidios e no

desenvolvimento do apressorio, todos fatores delévicia. EmUstilago maydis
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observaram-se alteracbes significativas na es#&utunorfolégica das hifas,
comprometendo o crescimento filamentoso da col@dd et al. 1994).

A cascata do AMPc pode seguir por diversas viasa ez que faz parte
também de vias constitutivas dos processos de gigicede nutrientes, crescimento,
resposta ao estresse e morfogénese, ja descritogdBas microrganismos, como
Cryptococcus neoformansaccharomyces cerevisiae, Candida albicans e stila
maydis(Hu et al. 2007; Jonest al. 2003; Harcu®l al. 2004; Larravat al. 2005). Uma
via bastante estudada dentro desta cascata € seqilieeciona a Proteina Quinase-A
(PKA). Esta proteina é uma enzima formada por dudinidades cataliticas e duas
regulatérias, que mudam de conformacéo frente saawmento das concentracfes de
AMPc, liberando as subunidades cataliticas que démo funcbes a fosforilacdo de
diversas proteinas citoplasméaticas na célula (X&ait al. 2001) e na transcri¢cao
génica, via fator de transcricdo conhecido comaenElgo de Ligacdo em Resposta ao
AMPc (CRE1) (Vautard-Mey and Févre 2003) .

Dentre as fungbes que séo estabelecidas por estiovAMPc-PKA, podemos
citar a relacdo direta entre os niveis de Adeno&haMonofosfato Ciclico e a
esclerogénese efclerotinia sclerotiorun{Rollins et al. 1998; Cheret al. 2004), e a
importancia deste mensageiro na regulagcdo do presth e na patogenicidade
demonstradas emlagnaphorte grisea(Adachiet al 1998; Xuet al 1996) Ustilago
maydis(Durrenbergeet al 1998; Goldet al 1994),Trichoderma virengMukherjeeet
al. 2007) eCryptococcus neoformarip’Souzaet al 2001).

Deficiéncias na via Proteina G — Adenilato CiclaseMPc — PKA reduzem
drasticamente a patogenicidade e a viruléncia erargbs microrganismos . Uma
analise interessante do envolvimento do AMPc nagesticidade deSclerotinia

sclerotiorum é a que relaciona esta molécula a sintese de upo gte proteases,
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denominadas de Aspartil Proteases, entre elas artisprotease 1 (Acpl), que é
produzida pelo fungo nos estagios iniciais de igecna planta (Girardt al 2004).
Entretanto, o estudo do envolvimento direto dosiside AMPc com a sintese de
Poligalacturonases e8tlerotinia sclerotiorunainda néo esta bem definido.

O calcio sequestrado da parede celular do tecigetaepode também ter uma
contribuicdo direta no aumento da producdo de AMiIdmo foi demonstrado em
pesquisas desenvolvidas com células embrionarisa@isrdhumanas e em neurdnios
espinhais do anfibio do génebenopus(Willoughby et al 2005; Gorbunova and
Spitzer 2002). Nestas avaliagbes, foram citadass@®rmas da Adenilato Ciclase
conhecidas e, uma em especial, a Adenilato Ciel&€AC-8) que teve uma expressao
diferenciada quando submetida a uma alta concéatrde ions Calcio, sendo ativada
positivamente para producdo de moléculas de AMRsteDforma, o calcio funcionou

como um elicitor da via de sintese do AMPc, medjagla AC-8 nestas espécies.

1.2.2-RAS — MAPquinase (MAPK):

As proteinas RAS sdo importantes componentes mizgEicdo em muitos
microrganismos, envolvidas com a sensibilidade \&®s tipos de estresse, e sua
ativacao resulta em alteracdes no crescimentauntia deSccharomyces cerevisisae
(Broach 1991)Candida albicangLebereret al 2001),Neurospora crassé&ana-uchi
et al 1997) e enUstilago maydigLeeet al. 2002). De uma forma geral, as RAS estéo
vinculadas a moléculas de Guanosina Tri-FosfatoP)Gfue possuem a funcédo de
servir de substrato para a sintese de Acido Ribéiwoc (RNA), induzindo a
mitogénese através da cascata do AMPc. Desta fasraoteinas RAS estdo ligadas a

alteracbes na morfogénese de uma variedade desfungo
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Candida albicangodeapresentar uma fungdo diferenciada quantprateinas
RAS, isto é, estas podem estar associadas a unesagé® de morte programada, ou
seja, uma acdo pré-apoptotica nas células levedomds em resposta a um sinal de
estresse especifico (Phillipsal 2006).

Em Sclerotinia sclerotiorumacredita-se no envolvimento destas proteinas na
ativacdo da esclerogénese via RAS-MAPK, que passmio um alvo nesta linha, o
genesmkl e sua respectiva proteina Smkl. Sabe-se quedo pikio também tem uma
influéncia neste processo, isto €, a acidificagéwqrada pelo excesso de 4cido oxalico
secretado pelo fungo, e a diminuicdo dos nutriembetecido do hospedeiro, disparam a
expressdaosmkl desviando a via de patogenicidade para a via esesténcia
esclerogénica. A concentracdo de AMPc elevada inilsivacdo de da cascata da
MAPK e desmkl essenciais para a iniciacdo e maturacdo dosr@dids, sugerindo
mais uma vez a importancia dos niveis de Adendsin&onofosfato Ciclico dentro

dos fatores de viruléncia deste fitopatégeno (Cletral 2004).

1.3-Cafeina

Algumas substancias séo aplicadas no sistemaacefigsando verificar alguma
resposta de expressdo génica e protedbmica, podgtaoa utilizacdo da Cafeina (1, 3,
7-trimetilxantina), um analogo de base purinicdadienada a uma variedade de
processos bioquimicos em diferentes organismossviyor atuar diretamente na
inibicdo da fosfodiesterase AMPc especifica, auareld os niveis intracelulares de
AMPc e estimulando respostas celulares diferensi@dallinset al 1998; Kurandaet

al. 2006; Girarcet al 2004).
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Por bloquear a degradacéo das moléculas de AMiRdizacdo da cafeina pode
demonstrar muitos produtos que sdo AMPc dependeoteseja, que sao formados
através da ativacdo da cascata da Proteina G -ilade@iclase —~AMPc - PKA, ou
ainda a que envolve RAS - MAPK, uma vez que modxule AMPc podem atuar
inibindo esta via (Cheet al 2005).

Em Sclerotinia sclerotiorum a utilizagcdo de cafeina no meio de cultivo
demonstrou uma influéncia positiva na esclerogé(iRskinset al 1998) e no aumento
da sintese de uma protease acida, a Acpl-acidaseAanalisar os efeitos desta
substancia na producao de Poligalacturonases nemanecondi¢des de cultura, n&do se
estabeleceu uma correlacao direta da via do AMRcaeintese destas enzimas (Girard

et al 2004).
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral:

Este trabalho teve como objetivo geral determineglacdo entre os niveis de

AMPc e a expresséo de Poligalacturonases atravegageda cafeina.

2.2- Metas:

Dentro da proposta geral desta pesquisa, foranbhadstadas analises a serem

obtidas a fim de se alcancar as respostas ne@sspara finalizacéo do trabalho, sendo:

2.2.1- Avaliar o desenvolvimento &elerotinia sclerotiorungquando submetida

a diferentes concentracdes de cafeina.

2.2.2- Determinar a agdo dos niveis de AMPcSailerotinia sclerotiorumsob
condi¢bes de indugédo com pectine:
« Producio e secrecdo de Acido Oxalico
» Atividade de Poligalacturonases e,
* Expressdo dos genes de poligalacturonasespg¢) e fator de

transcricéo BRcC.
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3- MATERIAIS E METODOS

O isolado deSclerotinia sclerotiorumutilizado foi o SPS, caracterizado no
Laboratério de Fitopatologia da Universidade desBia A cultura foi preparada em
placa de Petri em meio BDA, (Batata-dextrose-ag8éfg; 20g; 15g; agua destilada
1000 mL; pH 5.8 mantidas em estufa BOD a 20° C.i€&lo foi estocado em 25% de

glicerol a -80° C.

3.1- Resposta deSclerotinia sclerotiorum a diferentes concentragdes de

cafeina em meio sélido

Com o objetivo de analisar a influéncia de difezentoncentracdes de cafeina
no crescimento micelial e na esclerogénes&derotinia sclerotiorump isolado foi
inoculado com um (01) plug de cinco (05) mm de d&nem Meio Minimo (MM)
solidificado com 1,7% de Agar, distribuidos em oilf@5) placas de Petri, tratados com
cafeina a um (01), cinco (05), dez (10) e vinte) @1 e uma placa como controle
negativo, mantidas a uma temperatura de 20° C émae$oram analisadas por um
periodo de noventa e seis (96) horas, em tempasntie e quatro (24) horas, sendo
medidos os halos de crescimento a partir do panta de inoculacdo, em milimetros,

com o auxilio de uma régua e documentados por riafiag
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3.2- Andlise da acdo dos niveis de AMPc d&clerotinia sclerotiorum na
producdo de Acido Oxalico e Poligalacturonases e rexpressdo génica dasspgs e

pacC, em condi¢gdes de indugédo com pectina:

3.2.1- Cultura Priméria vitro:

O micélio do isolado SPS @&lerotinia sclerotiorunmantido no Laboratorio de
Biologia Molecular de Fungos Filamentosos da Umsirde Federal de Goiads —
Instituto de Ciéncias Biologicas Il, foi inoculada forma de um plug de cinco (05) mm
de diametro, por placa de Petri contendo meio B&®A,um total de oito (08) placas,

permanecendo para crescimento por cinco (05) diesstufa BOD a 20° C.

3.2.2- Cultura Secundariia vitro:

Apés a etapa inicial de obtengcdo de uma amostverijd, foram retirados plugs
de cinco (05) mm de diametro contendo micélio dauraprimaria. A cada Erlenmeyer
utilizado nesta fase, foram transferidos quatrg (ddgs da cultura primaria visando a
obtencdo de uma massa micelial mais significati&ea prosseguimento da analise.
Preparou-se um total de dois mil quinhentos (250Q) de Meio Minimo (MM),
[Nitrato de Aménia: 5¢g; Fosfato de Potassio: 2,58ulfato de Magnésio: 0,25g;
Extrato de Levedura: 1,25g; Acido Malico: 7,59; Kixido de Sodio: 2,59 e Agua
Destilada g.s.p.] suplementado com glicose a 2%gdseempregado nesta etapa
setecentos e cinquenta (750) mL, distribuidos erat(30) Erlenmeyers contendo vinte
e cinco (25) mL de MM cada um. Este material fdbalavado e, em seguida, o0 meio

foi inoculado com micélio deSclerotinia sclerotiorumda cultura primaria, sendo
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adicionado 10Qug/ml de Ampicilina em cada Erlenmeyer, com o obgetile eliminar
uma possivel contaminacdo bacteriana. Estes frés@m entdo vedados com tampdes
de gaze-algodédo hidréfobo e papel craft, colocamoshaker a 20° C e cento e vinte
(220) r.p.m. por dois (02) dias para crescimento.

3.2.3- Cultura Terciarim vitro — Etapa de Inducéo

A massa micelial obtida na cultura secundaria filizada para a fase de
inducdo, visando analisar as diferentes resposiasiitgo frente aos tratamentos. O
MM foi distribuido em Erlenmeyers, contendo cada cinglienta (50) mL. Apds esta
divisdo, cada frasco recebeu a respectiva suplagamne tratamento, sendo glicose 2%,
glicose 2% e cafeina 5mM, pectina 1% e pectina 1#afeina 5 mM. Todos os
Erlenmeyers desta fase foram colocados no shak@t & e cento e vinte (120) r.p.m.,

permanecendo neste equipamento por um period@ a@atnta e seis (96) horas.

3.2.4- Retirada dos Pontos de Inducéo

Apés a colocagdo dos frascos da etapa de cultuegaria no shaker, foram
estabelecidos os pontos de retirada dos mesmasp:spantos de doze (12), vinte e
quatro (24), quarenta e oito (48), setenta e déas € noventa e seis (96) horas de
interacdo para cada tratamento processado. A ocadk®, pseguia-se a separacao da
massa micelial e do meio liquido de cultura. Osdoa eram retirados do shaker, e
submetidos a filtracdo em um Kitassato e funil det&ner acoplado a uma bomba-a-
vacuo. O meio liquido de cultura de cada tratammitetirado do Kitassato e dividido
em tubos graduados Falcon do tipo conico e em wgagna aliquota de 1,5 mL em

tubos de microcentrifuga, rotulados com data-ptmatizznento, submergidos em
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nitrogénio liquido e acondicionados no freezer@® Q. Os micélios de cada tratamento
foram retidos em papéis de filtro autoclavados @ados sobre o funil, lavados com
agua destilada autoclavada, vedados em papel atymmotulados com data-ponto-

tratamento e imediatamente congelados em nitrogégindo. Nesta etapa, a cada
retirada de ponto, foi aferido o pH do meio dewaltde cada Erlenmeyer retirado do

shaker para separacgéo das fases.

3.2.5- Andlise do meio liquido de cultura

As aliquotas em tubos de microcentrifuga de 1,Slanieio liquido de cultura

estocadas no freezer foram submetidas a duasesmaendo:

] Atividade Enzimética

Esta analise foi baseada no método do DNS queiteeandlosagem de acgucares
redutores pelo 3,5- dinitrosalicilato (Miller, 195%ela acdo das Poligalacturonases
presentes no meio liquido de cultura sobre o satiostrspecifico, no caso a pectina,
resultando na liberacdo de agucares que tém aidagacde reduzir o reagente DNS.
As amostras foram centrifugadas a doze mil (120@0n. por vinte (20) minutos a 04°
C e submetidas a andlise em triplicata. Foi prejmamsubstrato da reagdo contendo
Tampao Acetato 0,05 M e pH 5,0 suplementado corto @B pectina. Este teste foi
desenvolvido em tubos de ensaio colocados em idoghba uma temperatura de 50° C,
sendo que cada um recebeu duzentos e vinte e (@Bb6dpuL de substrato e, ao serem
adicionadas as amostras, marcou-se um tempo ®tdézl (10) minutos. Em seguida,

foi pipetado um volume de setecentos e cinquerd@) (. do reagente DNS em cada
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tubo, fervido por cinco (05) minutos, resfriado banho de gelo e acrescentado cinco
(05) mL de agua destilada. No preparo do brancredgdo, foi mantido o volume do

substrato e acrescentado vinte e cinco (25de MM. As amostras foram levadas a
leitura por espectrofotometria em um comprimentmdda de quinhentos e setenta e
cinco (575) nm, para anotacdo dos valores de ascidy sendo estes relativos a

Atividade Enziméatica das amostras.

- Dosagem de Proteinas Totais

Os ensaios para verificacdo da concentracdo deipas totais seguiram a
metodologia de Bradford (Bradford M.M., 1976), deen como principio a formacéao
de um complexo corado, detectavel por espectrofetisn pela ligagdo entre o corante
Azul de Coomassie brilhante e as proteinas preseatamostra analisada. Inicialmente
foi tracada uma curva padrdo com albumina séricanbBo(BSA) e o reagente de
Bradford, onde o eixo “X” equivale a concentrac&utgica e o eixo “y” as absorbancias
(Abs) para validacdo dos resultados. Os teste fée#aos em triplicata, utilizando trinta
e trés (33uL das amostras do meio liquido de cultura aliquedadessenta e sete (67)
uL de 4gua destilada para um (01) mL do reagentBrdédford, homogeneizados em
tubos de ensaio e deixados em repouso a tempesatiniante por cinco (05) minutos.
Ao término deste tempo, os ensaios foram levadegua espectrofotométrica em um
comprimento de onde de quinhentos e noventa e ¢B@%) nm para anotacdo das
absorbéancias, multiplicando-se os valores pelor fats (03), devido a proporgéo
necessaria para a reacao ser de 1:3. O brancagkoréi preparado com um (01) mL

do reagente de Bradford adicionado com cem (L0jle dgua destilada. Os valores
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das absorbéncias obtidas foram plotados na curdsdpade BSA e anotadas as

respectivas concentragdes protéicas.

3.2.6- Analise da expressdo dos genes de poligataetses

= Extracado e Isolamento do RNA total

As amostras micelianas que estavam congeladasitesgémio liquido foram
submetidas a extracdo de Acido Ribonucléico (RMltpela metodologia do Trizol
(Invitrogen). O micélio de cada tratamento foi urddo em cadinho e pistilo,
adicionando-se nitrogénio liquido para evitar ocdagelamento, até ter o aspecto de
po. Em seguida, este material com um peso de fabeglocado em um tubo de ensaio
graduado conico de polietileno homogeneizado corroc{05) mL do reagente Trizol e
ressuspendidos em vortex por quinze (15) minuteisado em repouso por cinco (05)
minutos a temperatura ambiente, permitindo uma ieefie dissociagdo das
ribonucleoproteinas de interesse. Foi adiciona@on@, de cloroférmio por mL de
reagente Trizol, homogeneizados vigorosamente mew@ deixadas novamente em
repouso por cinco (05) minutos a temperatura andieApOs este prazo, foram
centrifugadas a nove mil (9000) r.p.m. por quirZe) fninutos a uma temperatura de 4°
C, com o objetivo de separar o RNA total de possivierferentes, como membranas
celulares, Acido Desoxirribonucléico (DNA) e potisarideosO RNA, posicionado no
sobrenadante apls esta centrifugacdo, na chamseladaosa ou polar, foi retirado
com o auxilio de uma ponteira RNAse Free e micetpipdistribuido em tubos de

microcentrifuga, acrescentado-se alcool isoprapilf@ra um volume de 1,5 mL,

precipitando o RNA total. O material permaneceurepouso por vinte (20) minutos a
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temperatura ambiente e em seguida foi centrifugadoze mil (12000) r.p.m. por vinte
(20) minutos a 4° C. O resultado desta segundaifteystcdo foi a formacdo de um
pellet esbranquicado no fundo do tubo, correspatml@® RNA total. O sobrenadante
foi descartado e o pellet formado foi ressuspendidavado com etanol 75% gelado,
com um volume de um (01) ml, homogeneizados enmexd@&tnovamente centrifugado
em doze mil (12000) r.p.m. a 4°C por quinze (15)utvs. Na temperatura ambiente, o
etanol sofreu evaporacdo, permanecendo o pelleiajngue foi ressuspendido em
cinquenta (50uL de agua milli-g tratada com DEPC, incubado a 60gor dez (10)
minutos e congelado no freezer. As amostras codgelastavam aliquotadas em trés
(03) Eppendorfs para cada tratamento em todos m®$fosendo necessaria uma etapa
de separacao, que consiste em ressuspender o RNA&roum Unico Eppendorf, sendo
levadas ao banho-maria a uma temperatura de 65%rCcipco (05) minutos e
imediatamente colocadas em banho de gelo, em segohtrifugadas a nove mil
(9000) r.p.m. por dez (10) minutos. Desta formaaamstras foram separadas entre
sobrenadante e material centrifugado (pellet), emmos diferentes, e novamente
congeladas no freezer, estocados a -20°C. Estegao{oi repetido para cada ponto em
todos os tratamentos e cada Eppendorf utilizadootoilado com amostra-data-ponto-

tratamento.

] Quantificacdo do RNA total por Espectrofotometrid\=

As amostras congeladas foram diluidas em uma mapale 1/1000, sendo um
mil, novecentos e noventa e oito (1998)de agua milli-q para dois (0L de RNA
total, homogeneizados e levados a leitura das ladascias (Abs) em espectrofotometria

com ultra-violeta (UV) e cubetas de quartzo, nasmamentos de onda em duzentos e
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sessenta (260) nm e de duzentos e oitenta (280utilimando-se agua como branco
para zerar o equipamento. A quantificacéo foi dagla formula:Abs 260 nm x 1000 x

40/ 1000, e o resultado liberado epng/pL.

. Qualidade do RNA total

A avaliagdo da qualidade da amostra foi calculatiizando-se a formula:
Qualidade do RNA = Abs. 260 nm / Abs. 280 nm, sendo as Abs obtidas no
espectrofotdbmetro. Este valor deve ser proximo ¢& #quivalente a uma boa

qualidade.

= Quantificacdo e Qualidade do material em Gel dardse 1%

Pela férmula:Cy x V1 = C, X V,, sendoC; a concentracado inicial obtida pela
espectrofotometria — UMJoncentracdem ug/ul = Abs 260 nm x 1000 x 40 / 1000),
C, a concentracéo final de um (Qig/uL e V, o volume final de 1@QL a ser aplicado
no Gel de Agarose 1% RNAse Free (Sambrook & Rusx@)]l) e submetido a
eletroforese, encontra-se 0 valor ¥e volume inicial de amostra que deve ser
equivalente a um (01)g de RNA total. A agarose € um polissacarideo quad uma
verdadeira rede que dificulta a migracdo de mo&&scguando submetidas a acdo de um
potencial elétrico, criando padrbes visiveis emauibleta pelo acréscimo de Brometo
de Etidio durante a preparacdo do gel. Este reagemt a capacidade de se intercalar
nas moléculas dos &cidos nucléicos, DNA ou RNAgddeam carater fluorescente ao

contato com UV.

= Purificacdo do RNA total:
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As amostras foram tratadas com DNAse I® (Invitrggeara eliminar as fitas de
DNA presentes nas amostras. Esta endonuclease ditgey simples e fitas duplas de
DNA hidrolisando as cadeias fosfodiéster produzintino e oligonucleotideos com
grupos 5 fosfato e 3’ hidroxila. O tratamento ff@ito conforme instrucdes do
fabricante. Para tratar 1 g de RNA total, utiliz®idul do tampao DNAse | (10X);d
da enzima DNAse I; o volume foi completado parauifinal com agua Milli-Q tratada
com DEPC. As amostras foram incubadas por 15 mintemperatura ambiente, a
seguir adicionou-seyl de EDTA (25 mM) em cada uma das amostras inadioaa

DNAse | e parando a reagao. As amostras foram atpgea 65° C por 10 min.

= Desenho de Oligonucleotideos para amplificac&ogdoes:

Foram desenhados oligonucleotideos especificasglguns genes descritos no
processo de infec¢cao, sernekpgl(AF501307) sspg3 AY312510, sspg5 AY496277),
sspg6 AF501308, sspg{CD645693 e para o fator de transcricadpacC
(SS1G07355.1). Foram também sintetizados oligootidieos para amplificacdo de um
fragmento do gene 28S do rDNA. Esse gene serviuocoontrole interno nos
experimentos de RT-PCR semi-quantitativa realizad@s oligonucleotideos foram
desenhados com base nas seqUéncias obtidas pejetoPiranscriptoma de
S.sclerotiorum(Li et al, 2004), utilizando-se eoftwarePrimer-3 disponivelon-line

(http://www-genome.wi.mit.edu Os oligonucleotideos foram posteriormente

sintetizados pel&enScript CorporationAs caracteristicas dos iniciadores utilizados

nesse trabalho estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Descrigdo dos Oligonucleotideos utilizado

Genes Possiveis fungdes N° de acesso no PRIMERS Tamanho fragmento  TM
Gene Bank (5°-3") amplificado (°C)
sspgl Endopoligalacturonase L1202 -TCTTGCAGCAGTCGAGAAGA- 495 60
- GTGTTGTGTCCGAGGGAGTT-
sspg3 Endopoligalacturonase AY312510 -ACCCACCACTTTGGCTACTG- 448 60
-TGAGACGGTAAGACCCTTGG-
sspg5 Endopoligalacturonase CD646235 -TGTCCAAGTTTTCAGTATT- 452 60
-CTACCAGCATTTCCATTAT-
sspg6 Endopoligalacturonase CD645962 -AAGCTTATTGGAATGGGTAT- 462 60
-CTGGAGTTGACGATTTGACTA
sspg7 Endopoligalacturonase CD645693 -TCCGGTTACGAGGATGTTA 380 60
-GCTCCTGGACACGTCATT-
PacC Transcription factor PacC SS1G07355.1 -GCAGRTZCTATGGGTTA- 592 60
-GACGGAAGTTGAGAGCTTGG-
rDNA 28S -GGTGGAGTGATTTGTCTG- 617 65
-CTTACTAGGGATTCCTCG-
. RT- PCR (Transcriptase Reversa)

Para a sitese do cDNAG de RNA total, sem DNA, foi colocado em microtubo
de PCR e a este foram acrescentaddsdé oligo (dT) (50uM) Invitrogen e 1l de
dNTP mix (10mM) (10 mM de cada dATP, dGTP, dCTPTE@® em pH neutro). Os
volumes foram ajustados com &gua pand.18s amostras foram aquecidas a 65° C por
5 min e incubadas em gelo por 1 min. A transcrighersa foi feita utilizando o kit da
Invitrogen Super ScripY' Il Reverse TranscriptaseEm cada um dos tubos foram
adicionados @ do mix contendo: gl do tampéadrirst-Stand(5X); 1ul DTT (0,1 M);

1l Super Script'1ll RT (200 unidadegd). As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 5 min. A seguir, no termocicladorulmmu-se a 50° C por 60 min; a

reacao foi inativada, aquecendo-a a 70° C por 16 mi
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. Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR)

Para as reacdes em cadeia de polimerase utileouks dalnvitrogen Platinum
Taq DNA polimerasePara cada um dos tratamentos e para cada um atiesp
coletados foi observada a expressdo génica de cifs) isoformas das
Poligalacturonases$pgl sspg3 sspg5 sspg6e sspg’¥ e do gengacC A PCR semi-
guantitativa foi feita utilizando o oligo do rDNA82S como controle interno para as
PGs e para o gene da PACc utilizou-se o oligo daaacomo controle interno. Em
microtubos de PCR uma aliquota correspondente ddfeacdo de sintese de cDNA
foi submetida a reacdo de amplificacdo em voluma file trinta (30ul contendo: trés
(03) ul do tampaadrag DNA polimerase (10X); 048 Mg Cl, (50mM); 0,3ul DNTP (25
mM); um (01)ul sense primee um (01l antisense primedas PGs; um (01) sense
primer e um (01)ul antisense primepara os oligos de controle interno; e Ql5da
enzima Taq DNA polimerase (5W). No termociclador as amostras foram aquecidas a
95° C por dois (02) minutos para a desnaturace & cinco (25) ciclos de 92° C por
um (01) minuto e trinta (30) segundos; 45° C por(0d) minuto; 72° C por um (01)
minuto e trinta (30) segundos; e uma extensao ieal2 °C por cinco (05) minutos. Os
produtos da PCR foram analisados por eletroforesget de agarose 1,5 %. Para isso

utilizou-se o tampéao TBE e brometo de etideo paaalizacdo das bandas em luz UV.

= Quantificacao dos niveis de expressao génica

A analise dos resultados obtidos visando a queaxtdio dos niveis de expressao

do gene de interesse foi feita por densitometrtdizando-se o programaStion
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Imag€, disponivel no endereco da internet http://wwwascorp.com Os niveis de

expressdo do gene rDNA 28S, constitutivo p&a sclerotiorum permitiram a

normatizacao dos resultados. A partir dos valobtislas por densitometria, referentes a
cada fragmento amplificado, foi determinada a ragd@iwe o nivel de expressdo dos
genes de Poligalacturonases em relacdo a expréssgene controle (rDNA 28S), para

cada uma das condic¢des (tratamento e controle)egyagas.

-27 -



4- RESULTADOS

4.1- Resposta deSclerotinia sclerotiorum a diferentes concentragdes de

cafeina em meio sélido:

Para a analise de crescimento micelial em plac#eteé foi observado um
comportamento diferenciado & sclerotiorunfrente as variagbes na concentragdo de
cafeina, de um (01, cinco (05), dez (10) e vint® (@M. Os resultados demonstraram
um crescimento micelial diferenciado significatiiado em milimetros (mm), sendo
maximo e em uma velocidade maior na concentracdairde(01) mM quando
comparado ao controle negativo. A cinco (05) mMuava de crescimento foi mais
uniforme e nas concentracdes de dez (10) e vifdeni®1 o crescimento foi mais lento.

Os dados foram analisados de acordo com o figura 4.

40 _— —e— Cafeina 1 mM
0 // /. —m— Cafeina 5 mM

2
c
£
E_3
4 E //'/ Cafeina 10 mM
o % W Cafeina 20 mM
©
o 10 — : —x%— Controle NEGATIVO
&

0

24 48 72 96

Horas Pés Inoculacédo
Figura 4: Analise do crescimento micelial desclerotinia sclerotiorum submetida a
dife,rentes concentracdes de cafeim@isolado SPS foi inoculado em Meio Minimo e 1,7%
de Agar, submetida a diferentes concentracdesfdaaasendo 1, 5, 10 e 20 mM mais controle
negativo, a uma temperatura de 20° C em estufa.BOD
Conforme foram aumentadas as concentracfes deaades hifas tornaram-se
mais grossas e compactas, sendo que nas concesti@edez (10) e vinte (20) mM

houve o0 aumento na pigmentagédo a ocupacéao incamdeplaca de Petri no decorrer

de dez (10) diagle experimento, de acordo com a figura 5.
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24 Horas

48 Horas 72 Horas

Figura 5: Comparacao do crescimento d&clerotinia sclerotiorum em Meio Minimo
— Agar 1,7 % tratados com diferentes concentracbede cafeina.Sendo: A)
Controle Negativo;B) Cafeina 1 mM;C) Cafeina 5 mM ellf); Cafeina 10 mM.

Em relacao a esclerogénese, foi apresentado uend#gimento mais lento das
fases de iniciacdo e de maturacdo dos escler6dlés) de alteracdes durante a
agregacao das hifas, resultando em estruturas seemos tratamentos com cafeina,
guando comparadas ao controle negativo para egtamgnto. A analise foi feita no
ponto final de dez (10) dias, sendo que neste pow® concentracdes de dez (10) e

vinte (20) mM de cafeina, ndo houve formacéo deestios (Figura 6).
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Figura 6: Comparacdo do padrdo de crescimento e ddesenvolvimento da
esclerogénese dgclerotinia sclerotiorum em cultura de Meio Minimo e Agar 1,7%,
tratados com diferentes concentracdes de cafeindendo: A) Controle negativo;R)
Cafeina 1 mM; €) Cafeina 5 mM; @) Cafeina 10 mM; eH) Cafeina 20 mM. As
amostras foram avaliadas a cada vinte e quatron@4s e fotografadas no ponto final
de dez (10) dias.

4.2- Analise da acédo dos niveis de AMPc d&clerotinia sclerotiorum na
producdo de Acido Oxalico e Poligalacturonases e rexpressao génica dasspgs e

pacC, em condi¢cdes de indugcédo com pectina:

4.2.1-pH:

A analise do sobrenadante da cultura demonstrou distaeta alteracdo nos

valores de pH quando comparados os tratamentosac@mesenca e a auséncia de

cafeina. A secrecédo de acido oxalico foi maior ewdturas que receberam a cafeina

durante o processo de inducgéao (Figura 7).
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Figura 7: Valores de pH obtidos em cultura deSclerotinia sclerotiorum em MM.
Avaliacado das varia¢des de pH durante a cinéticaezimento d&clerotinia sclerotiorunem
meio suplementado com Pectina. A cafeina foi adamla em um dos tratamentos a uma
concentracao final de 5 mM.

Foi obtido nesta avaliagdo um decréscimo nos v&lde pH em ambos o0s
tratamentos, partindo de um valor de 4,6 no poetdake (12) horas apos a inducéo,
para valores de 3,4 no ponto de quarenta e oitpHdgs, e a partir deste ponto, 0s
valores permaneceram relativamente constantes d&nono do periodo avaliado

(Figura 7).

4.2.2.-Atividade enziméatica

A cafeina antecipou a atividade enzimatica duranténética pesquisada, com
um valor estatisticamente significativo no periode vinte e quatro (24) horas,
engquanto que o tratamento sem este inibidor maotgunto de maior atividade no
tempo de quarenta e oito (48) horas. Os resultaglodém demonstraram uma
conservacao de alta atividade até o periodo denteeeseis (96) horas no tratamento

com cafeina, em oposi¢cdo ao meio sem este inikkdafporme figura 8.
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Figura 8: Atividade enzimatica das Poligalacturonases secratas por Sclerotinia
sclerotiorum cultivada em MM suplementado com 1%ectina Andlise comparativa
entre a atividade enzimatica, pela metodologia N&Dpresentes no meio liquido de cultura na
presenca e na auséncia de cafeina 5 mM. A figpeesenta valores de absorbancia obtidos
por espectrofotometria em 575 nm, corrigidos pelacentragdo de proteinas totais (Bradford)
presentes nas amostras, em funcéo do tempo déeest em cultura pés inducéo (P.1.).

4.3.3-Anélise da expressao dos genes de poligalacturongase

Os resultados obtidos pela analise de expresséoicag das
poligalacturonasesspgl, sspg3, sspgb, sspyespg7durante o confronto entre os dois
tratamentos demonstraram um aumento da expressagetdes desspgle sspg7nas
culturas que receberam a cafei@s demais genes pesquisados tiveram uma variacao
na cinética de expressao, principalmente no poatoayenta e seis (96) horas. Estes
dados podem ser observados pela analise da RT-RCiRética de inducdo conforme a
analise das figuras 9 e 10, sendo esta Ultima aljgor densitometria através do
programd'Scion Image” (www.scioncorp.com).

E importante ressaltar que na confeccdo da RT-PLRymplificacdo foi
conjunta, ou seja, o fragmento do gene rDNA 285ainplificado juntamente com o
gene de interesse em cada amostra, sendo um eoitteino da reacaddCom este
procedimento, a expressdo obtida foi langcada ngranmaScion Image calibrado de

acordo com a intensidade mostrada nas amplificad@é&sgmento de rDNA 28S, desta
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forma, os valores resultantes foram normatizadoa paconcentracdo de mRNA (um

micrograma) possibilitando a comparacao entreatartrentos.

pacC

12 24 482 7 96 12 24 48 72  9@loras

Figura 9: Andlise comparativa da expressao dos gemee Poligalacturonasespg) e
PacC deS. sclerotiorum quando do cultivo do fungo por diferentes intervads de
tempo em meio contendo 1 % de pectina (MM-pectinafomo Unica fonte de
carbono. (A) MM-Pectina e B) MM-Pectina-Cafeina 5 mM. A verificagdo dos nivelis
expressao génica foi feita por meio de RT-PCR seamtitativa. A primeira fita de cDNA foi
sintetizada a partir de 1 pug de RNA total isola@oSdsclerotiorum apds cultivo em meio
minimo suplementado com 1% de pectina (Sigma). @difguota correspondendo a 1/5 da
reacdo de sintese de cDNA (5uL), foi empregada comlmle para amplificacdo, em uma
mesma reacdo, de um fragmento do gene de intefegseou pacC) e do gene constitutivo
rDNA 28S. Para todos os experimentos, o fragmertdNA inferior representa a por¢ao
amplificada do gene rDNA, empregado como controterno da reacédo. Vinte pL da PCR
foram analisados por meio de eletroforese em gedgdeose 1,5%, corado com brometo de
etideo. Pocos 2, 3, 4, 5 e 6: RT-PCR feita a pdotiRNA total deS.sclerotioruncultivado em
meio MM-pectina por 12h, 24h, 48h, 72h e 96h, respemente.. MM: Marcador de massa
molecular “1 Kb ladder”, Promega.

Pela analise densitométricaspgl (Figura 9-A) foi 0 mais expresso nas

primeiras quarenta e oito (48) horas apds o procégssnducdo, tanto no meio sem a
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cafeina quanto em sua presenca. A diferenca estdmis tipos de tratamento esta na
antecipagcao desta expressao, que foi evidente ma@or quantidade na presenca de
cafeina no ponto de doze (12) horas, resultadolkanties aos encontrados para o
genesspg7(Figura 10-E). As analises dos outros gess®)s 3, 5 e 6, demonstraram

um perfil também diferenciado entre os dois trat#o® com uma expressdao bem

significativa no ponto final de noventa e seis (9&)as (Figura 10-B, C e D).

12 24 48 72 96 Horas 12 24 48 72 96

Figura 10. Analise semiquantitativa dos niveis de xpressdo dos genes de
Poligalacturonase (spg) e pacC de S. sclerotiorum feita utilizando-se ferramentas

do programa “Scion Image”. Os resultados referentes aos niveis de expressigedes
sspgl, sspg3, sspgb, sspgb, sspg7 e dacdin quantificados por densitometria empregando-
se 0 programa “Scion Imagefit{p://www.scioncorp.coin O gréfico representa a média das
razbes entre o nivel de expresséo dos genes dmlRoturonases e PacC$esclerotiorum
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- PacC

Os resultados sobre a expressao do fator de trg@sqgacC entre os dois
tratamentos demonstraram uma inducdo positivaamsdricdo deste gene na presenca
de cafeina, com uma expressdo acentuada no poniatdee quatro (24) horas, e que
esta se manteve relativamente constante em relacéoltura sem este inibidor,
evidenciado pelas analises na RT-PCR e densitamets figuras 9 e 10-F,

respectivamente.
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5- DISCUSSOES

5.1- Resposta deSclerotinia sclerotiorum a diferentes concentragdes de

cafeina em meio sélido:

A avaliacdo dos resultados do experimento queisanal comportamento de
Sclerotinia sclerotiorunfrente a diferentes concentragdes de cafeinaifidarte com
os trabalhos ja descritos por Rollins e DickmarB89Lee e Dean (1993); Chezhal.
(2007) e Kurandeaet al. (2006), que tracaram relagbes entre moléculas M€cAe
fatores de viruléncia em diversos microorganismeas.especial o trabalho de Rollins e
Dickman (1998), que analisaram a influéncia dasggées da concentracdo do AMPc
na producdo de esclerddios deste fitopatdgeno.eQsdtados obtidos, nesta pesquisa,
mostraram que ocorre uma influéncia positiva daioaf na bioquimica d8clerotinia
sclerotiorum aumentando a concentracdo de moléculas de AdenbsMonofosfato
ciclico, e consequentemente alterando os processdglares envolvidos no
crescimento.

Em Girardet al. (2004), ficou demonstrado a relagédo entre os aideiAMPc e
a sintese de uma protease ackipl, sendo que a cafeina em uma concentragdo de um
(01) mM néo teve efeito positivo na producdo déigAtacturonases. Em nossas
andlises, ficou demonstrada uma correlagdo postie o uso da cafeina e alteracdes
na expressao génica de fatores de viruléncia, et as poligalacturonases. Para a
pesquisa principal deste trabalho, foi colocado @dmtamento a cafeina em uma
concentracdo de cinco (05) mM, diferindo do trabalitado acima.

Concentracfes superiores a dez (10) mM de cafefnaram-se inibidoras do

crescimento micelial em Meio Minimo, talvez poreirierir direta ou indiretamente em
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outros processos celulares além dos de patogémeseyez que moléculas de AMPc

possuem uma infinidade de fungdes intra-celularetaando descritas.

5.2- Andlise comparativa dos efeitos da cafeina maoducdo de fatores de

patogenicidade deSclerotinia sclerotiorum:

A acidificacdo do meio é essencial para a cordeme do processo de invasao
de Sclerotinia sclerotiorunmos tecidos vegetais, e esta diminui¢do do pHudtente da
secrecdo de &cido oxalico pelo fungo. Esta acatifio ativa seletivamente genes de
ataque sobre as barreiras do hospedeiro. Em Cettah (2003), foi apresentada a
importancia do ambiente de pH acido como o detexmiénda patogenicidade, ativando
fatores transcricionais especificos de genes eitdv no ataque proteoliticos,
pectinoliticos entre outros. Isto também foi enmid em nossos resultados que
demonstraram uma alta atividade das poligalactsemauando os valores de pH
diminuiram nas primeiras quarenta e oito (48) haga&s o processo de indugdo com
pectina. Estas andlises sédo corroboradas com alhtcalle Rollinset al. (2001) ao
evidenciar que as enzimas secretadasSuoterotinia sclerotiorumapresentam um pH
otimo de atividade em condi¢cdes acidas. A liberagéoécido oxélico, no tecido
hospedeiro, além de favorecer o pH 6timo para asmas hidroliticas em geral, é
diretamente toxico para o hospedeiro, atuando tami@mo quelante de ions calcio,
desestruturando a bioquimica celular das plantagpmme discutido em Cessea al.
(2000).

Pelos dados obtidos no decorrer dos experimeptudemos observar a acao

positiva da cafeina nos processos de patogenigidad® a antecipacdo no aumento da
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atividade enzimatica e diminuicdo do pH, além dmento na expressdo dos genes
sspglsspg7e doPacC.

A cafeina, sendo um inibidor de uma fosfodiesterespecifica, aumenta os
niveis de AMPc intracitoplasmatico, com isto, haaumlteracdo significativa nos
processos bioquimicos do fungo, uma vez que esfacaoila possui uma série de
funcbes, tanto de carater constitutivo quanto @atieg. Desta forma, a elaboracdo de
uma via Unica entre o processo de ativacdo por keitoe até a secrecdo de
Poligalacturonases fica comprometida, uma vez queiraento da concentracdo de
AMPc pode interferir na ativacdo de outras viasdrigntes do processo. Mas é certo
gue o papel do AMPc é importante no mecanismo tiegpaicidade, o que podemos
notar nos resultados da diminui¢éo do pH, peloemioda expressao gacC que € o
fator responsavel pela transcricdo das poligalanages, evidenciada também pelo
aumento das expressfesspgl,iniciadora do processo de acdo enzimaticssp?

De acordo com Kaszat al (2004), as Poligalacturonases que participam
diretamente da etapa inicial de invaséo, talvesyss uma acao diferencial no sistema
ou até mesmo podem sofrer uma maior repressaoaltdasconcentracdes de AMPc ou
pelos produtos catabodlicos da despolimerizagdcedana presentes no meio de cultura
nestas horas iniciais do processo. Diferente déisanfeitain vivo por Kaszaet al.
(2004), o genesspg5foi expresso durante toda a cinética avaliedgitro, sugerindo
sua importancia nas etapas de invaséo e coloniglactezido do hospedeiro.

Pela analise dos niveis de atividade enzimgtimdemos observar um resultado
elevado no ponto de noventa e seis (96) horasaldottratamento com a cafeina. Este
dado é corroborado com as avaliagdes de expregsdragque também tiveram como
diferencial este ponto de noventa e seis (96) herastodos os genes avaliados.

Indicando que a acdo da cafeina, e consequententumi@ concentracdo de AMPc
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intracelular, resulta na ativacdo da transcricgiwozavelmente da tradugao dos genes
de poligalacturonase avaliados.

Em Kurandeet al. (2006), trabalhando co®accharomyces cerevisjagtilizou
concentracfes diferentes de cafeina objetivandansdisar os efeitos inibitérios na
cascata do AMPc, e ficou estabelecido que uma otraggio a dois (02) mM de cafeina
representa dez (10) % de inibicdo da fosfodiestezapecifica da quebra do AMPc, ndo
resultando em inibi¢cdo, e vinte (20) mM represaidanma concentracdo inibitoria de
cinquenta (50) %, denominada s$C. Concentragcbes superiores a dez (10) mM
resultaram em mutacdes na brotacdo destas leve@iirasdet al. (2004) traz em seu
trabalho o envolvimento do AMPc na producdo de aspartil protease declerotinia
sclerotiorum a aspl. Verificaram que este gene tem sua esgoesimentada quando o
fungo foi submetido a um tratamento com cafeingu@®ndo ocorreu com 0s genes que
codificam para as Poligalacturonases nas mesmadicées de cultura. Nossos
resultados apresentaram discordancia destes dadas, vale ressaltar que as
concentracfes de cafeina utilizadas no sistemanfdierentes, de um (01) mM para
cinco (05) mM, podendo ser este o motivo da didbndos resultados. Rolliret al.
(1998) apresentam as concentracoes de AMPc obtdasultura deSclerotinia
sclerotiorumna presenca de cinco (05) mM de cafeina, sendo(0@xvezes maior que
a concentracdo do controle negativo no ponto dmtee duas (72) horas, e nove (09)
vezes maior no ponto de noventa e seis (96) hdemsonstrando claramente que nesta
concentragdo o aumento de moléculas de AMPc érttassagnificante, facilitando a

avaliacdo da importancia da desta molécula nonsést#oquimico do fungo.
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TABLE 2. Effect of caffeine on mycelial cAMP concentration”

Time cAMP concn (fmol/mg)

() Treatment Controls

72 180 + 30 80 + 30

96 800 + 30 90 + 30
120 790 = 50 110 = 10
144 1,000 = 260 170 + 40
168 550 = 130 100 + 40
192 460 = 100 340 = 10
216 440 = 260 S0+0

* 8. sclerotiorum 1980 cultures were grown on cellophane discs overlaid on
PDA {controls) or PDA containing 5 mM caffeine (treatment) in 24-well tissue
culture plates. The data for each time point are the mean + standard deviation
for cAMP concentrations determined by a radioimmunoassay as described in
Materials and Methods.

Figura 11- Quantificacdo por Radioimunoensaio dasancentracdes de AMPc de
Sclerotinia sclerotiorum submetida a um meio de cultura com cafeina 5 mM.date:
ROLLINS, J.A. and DICKMAN, M.B. Increase in Endogers and Exogenous Cyclic
AMP Levels Inhibits Sclerotial Development f&clerotinia sclerotiorunPPLIED
AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, V. 64, n. 7, p. 253-2544, july 1998.
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6- PRINCIPAIS RESULTADOS

6.1- Resposta deSclerotinia sclerotiorum a diferentes concentracbes de

cafeina, em meio minimo (MM) solidificado em placde Petri:

- Alteragcbes da esclerogénese, com retardo no teohpoformacdo e

comprometimento das fases de iniciacdo e desemvehtd dos esclerddios.

6.2- Analise dos efeitos da cafeina sobre os faterde patogenicidade de
Sclerotinia sclerotiorum em meio minimo (MM) liquido, suplementado com

pectina:

- Alteracéo dos valores de pH, acidificacdo doomesultado, provavelmente,
do aumento na sintese de acido oxalico.

- Antecipagdo e aumento da atividade enzimatisgpdgalacturonases.

- Aumento na expressado dos geresypgle sspg7 com alteragdes na cinética
de expresséao dos outros genes para poligalact@®agaliados.

- Aumento na expressao do ggraeC
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7- CONCLUSOES

Todas as avaliacdes feitas neste trabalho diretios@bre a importancia da
molécula do AMPc na complexa bioquimica S€elerotinia sclerotiorumComplexa
pelas possiveis interligacfes das vérias viaseswesd que sdo ativadas ora para reacdes
saprofiticas, ora para reagfes necrotréficas, di@srefeitos inibitérios de uma sobre a
outra. A utilizacdo da cafeina no sistema de climrvitro trouxe a base para as
comparagdes propostas neste trabalho, por aumestazoncentracbes de AMPCc
produzidas pelo fungo. Com isto, as analises deafitidade enzimética, concentracao
de proteinas totais, expressao génica, crescinmaitelial e esclerogénese entre os
diferentes tratamentos demonstraram diferencas thaante o processo de inducéo,
estabelecendo um papel central do AMPc na moduldgsidatores de patogenicidade.

Podemos concluir que a utilizacdo da cafeina ekiumauexpressao dos genes de
poligalacuronases avaliadosspg e do gene que codifica para o fator de transerica
pacC aumentando a acidificagdo do meio, favorecenda nnaior ativacdo enzimatica
das Poligalacturonases secretadas $olerotinia sclerotiorumem meio minimo
suplementado com pectina. Da mesma forma, padréesrascimento e formas de
resisténcia foram alterados pela presenca da eafendo diferenciados de acordo com
a concentracdo utilizada deste inibidor, gracas ammnento das concentracdes

intracelulares de AMPc neste fungo.
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7- PERSPECTIVAS

Este estudo busca contribuir com dados importastdse a biologia de
Sclerotinia sclerotiorumvisando, futuramente, um possivel meio de comtpara o
ataque deste microrganismo aos diversos hospedeiros

Neste sentido, como perspectiva buscaremos identifas isoformas das
Poligalacturonases que estdo agindo no ponto derratividade (pontos de vinte e
quatro (24) e de quarenta e oito (48) horas, réispetente ) encontrado pela
metodologia do DNS, no meio contendo Pectina coufstsato, com e sem cafeina.
Esta avaliacdo sera obtida pelo preparo de Géidtdedade para eletroforese bi-
dimensional de isoeletrofocalizacdo, das amostmasabrenadante da cultura &e
sclerotiorum. Resultados este importantes para a compreensa@ratesso de

patogenicidade no desenvolvimento do mofo branco.
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ANEXO 1:

Esquematizacdo dos Experimentos:

Resposta desclerotinia sclerotiorum a diferentes concentracdes de cafeina

Cultura Priméria em meio BDA
Crescimento em cinco (05) dias

v v v v v

Controle - Cafeina 1 mM Cafeina 5 mM Cafeina 10 MM  Cafeina 20 mM

Cultura Secundaria em MM-Pectina 1%
-Agar 1,7%-Cafeina
Crescimento por dez (10) dias

Medida dos Halos de crescimento
Analise da esclerogénese

Foto documentacéo
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ANEXO 2:
Esquematizacdo dos Experimentos:

Andlise comparativa dos efeitos da cafeina na progéo dos fatores de
patogenicidade deSclerotinia sclerotiorum

~ G Cul@iPrimaria em meio BDA- oito (08) placas
\ \ Crescimento por cincogpdias

Cultura Secundéaria em MM-Glicose 2%- trinta (30) erlenmeyers
Crescimento por dois (0@ias

Cultura Terciaa em MM-Cafeina — trinta (30) erlenmeyers
Crescimento por noventaseis (96) horas
* Fase de Inducdo em meaioplementado *

Retirada dos Pontos: 12, 48, 72 e 96 Hora$

v v
—~
v v
* Extragao/lsolamento do RNA totall  * Afericdo pH
* Quantificacdo do RNA total * Atdade Enzimatica (DNS)
* Purificacdo do RNA total * Bagem de Proteinas Totais (BRADFORD)
* RT-PCR

* Semi-quantificacao
(Scion Image)
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