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Resumo

O fungo Sclerotinia sclerotiorumpode interagir com uma grande gama de espécies
vegetais bem como obedecer a alta especificidagfgpecializacdo patogénica. Ele &
capaz de digerir a parede celular de plantas desps utilizando para tal uma série
de mecanismos bioquimicos e morfogenéticos quezatima invasao. Varias enzimas
sao produzidas durante a interacéo planta-hospegleientre elas se destacam a familia
das poligalacturonases (PGs) e as beta glucanase®Gs catalisam a hidrélise da
ligacdo glicosidican- 1-4 e as beta glucanases liberam glucanas eseéigarideos
durante a hidrdlise. Nosso trabalho procurou caraetr, além do monitoramento do
pH, a acdo destas enzimas, bem como a express@a gélnrante a interagdo com
feijdo (Phaseolus vulgari$ e sob diferentes meios de cultivo, pectina a éRrato de
parede celular de plantas de feijoeiro a 1% e glicto. As atividades foram medidas
pelo método DNS onde mediu-se a quantidade de megucadutores no meio e a
expressao génica atraves de perfis eletroforétinaisados apods a técnica de RT-PCR.
Os resultados mostraram variacdo da atividade Gasn@ interacdo sendo o meio com
pectina com maior expressao delas. As beta 1,3aelbh® glucanases foram expressas
em ambos 0s meios de cultura propostos, contudeehmaior producédo de beta 1,3
durante a invasdo. A variacdo da expressdo destaisnas em diferentes meios de
cultura sugerem complexidade de rotas bioquimespecificas para sua producao
suscitando novas abordagens para o reconhecimest@aininhos que promovem o0

desenvolvimento da doenga.
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Abstract

The fungus Sclerotinia sclerotiorumcan interact with a great range of vegetable
species as well as to obey to the discharge egpgcdnd patogenic specialization . It
is capable to digest the cellular wall of host pausing for such a series of biochemical
mechanisms and morfogenetics that optimize the sioma Several enzymes are
produced during the interaction plant-host and agrtbiem they stand out the family of
the poligalacturonases (PGs) and them beta glueandGs catalyze the hydrolysis of
the connection glycosidic bond - 1,4 and them lghtaanases liberate glucans and
oligossacarideos during the hydrolysis. Our woiddtto characterize, besides the pH,
the action of these enzymes, as well as the gemession during the interaction with
bean Phaseolus vulgar)jsand under different cultivation means, pectin 1¢all extract
1% and glucose 1%. The activities were measuredhbymethod DNS where the
amount was measured of you sugar reducers in tddlenand the gene expression
through electrophoretic profiles analyzed after tbehnique of RT-PCR. The results
showed variation of the activity of PGs in the mation being the middle with pectin
with larger expression of them. Them beta 1,3 astd h,4 glucanases were expressed
in both culture means proposed, however there argell production of beta 1,3 during
the invasion. The variation of the expression ahsenzymes in different culture means
suggests complexity of specific biochemical roles your production raising new
approaches for the recognition of the roads thaey firomote the development of the
disease.
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Introducao

1.1 Sclerotinia sclerotiorum

Dentre os fitopatdgenos os fungos se caracterizamocsendo de grande
complexidade e diversidade quando comparados comodemais patdégenos
microbianos. Os fungos podem interagir com umadgagama de espécies vegetais
bem como obedecer a alta especificidade e espagab patogénica. Os fungos de
plantas s@o capazes de digerir a parede celulsladtas hospedeiras utilizando para tal
uma série de mecanismos bioquimicos e mofogen&iweotimizam a invasao. Desta
forma o conhecimento dos mecanismos de invasapgute dos fungos fitopatégenos €
de grande importancia na economia agricola (BAKERL, 1997).

Segundo COSTA (1997), a incidéncia de doencas adass por fungos,
sobretudos os patdégenos de solo confeckerotinia sclerotiorumé favorecida pelas
temperaturas de 15 a 25 °C , bem como alta umidgul¢ entre 4,5 — 5,0. Um dos
principais fitopatogeno de solo éSa sclerotiorum(Lib.) de Bary. Este fungo ataca
aproximadamente 400 espécies de plantas entre cotiiedéneas e dicotiledoneas
sendo estas ultimas infectadas preferencialmenpgefDizo econdmico ocorre em uma
grande variedade de cultivares (STEADMAN, 1994yuelo WILLETTS & WONG
(1980), as doencas causadas for sclerotiorumsdo mais comuns nas familias

Solanaceae, Cruciferae, Umbelliferae, Compositder@podiaceae Leguminosae.

1.2. Distribuicéo geogréfica

Devido a sua ampla capacidade de adaptacédo o mariod) doenca causada por
S. Sclerotiorumé comum em varios paises dos cinco continentéRIF, 1979). No
Brasil, o primeiro registro de ocorréncia do mofarto foi em 1920 infectando a
batata (Solanum tuberosum no estado de S&o Paulo. Também na regido do Rio
Grande do sul foi constatado o ataque em culturkeigio ( Phaseolus vulgari3 em
1954 (CHAVES, 1964). O mofo branco atacou as pidi®s de feijdo do sul e sudeste
brasileiro nas décadas de 40 e 50 sendo considenagemtogeno secundario, contudo
em 1976 foi registrada a primeira epidemia sever&.dsclerotiorumem lavouras de
soja, no estado do Parana (regido sul ) que dissengtravés de sementes infectadas

para a regido dos cerrados em meados de 1980. pestelo por 10 anos o mofo
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branco esteve presente, por exemplo, em 50% dasirkss de feijao irrigadas. Em
2002, registros mostram queSasclerotiorumesteve presente em quase todas as areas
das lavouras de feijao levando em alguns caso$08% de perda produtiva ( LOBO
Jr., 2002). Sob condi¢cbes favoraveis o mofo braacorre a disseminacdo, por
sementes contaminadas, a outras culturas. Assimdjgéees de cultivo de inverno, com
temperatura moderada e umidade geralmente excefsiwaecem a germinacao dos
esclerodios do fungo e o desenvolvimento de epaenCARDOSOet al 1997;
NELSON,1998 ).

O mofo branco ou podridao da haste tem surgideoasmma significante causa de
perdas na producao de vegetais nas regides norielogos Estados Unidos (YAN&
al. 1999; WRATHERet al. 2001), central e leste do Canada, Argentina,iBi@kina,
india, Italia, Paraguai (WRATHERt al 2001a), dentre outros paises (HAMBLETON
et al, 2002).

Além de ocorrer em areas do mundo relativamerds &iumidas$. sclerotiorum
também ocorre em localidades consideradas geranwmntes e secas. Quando a
temperatura se aproxima do ponto de congelameP®) (fu quando a temperatura de
mais de 32°C prevalec8, sclerotiorumé muito menos ativa que em temperaturas entre
esses extremosS. sclerotiorunfoi reportada em varios paises localizados emstado
continentes. E provavel que este fungo ocorra gnmalugar de quase todos os paises
do mundo (PURDY, 1979).

1.3. Epidemiologia

O processo de disseminacéo do fuBgsclerotiorunvaria de acordo com o tipo
de fase do ciclo reprodutivo do qual se encontste pode ser disseminado, a curta
distancia da fonte de indculo, em torno de 100ngspascisporos transportados por
correntes de ar; a média distancia, pelos implemseagricolas, animais (passaros,
insetos) e pelo homem, pois estes ascosporos psderaviver até 12 dias no campo
(ABAWI & GROGAN, 1975) e a longa distancia, pelarsmte ou outro material
propagativo infectado. Cada apotécio pode prodiezi2 a 30 milh6es de esporos em
um periodo de alguns dias (VENETE, 1998).

1.4. Processo de infeccao



O processo de infeccao das plantas hospedeirespsiveis pode ocorrer a partir
do micélio originado da germinacdo eruptiva do e¥gclio no solo. O esclerédio
consiste de wuma massa compacta de hifa hialina eleg@ida, (tecido
pseudoparenquimatoso), envolvida por uma camadzldéas com pigmentos negros
(JONES & WATSON, 1969). O esclerddio apresentauttsta dura e resistente, que
consiste de uma porgao interior colorida chamadanddula e, externamente um
revestimento protetor negro chamado de casca. Saduras formadoras um corpo de
resisténcia duro que fica dormente por um bom geréodepois germina sob condi¢cdes
favoraveis ( PUTZKE & PUTZKE, 2004 ). A casca contpigmentos de melanina os
quais sdo altamente resistentes a degradacdo, acuanedula consiste de células
ricas em glucanas e proteinas. A forma e o tamath@sclerodio dependem do
hospedeiro ou das plantas infectadas onde elggsdozidos (NELSON, 1998).

Sob condi¢bes nutricionais e ambientais favoraweissclerodio pode germinar
diretamente com um novo crescimento micelial, andda germinagdo micelogénica.
Entretanto na limitagdo nutricional, o esclerogliode germinar com a producédo de um
corpo de frutificacdo sexual especializado, o apotéue libera numerosos esporos (
VENETTE, 1998 ). Este tipo de germinacdo é denodanearpogéncia. Os sinais e
sintomas do mofo branco sdo caracteristicos ndsvangds e atacam, haste, folhas,
vagem e raizes em regides normalmente proximasolto Os tecidos afetados sdo
cobertos pelo crescimento micelial branco cotormasacteristico da doenca. O micélio
forma massas compactas claras que, com o amadergoitornam-se pretas formando
estruturas duras de dimensdes variaveis visivaliscanu o esclerédio.

O desenvolvimento do corpo de frutificacdo a paltiresclerodio é condicionado
a umidade e a proximidade da superficie do soloNETE, 1998). Apenas 0s
esclerodios que se encontram na superficie does@té 5 cm de profundidade sdo
funcionais, pois as estipes dos apotécios raranagingem mais do que 5 cm de altura.
O inicio da doencga a partir do micélio, originadogg&rminagéo eruptiva do esclerodio,
€ raro, pois demanda o contato das hifas com @esusceptiveis das inflorescéncias
e vagens (CARDOSG@t al. 1997). A formacao do apotécio geralmente ocquies aim
periodo de dorméncia do esclerédio o qual, depeltdda regido, pode estar resfriado
ou congelado. Temperatura fria parece ser o fasggminante no “condicionamento”
do esclerddio que quando as condi¢des do solo std@aveis (capacidade de umidade
do campo acima de 50%, temperatura entre 15°C@ &8ftre 10 — 14 dias o apotécio

pode ser formado (VENETTE, 1998). Os esclerddios péoduzidos no tecido
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hospedeiro e permanece dormente no solo (JONES &3@N, 1969). Ademais, na
auséncia de hospedeiro suscetivel, a persistéosiastlerdédios no solo pode atingir até
oito anos (ADAMS & AYERS, 1979).

Relativamente pouco € conhecido sobeverstos bioquimicos durante a
germinagao carpogénica. Por analogia com outrasit@sts germinativas, pode-se
esperar que materiais de reserva sejam metabadizada fornecer compostos os quais
sao utilizados para sintese dos componentes deeestdo apotécio (TOURNEAU,
1979).

1.5. Patogénese

A patogénese polS. sclerotiorum.é um fenbmeno complexo. O sistema
enzimatico ndo parece ser muito diferente de otit@zatégenos de solo similares, ou
mesmo de microrganismos saprofag&. sclerotiorumcomo patdgeno parece,
entretanto, ser dependente de uma complexa condbim;fatores que podem dominar
a planta hospedeira agindo rapidamente antes dpspedeiro possa responder. Esses
fatores incluem: apressorios para capacitar a @t mecanica da cuticula do
hospedeiro; formacédo de hifas de infeccado orgaagacdspecializadas que sao capazes
de um rapido desenvolvimento intercelular abaixocdtcula do hospedeiro e no
cortex; secrecdo de enzimas pectoliticas aprogiadacido oxalico para degradar a
lamela média das células hospedeiras; cations maslanibidores de atividades
enziméticas; mudanca do pH do tecido hospedeira par ambiente mais favoravel
para a acdo enzimatica e toxico para as célulgsetesas, fazendo que estas células
desenvolvam uma menor resposta a invasao e prodigdenzimas degradativas
capazes de hidrolisar a parede celular e os coingééis protoplasmatico fornecendo um
suprimento constante e abundante de nutrientes parerescimento rapido e
desenvolvimento da hifa de infeccdo (LUMSDEN, 1976)

Os primeiros sintomas que geralmente desenvolveniotfzas ou hastes jovens
sdo as lesbes encharcadas, que podem aumentaloeaeuma podriddo aquosa e
macia na maioria dos hospedeiros (PURDY, 1979).tefosmente, nos tecidos
infectados, aparece uma eflorescéncia formada mpomicélio cotonoso, constituindo
0S sinais caracteristicos da doenca, que sugemeome comum de mofo branco. Em
seguida, este sinal adquire, paulatinamente, c#lorachocolate a amarronzada
(CARDOSO et al. 1997). HEGEDUS & RIMMER em 2005aleraram um
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interessante trabalho do processo de invasdo ecswasteristicas. Segundo eles, o
inicio da contaminacdo se da pela liberacdo nocadodsporos oriundos dos apotécios
desenvolvidos a partir do esclerédio no solo. Naornaa dos casos 0 processo de
penetracdo se da diretamente através da cuticmdoepelos estématos. Ocorre a
formacao de uma vesicula subcutilar que liberara snaimas, as cutinases que acabam

por digerir a parede subcutilar da epiderme.

1.5.1 O &cido oxalico e os seus papéis na patogetade.

O envolvimento do acido oxalico na patogenicidddes. sclerotiorumé bem
conhecido ( DUTTON, 1996; GODQOY et. al, 1990), mdastraram que fungos
deficientes na producéo de acido oxalico ndo sepodmram como patogénicos. O
acido oxalico parece promover o seqlestro de cpilmqueda de pH formando cristais
de oxalato, sobretudo na lamela média, despoliadiz suas cadeias o que leva a um
comprometimento da integridade da parede (BATEMANBEE'S, 1965). Varias
enzimas, como as endo e exo poligalcturonases, eaingses e as glucanases
apresentam maior atividade em ambiente acido pEeecio do acido oxélico. Em
particular, o acido oxalico eleva diretamente aiddide da poligalacturonase SSPG1
(endo PG) sobretudo em ambientes em que o pH caosmgue 3,8 (ROLLINS, 2001;
COTTON et. al , 2003). A queda de pH pode tambésrriomper a interacdo entre as
proteinas inibidoras da poligalacturonase da plaotpedeira ficando sujeita a acéo
enzimatica.

O &cido oxalico também interfere no mecanismo dbdmento estomatico por
dois mecanismos: A) estimulando o acumulo do pmtéassa hidrolise do amido nas
células guarda essencial para a abertura; B) amgrendo o processo ABA dependente,
além disso, o &cido oxdlico suprime a formacao efgmcies reativas de oxigénio (
E.R.O) bem como o perédxido de hidrogénio libergaga planta como mecanismo de
defesa ( ROLLINS, 2001; COTTON et. al , 2003).

1.6 A atividade das enzimas hidroliticas durante processo de invasao

O acido oxalico promove ambiente para a acdo dasan sobre a parede celular
da planta hospedeira, tanto na superficie da payedeto na lamela média por sua

acao quelante. A atividade das poligalacturonaB€3) € induzida pela pectina ou
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monossacarideos derivadas da pectina como o aatwtgdnico (ALGHISI &
FAVARON, 1995). O exame do padréo da expressaccgétas PGs na infecgdo tem
demonstrado que existe uma agao coordenada. Paraasrotiorunbem como outros
fungos patogénicos a interacdo com a superficidas@lduz os eventos da penetracao
como a formacdo do apressorio e a expressao dzalaaiiuronase SSPG1 € induzida
por interacdes entre superficies hidrofébicas canpmolisterene, filme superficial de
cera, e, possivelmente, a propria cuticula. BATEMAR 1964 estudou as relacdes
planta-hospedeiro / fungo induzindo os mecanisneoesdisténcia e defesa as PGs em
hipocétilos de feijdo infectados pdRhizoctonia Proteinas estruturais como as
extensinas sdo também vitais para a manutencaotezridade da parede celular. A
protease ACP1 (acid protease) e a aspartil prot@eSeS) foram identificadas ra
sclerotiorum A Asps € expressa nos estagios iniciais e podertidnar em conjunto

com o sspgl para promover a invasao e o avandaifdas

1.7 A acdo das poligalacturonases

Da interacdo planta microorganismos ocorre uma siriprocessos bioquimicos
complexos de sinalizagcdo quimica e agdo enzim&i@a que ocorra a invasao celular
€ necessario que o fungo consiga atravessar aepeetdar. Para tal, o agente agressor
produz uma série de enzimas que rompem as ligad@®sconstituintes da parede
celular destruindo a parede e invadindo e parafitarcélula.

A pectina é um constituinte celular formado poa¢ies monomeéricas do &cido
galacturbnico que promove a parede resisténciarraaftio estrutural a planta. As
pectinases sdo enzimas que degradam substanciasrgae pectina e sdo largamente
usadas no processamento de frutas e vegetais (ARJI1L986). As poligalacturonases
(PGs) catalisam a hidrolise da ligacdo glicosidiedl-4. Elas sé@o classificadas de
acordo com a sua atividade metabdlica em endodotyganases e as
exopolygalcturonases. As exopoligalacturonasesratoanpendo as ligacées—D 1-4
terminais da cadeia de acido D- galacturonico, angu que a acdo das
endopoligalacturonases se da ao acaso (REXOVA-BEWKQ976; ROMBOUTS,
1980). Diversas isoformas das poligalacturonasespsaduzidas po6. sclerotiorum
tanto em cultura, quanto em planta, entretantonseuwero total e propriedades diferem
extensivamente entre os isolados fungicos (CRUICKISK, 1983; RIOU, 1992;
MARCIANO, 1982). Sua acéo é elevada pela acidiicago meio o que é devido em
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parte ao acido oxalico. As modificacdes que ocoregds 0s processos de traducao
(glicosilagdo) e secrecdo (proteoliticas) podem aviexplicar a multiplicidade de
enzimas hidroliticas secretadas por fungos filansa®. Uma melhor compreenséo do
mecanismo de patogenicidade pode contribuir pardesenvolvimento de novos

métodos de controle da doenca.

1.8A acao das —glucanases.

As beta glucanas sao largamente encontradas neezamtusendo a$ (1,4)
glucanas mais abundantes. Elas estdo presentesigos wrganismos diferentes como
algas, moluscos, bactérias, plantas superioregofua alguns invertebrados (STONE &
CLARKE, 1992). Algumas beta glucanas, como a pdoame a pustulana tem
estruturas simples constituindo de simples ligagb®sa cadeia ndo ramificada. Outros,
como a glucana da cevada(fL,3-1,4) glucana], laminarina, esquisofilana,igispana
e a escreloroglucangé [1,3 -1,6)] sdo moléculas de estrutura mais coxapt®m uma
diversidade de ligantes tanto em cadeias lineatesitq em cadeias ramificadas.
(SEVIOUR et al, 1992; STONE & CLARKE, 1992; PIST@ al, 1993; SCHMID et
al, 2001). Os mecanismos de biossintese das batangls ndo sao totalmente
esclarecidos (SEVIOUR et el, 1992; STONE & CLARKE)2). Sua producédo pode
ocorrer tanto extracelularmente quanto no citoptasihs beta glucanas estéo presentes
como um dos principais componentes da parede celldafungos e auxiliam
juntamente com outros componentes na forca e rgitde mesma.(DeNOBEL et al,
2001; SMITS et al, 2001; ADAMS, 2004).

As beta glucanas citoplasmaticas ou extracelulapesvavelmente sé&o
requisitados para uma série de funcdes, funcioneoshm fonte de carbono o qual pode
ser utilizado pelo fungo sob condic¢des restritigagundo PISTON et al em 1993.

RUELI & JOSELEAU (1991) trabalhando com um fungo tog&nico,
Phanerchaete chrysosporiuwverificou que as beta glucanas extracelularesyaidds
por ele induziam as plantas a desidratacdo e diggfia tecidual.

Em Botrytis cinerea a glucanas nao sO protegem o fungo das respostas
reacionais do hospedeiro ao micoparasitismo, camdém auxilia nos estagios iniciais

da infeccéo introduzindo nas mesmas enzimas hidedi(GIL — AD et al, 2001)



1.9 Modo de acao das beta glucanases em fungos

As beta glucanases tem sido sistematicamente fatadsis pela Internacional
Union of Biochemistry and Molecular Biolody (IUBMBJUB, 1992) pelo tipo de
ligagbes que sdo hidrolizadas bem como o padradidielise sobre substratos
especificos. Elas sao distinguidas em dois gragdgsos de acordo com seus padrdes
de acdo em exo e endo hidrolase. As exo hidroE@B®Eonhecidas por clivar ligacdes
cujos produtos correspondem a liberacdo de mokcldaylucanas. As endo hidrolases
liberam oligossacarideos durante a hidrélise (REE$897; YAMAMOTO &
NEWVINS, 1983). Dados de substratos especificostedes de inibicdo sugerem que
as beta glucanases extracelulares de origem fus8aanelhor considerados como beta
glucosidades (E.C.3.1.21) (RIDRUEJO et al, 1989%. glucanases podem ativar as

ligagcbes moleculares em diferentes estratégicasadgie

1.10 Propriedades da atividade das beta glucanases

Alguns estudos tem avaliado a propriedade das @letzanases em fungos.
CUTFIELD et al (1999) demonstraram e@andida albicansque a exop (1,3)
glucanase, o esperado beta/alfa 8 estruturas ‘@mnil’bgue contém um sitio ativo
poderia explicar ambos as reacdes de transferénahvagem desta enzima.

Embora os fungos apresentem maior producap de3),p (1,6) e exop (1,3)
glucanase$ (1,4) glucanases alguns poucos estudos sugeresarggcia d&f (1,2)
glucanase (REESE et al, 1962; CHESTERS & BULL, 1$&BESE ,1977; STONE &
CHARKE, 1992; PITSON et al, 1997b). Elas sdo muwtomuns mas com baixa
atividade em relacéo as demais glucanases. CHENeet 1997 destacou o gene para
B (1,3), (1,4) glucanases em um fungo anaerdbiOrpinomycesPC-2. EM 2002,
Moyna et al, estudaram a sequéncia do dg&d&L1, um gene que codifica para uma
endop (1,3) glucanase erspergillus fumigatusugerindo que esta enzima pertenca a

nova familia das glicosil — hidrolases.

1.11 Funcdes das beta glucanases

Segundo Moyna et al em 2002, [a1,3) glucanases parecem ser onipresentes

nos fungos. Muitas delas estéo relacionadas a @aesknvolvendo importantes papéis
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numa série de processos morfogenéticos, sobretodéuegos (ADAMS, 2004). O
local onde age as beta glucanases sdo ainda desaose quase sempre a localizagéo
nao corresponda necessariamente a funcdo enzimBocaexemplo, a exo (1,3
glucanase ertandida albican® uma enzima extracelular mas a sua similar EX@&1p
Saccharomyces cerevisgéem ambas as atividades hidrolitica e de transteén
sugerindo funcdo no metabolismo da propria pareddudgo bem como atividade
morgogenética em ambos (STUBBS et al 1999).

Evidéncias segerem que fa (1,3) glucanase desenpenha papel chave nos
processos morfogenéticos e morfoliticos durantéfexethiciacdo e desenvolvimento.
(ADAMS, 2004), bem como a mobilizagdo das beta alases em resposta as
condicOes de déficit energético. (PITSON et al,3)98s beta glucanases representam
importante papel em rotas nutricionais na acaoo$ifipp e micoparasitaria onde tais
enzimas representam a arma primaria na degradagdpakde celular do fungo
(STONE & CHARKE, 1992PITSON etal, 1993; de la CRUZ et al, 1995b; AMBRY e
al, 2003).

Durante a biosintese de parede celular ocorre uimade balanco entre a
hidrélise realizada na parede existente a formalgioova parede. As beta glucanas
constituem o principal componente da parede celldarfungos e parece que as beta
glucanases desenvolvem importante papel neste gsm@mossibilitando a insercdo de
material na formacéo da parede sem contudo ocom@npimento total da mesma uma
vez que a hidrélise ocorre em areas localizadas.

A autdlise do fungo é marcado por uma série dedate juntamente com outras
hidrolases, as beta glucanases desempenham umtamgopapel. (WHITE et al,
2002). Em muitas espécies ocorre um aumento deladier sob condicdes restritivas de
carbono levando & autdlise. E o que ocorreBernytisspp (STAHMANN et al, 1992),
Penicillum oxalium(COPA — PATINO et al, 1989) Aspergyllus nidulanNUERO et
al, 1993)

1.12 Producéo de beta glucanases

Em alguns fungos, as beta glucanases parecemrs#itativas independente da
fonte de carbono usada. Entretanto em outros pader aumento da producéo destas
enzimas pela presenca de um substrato que naesggaifico como, por exemplo, a

quitina. A presenca de um indutor molecular adequada auséncia de glicose séo
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considerados essenciais para a producdo das betmgbes na maioria dos fungos
(PITSON et al, 1993). Isto evidencia que a produd#@® beta glucanases pode ter seus
niveis aumentados por uma selecdo cuidadosa da flentarbono disponivel para o
crescimento do fungo. Por outro lado, por exemgaho Trichoderma atrovirideo gene
que codifica para a exp (1,3) glucanasegluc78 foi expresso sob condi¢bes de
restricdo de nitrogénio e ndo na presenca de stbsspecifico ou componente relativo
como foi demonstrado por DONZELLI e HARMAN (2001%to sugere que possam
existir outros fatores relacionados a sintese dasta-glucanases que ndo aquelas

determinadas por fontes restritivas de carbonmdugéo molecular.
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2.0 Objetivos

S. sclerotiorunproduz multiplas enzimas hidroliticas, conhecidas@ fatores
de patogenicidade, que promovem a degradacao @depaelular da plantas. Porém
pouco foi estabelecido a respeito de como e questad enzimas sdo importantes na
patogénese ou qual seu papel especifico durantecegso de infeccdo em diferentes
culturas.

Baseado no seqienciamento do transcriptomaS.declerotiorumdurante a
interacdo patogénica com plantas de feijoeiro, {s@deerificar a presenca de ESTs
relacionadas a vérias enzimas hidroliticas. Nestéegto, o presente projeto tem como
objetivo a determinacdo de algumas caracteristidaguimicas e moleculares das
poligalacturonaseg}- 1,3 glucanase B-1,4 glucanase produzidas p8r sclerotiorum
durante a interagdo patogénica em plantas de feifieracdo parasitaria) e sua
comparac¢ao com o crescimento em condi¢des sapasfiti

2.1 Metas

1. Determinar a producao de poligalacturonas@sle8 ep-1,4 glucanases
durantes ambos 0s processos (interacdo paragtéaprofitica), através de dosagem da
atividade enzimatica.

2. Avaliar comparativamente a expressdo dos geneslamlacturonases,
B-1,3 ep-1,4 glucanases atraves da técnica de RT-PCR santitativo.
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3.0 Material e Método

3.1 Linhagem e condic¢des de cultivo

Foi utilizadoS. sclerotiorun{SPS) isolado e caracterizado no laboratorio de
Fitopatologia da Universidade de Brasilia. A cwttoi preparada em placa de Petri
contendo meio BDA - Batata-Dextrose-Agar (batatag28lextrose 20g; agar 15g;
agua destilada 1000 ml; pH 5.8) mantidas em e&0fa a 20 °C.

3.2 Estabelecimento do processo de infec¢ao:

O Isolado deS. sclerotiorumpreviamente caracterizado, crescido em meio
BDA, foi utilizado para o inéculo de plantulas agjdeiro Phaseolus vulgarig),

15 dias apds a emergéncia, segundo o método adeporitHUNTERet al. (1984).
Foram utilizados 3 vasos por tratamento para cadpdueiro (5 plantas por vaso).
As plantas foram inoculadas pelo método do paliéo dénte e mantidas sob
condicOes controladas de temperatura e fotoperiodo.

Palitos de dentes de madeira de aproximadamenta tlac extremidade,
foram autoclavados a 121°C por 30 minutos. Esdesodio isolado foram
incubados concomitantemente com os palitos, paaHaim BOD a 20 °C. Sob estas
condicbes, o micelio se desenvolveu junto aosqgsakendo estes inoculados nos
caules das plantas.

Durante o periodo de 10 dias, descrito para o estgimento da infeccao
MIKLAS & GRAFTON (1992), foram retirados o micélida regido infectada
(tecido da planta infectado) para extracdo de RNprateina total, seguindo os
seguintes tempos: controle, 24 horas, 48 horadyord@s, 96 horas e 10 dias de

infeccao.

3.3 Crescimento em meio com Pectina, Glicose e Exto de parede

O Isolado deS. sclerotiorunfoi inoculado em 50mL de meio minimo (2g
NH4NOs;, 1g KH,POy, 0,1 MgSQ 7H,0O; 0,59 extrato de levedura, 3g D éacido
malico, 1g NaOH) suplementado com 1% de pectineugcpectin —SIGMA) ou 2%
de glicose para as amostras controle. As culturaEenmeyers de 250 mL foram

mantidas a temperatura de°€0Q com agitacdo constante (120 rpm) por 10 dias.
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Foram retiradas amostras nos periodos de: 2h, 48H), 72h, 96h e 10 dias. As
amostras foram filtradas em tecido TNT autoclavadeeservadas a —20, para
posterior estudo das respectivas atividades enz@msatA variacdo do pH do meio

foi monitorada durante o crescimento nas respectivadicdes.

3.4 Precipitacdo com sulfato de amonio.

O sobrenadante das culturas foi fracionado em &olsaturada de sulfato de
amonio 80%. Centrifugado a 10.000 x g por 20 mid°@. O precipitado foi
ressuspendido em tampéo fosfato de potassio 50mM,pHA fim de retirar o
excesso de sulfato de amonio, o material foi shalo em membrana de celulose
(MM 14.000 KDa) por 24 horas a°@ com tampéo fosfato de potassio 5mM,
trocando-se o tampao por duas vezes. A fracasadadifoi centrifugada a 10.000 x

g por 10 min. E armazenada a 2Q@ntes do uso.

3.5 Determinagdo de proteinas totais:
A concentracdo de proteinas totais foi determinaeéa acordo com
BRADFORD (1976)

3.6 Atividade de Exopoligalacturonase

A atividade das poligalacturonases foi determinatiavés da quantificacao
dos grupos redutores liberados da solucédo de pect@acordo com o método do
acido dinitrosalicilico — DNS (MILLER, 1959) A ntisra de reagao constou de 250
uL de solucdo de pectina citrica 0,5% em tampaatxee sodio 0,025 M, pH 5,0,
adicionada de 1 mM de EDTA mais 280de extrato enzimatico dialisado. Apés
completa homogeneizacdo, os preparados foram idoaba 50°C; decorrido 10
minutos, em cada tubo reacé&o foi adicionado 0,5deIDNS, seguido de imediata
agitacado e incubacdo em agua fervente, por cincwtos. Apos resfriamento a
temperatura ambiente, o conteudo de cada tuboagéadoi diluido com 5 mL de
adgua destilada esterilizada e submetido novamesigitacao. A leitura foi realizada
em espectrofotdbmetro a 575 nm e os valores obtatasn comparados com a curva

padrdo de acido monogalacturénico. Uma unidadetidielade enzimatica (U) foi
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definida coma a quantidade de enzima capaz deatibem pmol de acido
monogalacturonico por minuto da reacdo, nas coedigiescritas. A atividade

liberadora de acucares redutores foi expressaneo/mL.

3.7 Atividade da Beta 1,3 glucanase

A atividade das glucanases foram determinadas gqetmntificacdo de
acucares redutores no sobrenadante das culturdsm&mado com: extrato de
parede 1%, pectina 1% (citrus pectin —SIGMA) e @¥glicose para as amostras
controle, pelo método do acido dinitrosalicilicoN®). A mistura da reacdo
constituiu-se de 50 p L da amostra do sobrenadamie50 p L de substrato
laminarina em tampéo de acetato de sodio 0,025nM5,0. As amostras foram
incubadas a 50°C por uma hora em banho maria. Bmdse adicionou-se 1mL de
DNS e apdés homegeinizacdo e agitacdo levou-se a féguente por 5 minutos.
Apo6s o resfriamento com gelo o conteudo de cada tobdiluido com 5 mL de

agua destilada. A leitura foi realizada em espetbofetro a 575 nm.

3.8 Atividade da Beta 1,4 glucanase

A atividade das glucanases foram determinadas qebmntificacdo de
acucares redutores no sobrenadante das culturdsm&mado com: extrato de
parede 1%, pectina 1% (citrus pectin —SIGMA) e @glicose para as amostras
controle, pelo método do &cido dinitrosalicilicoN®). A mistura da reacéo
constituiu-se de 50 p L da amostra do sobrenadant&0 p L de CMC ( carboxi-
metil-celulose- SIGMA ) em tampédo acetato de so@je25mM, pH 4,7. As
amostras foram incubadas a 50°C por uma hora efnobararia. Em seguida,
adicionou-se 1mL de DNS e apOs homegeinizacdo ®@cagi levou-se a agua
fervente por 5 minutos. Apds o resfriamento cono getonteddo de cada tubo foi
diluido com 5 mL de agua destilada. A leitura falizada em espectofotdmetro a
575 nm.

3.9. Andlise da Expresséao génica
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3.9.1 Extracao de RNA total deS. sclerotiorum

As amostras coletadas nos diferentes tempos daragae S.
sclerotiorum/planta, e crescimento em diferentesligdes de cultura. Cerca de 180
mg de tecido (peso umido) foram empregados paragdd de RNA total. A essa
massa de células foi adicionado 1mL do reagen@olfriinvitrogen). A lise das
células foi realizada por continuada agitacao eartéx” por 30 min a temperatura
ambiente. Em seguida, a extracdo do RNA totaldalizada conforme especificado
pelo fabricante do reagente Trizdlnvitrogen). Centrifugou-se a amostra por 1 min
a 10000 g (T.A.), transferindo-se o sobrenadanta pavo tubo e descartando-se 0s
debris sedimentados (repetiu-se esse procedimeht@mnostra coletada adicionou-
se 200ul de cloroférmio, misturando-se vigorosamente. &imtmente, a mistura
foi centrifugada (12.000 g / 15 min / 4°C) e a fag@osa resultante foi transferida
para novo tubo. Adicionou-se 5@0de isopropanol e, apos 10 min de incubacéo a
temperatura ambiente, a amostra foi novamenteifteggda (12.000 g / 10 min /
4°C). O sobrenadante foi descartado e o sedimentaviado duas vezes com etanol
70% (7500 g / 5 min / 4°C). Em seguida deixou-sesedimento secando a
temperatura ambiente e, posteriormente, 0 mesme$suspendido em 1Q0 de
agua Milli Q.

Apoés quantificacdo por espectrofotometria e veafaon da integridade do
RNA total por eletroforese em gel de agarose 1% cendicdes livre de RNAse
(Sambrook & Russel, 2001), cerca depiddo RNA total obtido foi submetido a
tratamento com DNAse | livre de RNAse (Promega)rade se eliminar qualquer
traco residual de contaminacdo por DNA gendmico.casdicbes de tratamento
com DNAse I, para um volume final de @b de reagao, foram: Tampao da DNAse
| 1X; 10 Us da enzima DNAse | livre de RNAse (Prgae O tratamento foi
realizado a 37° C por 30 minutos, parando-se aacepela adicdo de EDTA 2,5
mM (concentracéo final) e aguecendo-se a 65° A Paninutos. Apds precipitacao
padrao com etanol (Sambrook & Russel, 2001), o RNAl tratado com DNAse |
livre de RNAse foi novamente quantificado e andlispor eletroforese em gel de
agarose 1%, sendo todos os procedimentos realizawhosondicdes livres de
RNAse .
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3.9.2. Desenho de Oligonucleotideos para amplifiGg dos genes de interesse

Foram desenhados oligonucleotideos especificos pdgans genes de
poligalacuronases [g-glucanases descritos no processo de infeccéo larapeForam
também sintetizados oligonucleotideos para amatfio de um fragmento do gene 28S
do rDNA, esse gene serviu como controle internoexgerimentos de RT-PCR semi-
quantitativa realizados. Os oligonucleotideos foralesenhados com base nas
sequUéncias obtidas pelo Projeto Transcriptomesdsclerotiorum(Li et al, 2004),

utilizando-se softwarePrimer-3, disponivebn-line (http://www-genome.wi.mit.egu

Tabela 1 Dados gerais dos oligonucleotideos sintetizados .

Genes Possiveis fungbes N° de acesso no PRIMERS Tamanho ™
Gene Bank (5-3) fragmento (C)
amplificado
(pb)

PG1 Endopoligalacturonase L1202 -TCTTGCAGCAGTCGAGAAGA-- 495 60
GTGTTGTGTCCGAGGGAGTT-

PG3 Endopoligalacturonase AY312510 -ACCCACCACTTTGGCTACTG- 448 60
-TGAGACGGTAAGACCCTTGG-

PG5 Endopoligalacturonase CD646235 -TGTCCAAGTTTTCAGTATT- 452 60
-CTACCAGCATTTCCATTAT-

PG6 Endopoligalacturonase CD645962 -AAGCTTATTGGAATGGGTAT- 462 60
-CTGGAGTTGACGATTTGACTA

PG7 Endopoligalacturonase CD645693 -TCCGGTTACGAGGATGTTA 380 60
-GCTCCTGGACACGTCATT-

1,4 - Endop-1-4 glucanase SS1G_00458 -CAAGGCAGCTTAACCGCTAC- 452 60

GLU -GATCCATCGGAGTCGAGGTA-

1,3 - Exo-1,3-beta-glucanase = SS1G_060371 -ACCCCGATACTGLI&I C- 404 60

GLU -TGCCTCCATGAAATATGCAA-

rDNA Ribossomal 28S - -GGTGGAGTGATTTGTCTG- 617 65
-CTTACTAGGGATTCCTCG-

3.9.3 RT- PCR ( Transcriptase Reversa):

Para a sitese do cDNAud 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, dCTPT&R em pH neutro). Os
volumes foram ajustados com agua pana.18s amostras foram aquecidas a 65° C por
5 min e incubadas em gelo por 1 min. A transcrigdersa foi feita utilizando o kit da
Invitrogen Super Scripf' Ill Reverse Transcriptase. Em cada um dos tuboanfor
adicionados G do mix contendo: @l do tampéao First-Stand (5X)ulLlDTT (0,1 M);
1ul Super Script! Il RT (200 unidadesd). As amostras foram incubadas a
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temperatura ambiente por 5 min. A seguir, no terahaaor, incubou-se a 50° C por 60
min; a reacgao foi inativada, aquecendo-a a 70°r@Hanin.

Para as reacfes em cadeia de polimerase utilizoukggeda Invitrogen Platinuniaq
DNA polimerase. Para cada um dos tratamentos eqa@l@ um dos pontos coletados
foi observada a expresséo génica de cinco Poligataasesdgl, pg3, pgs, pgé epg’)

e dos genes que coficam parf-4,3 glucanase p-1,4 glucanase, respectivamente. A
PCR semi-quantitativa foi feita utilizando o fragme amplificado para o rDNA 28S
como controle interno da reacdo. Em cada microtudes PCR uma aliquota
correspondente a 1/5 da reacdo de sintese de cNAubmetida a reacdo de
amplificacdo em volume final de trinta (3Q@) contendo: 8l do tampaoTaq DNA
polimerase (10X); 0@ Mg Cl, (50mM); 0,3ul DNTP (25 mM); 1ul sense primer e
1ul antisense primer dos respectivos genes analisadidssense primer eyl antisense
primer para os oligos de controle interno; e @,%la enzima Tag DNA polimerase
(5U/ul). No termociclador as amostras foram aquecid@s’aC por dois minutos para a
desnaturacao; vinte e cinco ciclos de 92° C pomimuto e trinta segundos; 45° C por
um minuto; 72° C por um minuto e trinta segundosma extensao final de 72 °C por
cinco minutos. Os produtos da PCR foram analispdogletroforese em gel de agarose
1,5 %. Para isso utilizou-se o tampédo TBE e brordet@tideo para visualizacdo das

bandas em luz UV.
3.9.4 Quantificacdo dos niveis de expressao génica
A analise dos resultados obtidos visando a queatifio dos niveis de expressao

do gene de interesse foi feita por densitometridizando-se o programaStion

Image, 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 valob#islas por densitometria, referentes a
cada fragmento amplificado, foi determinada a razéive o nivel de expressdo dos
genes de poligalacturonases em relacdo a exprdssgene controle (rDNA 28S), para

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

-17 -



4.0 Resultados

4.1. Condicado de manutencéao e cultivo d& sclerotiorum.

Em nosso trabalho estabelecemos condicbes que semdeavaliar a
atividade enzimatica bem como a expressédo génisapdigalacturonasepdl,
pag3, pgo, pg6 epg7) e Beta glucanasep-(1,3lu e - 1,4glu) durante a interacao
fungo S. sclerotiorune plantas de feijoeirdPfaseolus vulgarig.). Para tal, foram
realizadas condi¢cdes ambientais que favoreceraneszimento do fungo em casa
de vegetacdo bem como a avaliacdo em laboratéscatididades enzimaticas e

expressao geénica.

4.1.1 Estabelecimento do processo de infec¢c&xlerotiorum x feijoeiro.

Os feijoeiros apos 20 dias de emergéncia do sotmfdnoculados com
pontas de palito de dente, autoclavadas e colaszatbm micélio deS.
sclerotiorumcrescido por 5 dias em estufa a 20°C (Figura E).pRantas foram
mantidas em condicédo de casa de vegetacao porniod@ee 10 dias. A coleta do
material foi feita nos periodos de 24, 48, 72 éh@@s apos a infeccédo pelo fungo

cortando-se apenas a regido afetada (Figura 2).

Figura 1 - Método do palito de dentePonta de palito de dente colonizada com
micélio de fungdSclerotinia sclerotiorumgrescido por 7 dias, aplicado no caule do
feijoeiro (Phaseolus vulgarig.)
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Figura 2 - Caule de feijao infectado poiSclerotinia sclerotiorum. A evolucao da
infeccdo é demonstrada para os pontos 24, 48982heras apds a inoculagao.

O material coletado apresentou uma evidente ewvoldedinfeccédo (Figura 2).

Nas primeiras 24 horas ap0s a inoculacdo, obseswaue a regido no caule em torno
do palito tornou-se escurecida. Nas préoximas 4@sesse escurecimento se alastrou
por uma &rea maior e tornou-se perceptivel a ptasele pequena quantidade de
micélio aéreo. Em 72 e 96 horas apoés inoculacadceélim se torna evidente tomando

grande parte do caule e escurecendo toda regitarlaféA area escurecida observada
durante o periodo de infeccdo pode ser devido @ dgé poligalacturonases e outras
enzimas hidroliticas liberadas pelo fungo, as qeaissam maceracdo do tecido da

planta provocando a perda de integridade de tecido.
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4.1.2 Crescimento dé&. sclerotiorum em meio Minimo

Para propiciar a avaliacdo do fungo em condi¢copeofiticas,S. sclerotiorum
foi inoculado em meio minimo nos tratamentos: pec(iL%), extrato de parede celular
de plantas de feijoeiro (1%) e glicose (2%). O fuhg mantido em incubadora sob
agitacdo de 120 rpm e temperatura de 20°C e apésado determinado de 12, 24, 48,
72, 96 e 240 horas a cultura foi filtrada em teciddT autoclavado para separar o
micélio do meio, os quais foram estocados em Q20 °

O micélio coletado apresentou crescimento duramtel@do com conseguinte
redugéo do volume do meio de cultura em comparagéaoo adicionado no inicio do
experimento. Apos 72 horas de inoculacéo ja erareada a formacéo de micélio aéreo
recobrindo a superficie do liquido e parte da pardd frasco. Com 240 horas de
incubagcdo ocorria a presenca de esclerédios o qearacteristico de queda na

concentracdo de nutrientes e acidificacdo do meio.

4.1.3 Monitoramento do pH do meio de cultura

O pH do meio, sobrenadante obtido em cada coletdrdtamentos, foi aferido
através de pHmetro, seus valores estdo dispost&srobFonte de referéncia nao
encontrada. Os valores de pH obtidos durante a inducéo coctin@eindicam uma
gueda do pH a valores de 3,68 nas amostras der@d para 2,76 com 48 horas apés a
inoculagéo, com conseguinte elevagéao para valaes81 no ponto de 240 horas (10
dias). Padrao semelhante foi observado para o iexp&io de inducdo com parede
celular de feijoeiro, em que houve uma discretauga@d do pH com 48 horas de
inducéo, seguido de uma elevacéo destes valorab@8 no décimo dia de inducédo. O
experimento em meio contendo glicose foi utilizamono controle no processo de
inducdo, uma vez que a glicose funciona como ummesspr metabdlico. Neste
experimento, também foi observada uma discretagcéadno pH da cultura, entretanto,

isto ocorreu somente com 72 horas apoés a inoculacéo
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Figura 2 - pH do sobrenadante de cultura durante ocultivo de S. sclerotiorum sob
diferentes fontes de carbonoA indugéo foi feita em meio minimo contendo: 1%tpec 2%
glicose, 1% extratro de parede celular de feijoelimmpo de cultivo: 0, 24, 48, 72, 96 e 240
horas.

4.2 Dosagem da atividade enzimatica

4.2.1 Determinacao de proteina total

Para estabelecer o perfil de proteinas totais preseno sobrenadante de
cultura deS. sclerotiorunfrente aos diferentes tratamentos de inducaomastaas
obtidas como descrito anteriormente foram concdasratraves de liofilizacdo e a
quantidade total de proteinas foi dosada pelo MéEtBRADFORD (1976)

demonstrada no gréfico a sequir (Figura 4).

-21 -



w

(=]

w

—&—pectina

concentracdqda ampstra (ug/ml) .,
w (= w o

=

24 240

48 72 96
Pontos obtidos (horas)

Figura 4 — Concentragdo de proteina total das amasts obtida com o método de Bradford.
As amostras foram concentradas por liofilizacdo tear de proteinas totais foi aferido pelo
método Bradford (1976).

Foi observado aumento da concentracdo de prot&iteas ao longo do periodo
de inducédo. Este resultado é o esperado devidcc@mudo de proteinas secretadas

durante o periodo de crescimento do fungo.
4.2.2 Atividade das poligalacturonases

A atividade enzimatica das poligalacturonases Iida através da reducao do
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) pelos agucareduteres liberados pela solugdo de
pectina encubada com o sobrenadante de culturas(a@sp A leitura dos dados foi
feita em espectrofotdmetro a 575nm.

Para o tratamento com extrato de parede houve wuenalemento da atividade
enzimatica até o ponto de 72 horas com seguintéag{fégura 5). O pico da atividade
enzimética das poligalacturonases em meio contéféae pectina aconteceu com 48
horas de incubacéo. A atividade das PGs em metemndn 2% glicose permaneceu em
um nivel basal. A leitura do pH obtido do sobremaelale cultura com pectina indica
uma queda expressiva nos primeiros dias de incabem@ conseguinte elevacdo da
mesma.
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Figura 5 - Atividade de poligalacturonases secretas por S. sclerotiorum em
diferentes condi¢cdes de cultivo A atividade das poligalacturonases foi determanad
através da quantificacdo dos grupos redutoresalilosrda solucdo de pectina, de acordo
com o método DNS (MILLER, 1959). Meio contendo: p#ctina, 2% glicose ou 1%
de extrato de parede celular de feijoeiro. Tempauwevo: 24, 48, 72, 96h e 10 dias,
respectivamente.

4.3 Atividade das beta glucanases

4.3.1 Atividade da Beta 1,3 glucanase

A atividade das glucanases foram determinadas quedatificacdo de acucares
redutores no sobrenadante das culturas suplemert@do extrato de parede 1%,
pectina 1% (citrus pectin —SIGMA) e 2% de glicosgapas amostras controle, pelo
método do acido dinitrosalicilico (DNS). Como déscranteriormente, o substrato
utilizado na reacao parafal,3 glucanase foi a laminaria em tampao acetatedde

0,025 e pH 5,0.
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Figura 6 - Atividade de beta 1,3 glucanases secretadas parsclerotiorum em sob
condic¢des de cultivo com pectina atividade das beta 1,3 glucanases foi determinada
através da quantificacdo dos grupos redutoresalilosr da solucdo de laminarina, de
acordo com o método DNS (MILLER, 1959). Meio comten1% pectina. Tempo de
cultivo:12, 24, 48, 72, e 96h respectivamente

Observa-se na figura 6 a producdo de beta 1.8amghse a partir das 12
primeiras horas e uma discreta diminuicdo de sualatle apos 24 horas de inducéo.
Ocorreu um aumento progressivamente da atividadé8horas com declinio abrupto

em 72 horas e um acentuado aumento em 96 horas.
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Figura 7- Atividade de beta 1,3 glucanases secretadas p®rsclerotiorum em sob
condicbes de cultivo com extrato de parede a 1%A atividade das beta 1,3
glucanases foi determinada através da quantificdgdagrupos redutores liberados da
solucdo de laminarina, de acordo com o método DWELER, 1959).Meio contendo:
Extrato de parede a 1%. Tempo de cultivo:12, 8472, e 96h respectivamente.

Em relacdo a inducdo com extrato de parede cetldafeijoeiro houve
producdo da beta 1,3 glucanase secretadé&gerotiniaa partir das 12 horas nao
havendo aumento significativo em 24 horas. Em 4&docorre aumento de quase o
dobro da atividade, chegando no pico maximo emon2 gueda abrupta em 96 horas (

Figura?).

4.3.2 Atividade da Beta 1,4 glucanase

Como descrito anteriormente a atividade das ghses) foram determinadas pela
quantificacdo de acucares redutores no sobrenadasteulturas suplementado com:
extrato de parede celular de plantas de feijoé¥pdectina 1% (citrus pectin —SIGMA)
e 2% de glicose para as amostras controle, pelodméto acido dinitrosalicilico
(DNS). A mistura da reacao constituiu-se de 50plamostra do sobrenadante em 50
U L de CMC ( carboxi-metil-celulose- SIGMA ) em ta&o acetato de sodio 0,025mM,
pH 4,7.
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Figura 8 - Atividade de beta 1,4 glucanases secretadas parsclerotiorum em sob
condi¢gbes de cultivo com pectina a 1%A atividade das beta 1,4 glucanases foi
determinada através da quantificacdo dos grupostaies$ liberados da solucdo de
CMC, de acordo com o método DNS (MILLER, 1959). Meontendo: Pectina a 1%.
Tempo de cultivo:12, 24, 48, 72, e 96h respeniame.

A curva representada na figura 8 mostra o pe#dil afividade da Beta 1,4
glucanase em cultivo induzido com pectina a 1%tividade da Beta 1,4 glucanase foi
aumentando progressivamente de 12 horas até am#irps horas e inducao, obtendo
pico maximo de atividade em 48 horas. A partir éempo ocorre diminuicdo

progressiva em 72 e finalmente em 96 horas.

Semelhante o que ocorreu com a inducdo com peatiBata 1,4 glucanase em
condicbes de cultivo induzido com extrato de paredd% , foi produzida em
concentragdes relativamente semelhantes das l12sat® horas ap6s a inducao.
Progressivamente houve aumento da atividade enhod& e apresentou o pico

maximo em 72 horas decaindo nas proximas 96 hdfagifa 9)
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Figura 9 - Atividade de beta 1,4 glucanases secretadas parsclerotiorum em sob
condicbes de cultivo com extrato de parede a 1%A atividade das beta 1,4
glucanases foi determinada através da quantificdgdagrupos redutores liberados da
solucdo de CMC, de acordo com o método DNS (MILLEBR59). Meio contendo:
Extrato de parede a 1%. Tempo de cultivo: 12,48472, e 96h respectivamente.

4.4 Andlise da expressao génica
4.4.1 Extracdo de RNA total
Para tracar o perfil de expressdo génica foi eldrai RNA total sob condi¢cdes

livres de RNAase e um gel de agarose foi obtidoccaonfimacédo da qualidade do
RNA no tempo transcorrido de 24 a 96 horas ( fidura.
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Figura 10 - Perfil eletroforético do RNA total extraido do fungo S.
sclerotiorum na interagcdo com plantas de feijoeiro Phaseolus vulgaris
L.). Uma aliquota correspondente a aproximadamente HaidRNA total foi
analisada por eletroforese em gel de agarose If#daa@om brometo de etideo, em
condicdes livres de RNAse. Pocos 1-4: RNA totalSdesclerotiorumem interacao
com feijoeiro por 24, 48, 72 e 96 horas ap0s aula@éo, respectivamente.

4.4.2 Processo de infecgao plantas de feijoeiro c&rsclerotiorum.

Para verificar os niveis de expressédo dos genagatesse durante o processo de
infeccdo das plantas de feijoeiro pelo furgmgerotinia sclerotiorumfoi sintetizado o
cDNA a partir de fig de RNA extraido de tecido infectado. Como obs#ovea figura
11, as amostras foram retiradas em 24, 48, 72 b0o8&s apds a inoculacdo Uma
aliquota correspondendo a 1/5 da reacdo de sidees®NA (5uL), foi empregada
como molde para amplificacdo de um fragmento de geninteressegl; pg3; pgs;
pg6; pg7, B- 1,3 glucanase B- 1,4 glucanase, respectivamente. 15uL da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose t@¥%gJo com brometo de etideo.

Apoés realizar o perfil eletroforético, determin@e a densitometria das bandas
através de um recurso computacional que determgrawde resolucdo das bandas no
gel. O programa ( Scion image for Windows © sci@mporation ) permite que se
identifique a area correspondente a banda no gejuantidade de pixels que a imagem
da banda determina. Assim, pela quantidade despixetifica-se a expressao. A area
de cada banda expressa pelo gene, foi obtida pajpgma. Determinou-se a densidade
destas bandas, fez-se a diferenca das areas da dangene em questdo, e 0 RNA
ribossdmico constitutivo. A partir da diferenca dasnsidades encontradas e foi

elaborado grafico que caracterizam a expressagats no tempo considerado.
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Figura 11- Analise da expressdo de genes de polaauronase (PG),p- 1,3
Glucanase e3- 1,4glucanase deS. sclerotiorum durante a interagdo com plantas de
feijoeiro (PhaseolusvulgarisL.). A- A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir tieg

de RNA do fungo obtido de plantas infectadas &rmclerotiorumAs amostras foram retiradas
com 24, 48, 72 e 96 horas apés a inoculacdo. Uimaosh correspondendo a 1/5 da reacéo de
sintese de cDNA (5uL), foi empregada como molde @enplificacdo de um fragmento do
gene de interessepgl; pg3; pgs; pgd; pg7, B- 1,3 glucanase €3- 1,4 glucanase,
respectivamente. 15uL da PCR foram analisados lettoforese em gel de agarose 1,5%,
corado com brometo de etideo.MM: marcador molecdlkib (Promega).B- Grafico
demonstrtativo, por densitometria, da expressdaogaogs de poligalacturonase (PG)
pg7, pPg6,pg5,pge pglemsS. sclerotiorunpor RT -PCRA expressdo em porcentagem
(%) foi determinada através da analise da densitamé densidade das bandas dos genes de
PG e do rDNA constitutivo foram determinadas pelmpama especifico ( Scion Image ® ). A
diferenca entre a densidade das bandas caracesikaessado no tempo determinado.
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Figura 12- Analise da expressao de genes flel,3 Glucanase ¢- 1,4 glucanase deS.
sclerotiorum durante a interacdo com plantas de feijoeiroRhaseolus vulgaris L.). A-A
primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir dgglde RNA do fungo obtido de plantas
infectadas con®. sclerotiorumAs amostras foram retiradas com 24, 48, 72 e0®&shapos

a inoculagdo. Uma aliquota correspondendo a lfgalgio de sintese de cDNA (5uL), foi
empregada como molde para amplificacdo de um frafgn® gene de interesgeyl; pg3;
pg5; pgd; pg7, B- 1,3 glucanase B 1,4 glucanase, respectivamente. 15uL da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose Léfado com brometo de etideo.MM:
marcador molecular 1Kb (Promegdd- Grafico demonstrtativo, por densitometria, da
expressao dos genes flel,3 Glucanase B- 1,4 glucanase el8. sclerotiorunpor RT -
PCRA expressao em porcentagem (%) foi determinadaedrda analise da densitometria.
A densidade das bandas dos genes de PG e do rDi#itatvo foram determinadas pelo
programa especifico ( Scion Image ® ). A diferergaire a densidade das bandas
caracteriza a expressao no tempo determinado.

Pelos resultados obtidos observa-se claramente @resséo das

poligalacturonases (PGs) durante a interacdo cdenariro ( Phaseolus vulgaris.).

Pelo o que é visto na figura 11 ocorre a expes® gengg 1 desde do inicio da

infeccdo as 24 horas mantendo sua expressdo andenevemente nas 96 horas

seguidas. Da mesma maneirap@5 mantém sua expressao durante todo o periodo

determinado obedecendo a uma uniformidade em speaessdo com acréscimo

significativo em 72 horas. Quanto ao gggy, muito embora apresentam aumento
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progressivo de sua expressao a partir das 24 herasbe-se declinio da atividade ap6s
as 72 horas havendo queda significativa em 96 hDw@is genes desta familipg 3 e

pg 6, apresentaram menor expressao. A expressag &lfoi significativa nas primeiras
24 horas decaindo progressivamente até 96 horags.ginepg 6 inicialmente teve
pouca expressao, porém com um aumento gradatiiamem 72 horas,e, em 96 horas,
observa-se gueda em sua expressao.

Na figura 12 observa-se evidente diferenca naessgio da beta 1-4 glucanase em
relacdo a beta 1-3 glucanase. A primeira tem fexfgessao em 24 horas diminuindo
gradativamente até 96 horas. Pela analise do pfibforético das beta 1-3 glucanase,
observa-se fraca expressdo em relacdo a referetael . Entretanto, ocorre aumento
progressivo e significativo da mesma a partir dehdBas com pico maximo em 72

caindo sua expressao nas 96 horas seguintes.

4.4.3 Inducdo com diferentes fontes de carbono

Durante o crescimento & sclerotiorumem meio minimo com pectina a 1 % ou
extrato de parede celular de feijoeiro a 1% foedatnado os niveis de expressao para
0s genes de poligalacturonaggl, pg3, pg5, pg@ pg7), bem como 0s genes que
codificam para ap-1,3 glucanase 1,4 glucanase, respectivamente.

4.4.3.1 Pectina

A RT-PCR foi feita a partir do mRNAde S. sclerotioruntultivado em meio
minimo suplementado com 1% de pectina por 12, 34,72 e 96 horas o que é
observado nos pocos de 1 a 5 da figura 13. Umaatkiqgcorrespondendo a 1/5 da
reacao de sintese de cDNA (5ulL), foi empregada cowlde para amplificacdo, em
uma mesma reacao, de um fragmento do gene dessegbgl; pg3; pgs; pPYo6; pa7, B-
1,3 glucanase @- 1,4 glucanase, respectivamente) e o gene cdngiittbNA 28S.
15uL da PCR foram analisados por eletroforese dnleyagarose 1,5%, corado com
brometo de etideo (Figura 13).

Pela analise densitométrica da expressao géni@walosse uma diminuicdo da
expressao do genmyl no tempo transcorrido. Houve expressado progresdvgene
pg3 a partir das 12 horas com diminuicdo expressiparar das 72 horas finalizando
com pouca ou nenhuma expressdo em 96 horas. Ass#prelo genpgb se manteve
relativamente igual a partir das 12 horas havendisinm expressdo em 96 horas

transcorridas. Semelhante ao g@gé o genepgé também manteve sua expressao no
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tempo transcorrido com queda em 96 horas. O gaye apresenta expressao
progressiva a partir de 12 horas aumentando gvadad¢inte e diminuindo em 72 horas,
elevando sutilmente sua expressdo em 96 horas.

A expressao para o gene beta 1,3 glucanase nosderbpervados permaneceu
constante bem como a expressao do gene que cquifiaea beta 1,4 glucanase, porém
nesta ultima ndo houve expressdo nas 96 horasddedio ( figura 14). A andlise de
densitometria dos transcritos para os genes dgabatturonases analisados revelou que
em todos os tempos analisados ( 12, 24, 48,72 @@ ) 0 gen@gl manteve sua
expressao seguida do ggmgb sendo este ultimo pouco expresso em 96 horasoaba
dos 20%. Em seguida o ggngé manteve sua expressao em torno dos 40% até @ hor
diminuindo, contudo, em 96 horas. O gene para afBiGXpresso progressivamente a
partir das 12 horas tendo pico maximo nas 48 herdsninuindo gradativamente até
manter-se em torno de 20% em 72 horas e abaixoe demsr nas 96 horas
transcorridas. O gergg7 acompanhou proporcionalmente o gpge, porém tem sua

expressao elevada nas 96 horas.
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Figura 13- Analise da expressdo de genes de polaauronase (PG), deS. sclerotiorum
durante o crescimento em meio de cultura contendo% de pectina A primeira fita de
cDNA foi sintetizada a partir deufy de RNA do fungo obtido da cultura &e sclerotiorum
Uma aliquota correspondendo a 1/5 da reacédo dzsside cDNA (5ul), foi empregada como
molde para amplificacdo, em uma mesma reacéo, deagmento do gene de interesB&(;
PG3; PG5; PG6; PG7, B- 1,3 glucanase @- 1,4 glucanase, respectivamente) e 0 gene
constitutivo rDNA 28S (seta). 15uL da PCR foramlisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. Pogds RT-PCR feita a partir do mRNAe

S. sclerotioruncultivado em Meio minimo suplementado com 1% ddipa (Sigma) por 12,
24, 48, 72 e 96 horas. MM: Marcador de massa mialedkKb DNA ladder (Promegd-
Grafico demonstrtativo, por densitometria, da esgfie dos genes de poligalacturonase (PG)
pg7, pg6,pgs,pgd pglemsS. sclerotiorundurante o crescimento em meio de cultura contendo
1% de pectinaA expressdo em porcentagem (%) foi determinadavédrala andlise da
densitometria. A densidade das bandas dos gend3Gde do rDNA constitutivo foram
determinadas pelo programa especifico ( Scion In&geA diferenca entre a densidade das
bandas caracteriza a expressdo no tempo determinado
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Figura 14- Andlise da expressao de genes plel,3 Glucanase §- 1,4glucanase
de S. sclerotiorum durante o crescimento em cultura contento pectina 4%. A
primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir deglde RNA do fungo obtido de plantas
infectadas con%. sclerotiorumAs amostras foram retiradas com 24, 48, 72 ec8éshapds

a inoculacdo. Uma aliquota correspondendo a lfgaizio de sintese de cDNA (5uL), foi
empregada como molde para amplificacdo de um frafgnu® gene de interesg®l; pg3;
pg5; pgd; pg7, B- 1,3 glucanase B 1,4 glucanase, respectivamente. 15uL da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose L6fagdo com brometo de etideo.MM:
marcador molecular 1Kb (Promeg8). glucanase er. sclerotiorunpor RT -PCRA
expressao em porcentagem (%) foi determinada atrdeéandlise da densitometria. A
densidade das bandas dos genes de PG e do rDN#twtores foram determinadas pelo
programa especifico ( Scion Image ® ). A difererggdre a densidade das bandas
caracteriza a expressao no tempo determinado.

A mesma analise de densitometria foi realizada paraanscritos dos genes beta
1,3 e beta 1,4 glunanases (Figura 14). Verificogts2 o a expressao do gene beta 1,3
foi progressiva e tem sua expressao aumentada.c® rpaximo de expressao foi

conseguido em 24 horas, diminuindo nas 48 hoguirges e aumentando acima dos
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50% apds este tempo. Em 96 horas a expressdo auwmerdantendo a expressao
préxima dos mesmos 50% . A expressao da beta liighrase foi maior que a beta 1,3
glucanase nas primeiras 12 horas de inducdo. Ehogs a expressdo de ambas foi
semelhante. A expressao do gene beta 1,4 gluctmaséativamente diminuida porem
mantendo a proporcdo em relagdo ao gene betaug8ngise nas 48 e 72 horas sendo
gue em 96 horas a expressdo foi drasticamente widainguando comparada com a

expressdo dos demais tempos.

4.4.3.2 Parede celular de feijoeiro

Além da pectina, foi utilizado extrato de pared&lee (macerado de caule de
plantas de feijoeiro) a 1% onde se verificou a esgdio génica sob esta condicdo, por
12, 24, 48, 72 e 96 horas. Da mesma maneira quiigdo com pectina, uma aliquota
correspondendo a 1/5 da reacdo de sintese de cBINA, (foi empregada como molde
para amplificacdo, em uma mesma reacédo, de um émtgnado gene de interesg®l;
pg3; pgd; pgd; pg7, B- 1,3 glucanase B- 1,4 glucanase, respectivamente) e o gene
constitutivo rDNA 28S. 15uL da PCR foram analisagos eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo.

Sob condi¢cbes diferentes de fonte de carbono, tamhbhéuve consideravel
diferenca nos resultados encontrados no perfilxgeesséo para os genes de interesse
analisados quando comparados aos perfis eletriciosédos mesmos quando da
indugcdo com pectina. Como pode ser observado m@afig houve expressdo dos
genes depgl nas primeiras 12 horas, havendo minima expresséi@4 horas com
notavel diferenca. Esta expressdo aumentou em 8, hdiminuindo em 72 horas. Ha
relativa expresséo do gepgl em 96 horas quando comparada ao tempo prece@ente.
gene pg3 , apresenta pouca expressdo em 12 horas, cam@dd boras com pouca e/ou
nenhuma expressao neste tempo. Ha expressao ewrat8 timinuicdo em 72 horas
com aumento sutil em 96 horas. Quanto a express®gs] ndo houve demonstracao
consideravel da expressdo no tempo determinadocec@&x das 48 horas onde se
observa ténue expressao quando comparada aos demass. Em 12 horas ocorre
ligeira expressao degb, contudo nas 24 horas seguintes a mesma nae@&atis. Ao
contrario em 48 horas, percebe-se a 0 aumento @@sséo progressiva, porém sem

muita evidéncia, de 72 até 96 horas. Semelhantgi@@correu com o gempgs 0 gene
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pg7 teve sua expressao pouco evidenciada nestas;0eadie trabalho, sobretudo em
24 horas, muito embora se perceba fraca expressd®8 @oras.

Quanto a analise dos genes que codificam para tas ghecanses (1,3 e 1,4
respectivamente) em cultivo de extrato de paredEoaobservou-se expressdo de
ambos. Em 12 horas de indugéo houve a expressgersobeta 1,3 glucanase que se
manteve, muito embora diminuida em 24 horas. Umeatmrprogressivo foi observado
em 48 horas e bastante evidéncia de sua expressd@ @éoras. Em 96 horas ocorre
sutil diminuicdo quando comparada ao tempo ante@ogene beta 1,4 glucanase foi
expresso nas condi¢cdes consideradas. Houve expreissd?2 horas, e, similar ao gene
beta 1,3 glucanase, ocorre pouca ou nenhuma eéipress 24 horas. Ocorre aumento
consideravel em 48 horas e esta mesma expressawarsieve em 72 horas com

significativa diminuicdo em 96 horas.
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Figura 15 Analise da expressdo de genes de polagtlronase (PG), deS. sclerotiorum
durante o crescimento em meio de cultura contenddd de extrato de parede A primeira

fita de cDNA foi sintetizada a partir dgud de RNA do fungo obtido da cultura &
sclerotiorum Uma aliquota correspondendo a 1/5 da reacdondesside cDNA (5ulL), foi
empregada como molde para amplificagdo, em uma anesagéo, de um fragmento do gene de
interesseRGl; PG3; PG5; PG6; PG7, - 1,3 glucanase @ 1,4 glucanase, respectivamente) e o
gene constitutivo rDNA 28S (seta). 15uL da PCRrfoemalisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. Pogds RT-PCR feita a partir do mRNAe

S. sclerotioruncultivado em Meio minimo suplementado com 1% ddipa (Sigma) por 12,
24, 48, 72 e 96 horas. MM: Marcador de massa mialedkKb DNA ladder (PromegalB-
Gréfico demonstrtativo, por densitometria, da esgie dos genes de poligalacturonase (PG)
pg7, pg6,pg5,pgd pglemsS. sclerotiorundurante o crescimento em meio de cultura contendo
1% de extrato de parede. A expressao em porcent@gerioi determinada através da analise
da densitometria. A densidade das bandas dos gEné®sG e do rDNA constitutivo foram
determinadas pelo programa especifico ( Scion In&geA diferenca entre a densidade das
bandas caracteriza a expressao no tempo determinado
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Figura 16- A- Andlise da expressdo de genes ¢@e 1,3 Glucanase - 1,4
glucanase deS. sclerotiorum durante o crescimento em cultura contento extrato
de parede a 1% A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir dag de RNA do
fungo obtido de plantas infectadas c@msclerotiorumAs amostras foram retiradas com
24, 48, 72 e 96 horas apo6s a inoculagdo. Uma atiqpayrespondendo a 1/5 da reacado de
sintese de cDNA (5uL), foi empregada como molde panplificacdo de um fragmento do
gene de interessegl; pg3; pgs; pgd; pg7, p- 1,3 glucanase ¢- 1,4 glucanase,
respectivamente. 15uL da PCR foram analisados|pto®rese em gel de agarose 1,5%,
corado com brometo de etideo.MM: marcador molecliklb (Promega)B- Grafico
demonstrtativo, por densitometria, da expressaagdoss dg- 1,3 Glucanase g

1,4 glucanase ef8. sclerotiorundurante o crescimento em cultura contento extrato
de parede a 1% expressdo em porcentagem (%) foi determinadevédrda analise da
densitometria. A densidade das bandas dos gen€Gde do rDNA constitutivo foram
determinadas pelo programa especifico ( Scion In&deA diferenca entre a densidade
das bandas caracteriza a expresséo no tempo dseoni
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5.0 Discusséao

Muitos autores desenvolveram trabalhos que envoh@mproducao
enzimatica e a expressao génicaSdkerotinia em varios aspectos (COSTA, 1997;
CARDOSO et al, 1997; NELSON, 1998 ; VENETTE, 1998). Como um
fitopatdogeno, durante a interacdo fungo planta recoruma série de reacdes
bioquimicas que direcionam o desenvolvimento dangkeVarios aspectos sao
abordados durante a pesquisa da interagcdo fungtapl@omo por exemplo
variacbes de pH, temperatura, grau de umidadeoldo o de enzima expressa
bem como a variacdo temporal que envolve esta mestpressdao. Uma das
abordagens e interesse da linha de pesquisa edetobdsS. sclerotiorunenvolve a
caracterizacdo de genes expressos diferencialndendte o processo de invaséo
bem como a acgdo das enzimas no desenvolvimentoodacal Desta forma,
destacamos basicamente dois aspectos fundamematgimtogénese: a avaliacao
enzimatica em particular aquela referida as pdaigjalonases e beta glucanases , e
a avaliacdo da expressdo génica das mesmas demdassta partir de perfis

eletroforéticos.

5.1 0 pH

E conhecida a importancia do pH durante o procdssimfeccdo ( DUTTON,
1996; GODOY et. al, 1990 , BATEMAN & BEE'’S, 19650RLINS, 2001; COTTON
et. al , 2003) Ocorre liberacédo de acido oxalieo manutencéo de um pH 6timo pela
acidificacdo do meio, garante condi¢cdes suficiep@s permitir a invasdao. Em sua
maioria, os trabalhos pesquisados caracterizanmoselgierminar a acdo deletéria do
fungo em pH variando de 4,5 a 5,0. A exemplo di€STA em 1997, a incidéncia de
doencas causadas por fungos, sobretudos os pasodersmlo como &. sclerotiorum
é favorecida pelas temperaturas de 15 a 25 °@,doeno alta umidade e pH entre 4,5
— 5,0. A reducgédo no pH do meio de cultura, obsevatbs diferentes experimentos,
podem ser devidos a liberacdo do acido oxalico feigo S. sclerotioruno que foi
confirmado por COTON et al. (2003) e REJANE & HHKR2004) estudando o

efeito do acido oxalico produzido p8r. sclerotiorumsob as células-guarda do tecido
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vegetal, obtiveram resultados indicando valores @pircidem com os pontos de pH
mais baixos (48 horas) obtidos em nosso experiméhigura - 3). BRYAN e
colaboradores (2007), testando diferentes monagdaoa como fonte de carbono em
cultura deS. sclerotiorumpbtiveram o mesmo padréo de pH apresentado na derva
crescimento obtida para o tratamento de glicosesaptada neste trabalho. Aqui, como
€ observado na figura 3, monitoramos o pH duranggperimento e obtivemos, de
comum acordo com os demais autores, uma curvaspomdente a nossa avaliacdo. O
pH do sobrenadante de cultura durante o cultiv&.dsclerotiorunfoi avaliado sob
diferentes fontes de carbono. A inducdo foi feita meio minimo contendo: 1%
pectina; 2% glicose, 1% extratro de parede cetlgafieijoeiro num tempo de cultivo: 0,
24, 48, 72, 96 e 240 horas e o pH oscilou em na&lia, 76 a 5,63 numa temperatura a
20°C.

5.2 Poligalcturonases

As alteracbes bioquimicas sofridas no processmwesdo, sdo observadas pela
acado combinada de uma série de enzimas capazesmdever a destruicdo da parede
celular e, posteriormente necrose tecidual preesdoor variagcdes no perfil de sintese
protéica, sendo estas detectadas por ensaios eicoisné moleculares. Deste grupo
enzimético destaca-se a acdo das poligalacturorfaB€s). A atividade das PGs é
induzida pela pectina ou monossacarideos derivatéaspectina como o &cido
galacturénico (ALGHISI & FAVARON, 1995) ). Diversassoformas das
poligalacturonases sédo produzidas forsclerotiorumtanto em cultura, quanto em
planta, entretanto, seu numero total e propriedaifesem extensivamente entre os
isolados fungicos (CRUICKSHANK, 1983; RIOU, 1992;ARCIANO, 1983). Em
nosso trabalho, a atividade enzimatica das pealigatonases no sobrenadante de
cultura suplementado com pectina foi superior @id#te dos experimentos on&e
sclerotiorum cresceu na presenca de glicose ou extrato de gafatb este ja
confirmado em varios outros trabalhos (FRAISSINEACHET & FEVRE, 1996;
RIOU et al, 1992). O pico de atividade méxima foi obtidopumto de 48 horas apos
inoculacdo em meio contendo pectina, logo aposaqueda com seguinte estabilizacao

foram observados .
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No tratamento contendo glicose ndo ocorreu aunexpeessivo da atividade das
poligalacturonases durante todo o periodo de (8dte 240 horas). Este fato pode ter
ocorrido pela inducdo das poligalacturonases Smsclerotiorumser inibida pela
presenca de acucares simples como a glicose (FRAMESTACHED; FEVRE, 1996).
Nessas condi¢cdes o fungo nao secreta poligalacsesrpor ndo haver pectina no meio,
assim a atividade da enzima no sobrenadante deawodm glicose se torna baixa. A
maior atividade das poligalacturonases no peri@d&horas de indu¢cdo com pectina
coincide com o estagio em que uma reducédo do pHséreada no sobrenadante de
cultura. Isto se deve provavelmente a maior proalutgiacido oxalico pelo fungo, o
gue ocasiona a ativacéo das poligalacturonasesEBMN & BEER, 1965; MAGRO
et al.,, 1984; MARCIANO et al, 1983; MAXWELL & LUMBEN, 1970).
Concomitante com o0s ensaios da atividade enzimé#icaleterminado o perfil da
expressao génica. Os nossos resultados sugereagamna expressdo das PGs sob as
diferentes fontes utilizadas. Durante o crescimenta pectina houve maior expressao
destes genes quando comparadas com 0 crescimenteentom extrato de parede.
Isto pode ser devido a utilizagdo ndo s6 da peatorao fonte de carbono para
crescimento do fungo. A existéncia de outros congsosomo proteinas e carboidratos
pode ativar outras vias de degradacédo que ndods§ aectinases para a obtencdo de
energia A analise das atividades das poligalacages associadas a isoladosSde
sclerotiorumdemonstram arquitetura complexa consistindo de famdlia de genes
expressos em igual complexidade em resposta eeuliés estimulos nutricionais,
fisicos e bioquimicos ( Li et al, 2004)

Diferencas significativas foram observadas e reaela comportamentos
diferentes sob diferentes condicdes de tratameht®G1l foi expressa em maior
quantidade quando do crescimento em pectina, anteeb mesmo gene apresentou
expressao significantemente menor se o tratameitto dtilizou extrato de parede. O
gene Pg3 foi expresso de forma irregular no tempusiderado se o substrato foi
extrato de parede, porém com pectina esta mesmiama&mbedece a uma expressao
sob ponto de vista enzimatico com pouca produgd@air( entre 12 e 24 horas), pico
maximo em 48 e declinio finalmente em 96 horas.gB pnanteve sua expressao ao
longo do tempo no meio contendo pectina , e, ematextle parede ela basicamente néo
se expressou. Semelhante ao comportamento bioquidaicpg3, a pg6é obedeceu a
relacdo de pouca producdo inicial e final com D72 horas, se o substrato utilizado

foi a pectina. Contudo, a pgb6 em extrato de pamedeteve seus niveis relativamente
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equivalentes ao longo do tempo a excec¢do das 2 hmrde ndo houve nenhuma
expressdo. A pg7 em pectina , manteve também simess rde maior atividade
aumentando progressivamente ao longo do tempo @aanuenseus niveis em 48 e 96
horas respectivamente. A mesma enzima quando pdadam meio contendo extrato
de parede teve sua producao irregular como obsemasl figuras 13 e 15.. De modo
geral a sintese das pectinases é induzida potratgbsontendo pectina e € sujeita a
repressao catabolica. Entretando estudos bioqusnéro revelado que individualmente
a producdo destas enzimas pectinoliticas nédo s@iluzidas concomitantemente e clara
distincdo pode ocorrer entre 0s genes constituevmosesposta a substratos especificos
( FRAISSINET-TACHET & FEVRE, 1996; RIOU et al., 128Db,).

5.3 Beta glucanases

O mecanismo de acdo das beta 1,3 e beta 1,4ngks;ae suas relagbes com o
processo de invasdo n&o estd completamentarasdb. A presenca de um indutor
molecular adequado e a auséncia de glicose samemdos essenciais para a producao
das beta glucanases na maioria dos fungos comoeueseITSON et al, em 1993.
Como visto anteriormente, em alguns fungos, as lgdi@anases parecem ser
constitutivas independente da fonte de carbonoaudautretanto em outros pode haver
aumento da producdo destas enzimas pela presengan daubstrato que nao seja
especifico como por exemplo a quitina. A exemplesalj temos o trabalho de
DONZELLI &8HARMAN, em 2001 estudando o fungirichoderma atrovirideo gene
que codifica a ex@ (1,3) glucanase, gluc 78 foi expresso sob condig@erestricdo de
nitrogénio e ndo na presenca de substrato esmecificcomponentes relativos. Isto
sugere que possam existir outros fatores relacamadsintese das beta glucanases que
ndo aquelas determinadas por fontes restritivasadeono ou indugdo molecular. A
producdo destas enzimas pode ocorre tanto intrat@uextracelular ( SEVIOR et
al.,1992; STONE & CLARKE, 1992). Juntamente comrasitpolimeros as beta
glucanas participam na maioria dos componentes aedp celular de fungos
promovendo rigidez e forca a mesma (de NOBEL ¢t28l01; SMITS et al., 2001;
ADAMS, 2004). As glucanas sdo requisitadas para sérée de funcdes, as beta
glucanas de origem citoplasmatica ou extracelulavgvelmente agem como fonte de
carbono o qual é utilizado pelo fungo sob condigiesestricbes, 0 que sugere grande

importancia nas fungdes vitais ( PITSON et al, 298BARTIN em 2007 descreve um
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importante e completo trabalho descrevendo a hioigai e a biologia molecular das
beta glucanases (1,3 e 1,6 ). Pitoson (1993) aindaidera a necessidade de estudos
gue possam esclarecer a regulacdo de sua sinteseodneo a multiplicidade de sua
acao frente a diferentes estimulos, sejam de caratecionais, de diferentes indutores
ou mesmo de superficie. Em nosso trabalho, peksdtados obtidos podemos verificar
que houve producéo das beta 1,3 e beta 1,4 sdocda em diferentes fontes de
carbono. Houve elevada expressao das beta 1,hgkea beta 1,4 glucanase, tanto no
crescimento com pectina quanto com o crescimento exdrato de parede. Entretanto
em 96 horas, a producdo de beta 1,4 glucanase &aioegle parede celular foi em
guantidade substancialmente maior quando comparadagsmo tempo transcorrido, a
producdo da mesma enzima sob inducdo com pectaee €alientar, entretanto, que em
72 horas, ambas as enzimas, apresentaram relabparpionalidade em sua producao
mesmo com indugdes diferentes. Tais mecanismosesuggrande diversidade de acdo
pelo fungo frente as necessidades fisiol0gicas rgierees e/ou restritivas, e um
complexo pool de enzimas atuando na patogénese. Nosso tralslgere um
principio avaliativo deste conjunto que possameaorbos caminhos determinados pelo

fungo na invaséo.

-43 -



7.0 Perspectivas

Apés os avancos e contribuicdes das metodologiisadas aos sistemas
biolégicos, sobretudo na area da biologia molecutauitas consideracdes podem ser
tracadas com referéncia ao estudo da interacataptaspedeiro e, em particular, aos
fungos filamentosos. Sabe-se que os esfor¢os elguizadores que contribuem em
sobremaneira com a nova formulacao de defensivisodas cada vez mais especificos
contra 0 agente agressor que permita a consenagibabilidade da biodiversidade
local. Além disso, o estudo dos processos fitaatos favorecem o conhecimento em
franco desenvolvimento do controle biolégico dasmtas quando da interacéo entre
microorganismos altamente competitivos. Com base aspectos basicos abordados
no presente trabalho, podemos levantar algumasdgsesmportantes, cuja as respostas
estdo ainda por serem identificadas. A exemplsodipercebe-se claramente pontos
ainda obscuros da expressao génica frente aeuiés fontes de carbono. O fungo
parece inativar e/ou suprimir suas atividade entzo@s quando do abastecimento
nutricional a uma fonte de carbono segura comdcasg, por exemplo. Desta forma
pode-se optar por metodologias que permitam aagé&woi de fatores que envolvem a
inducdo: variacoes de pH, fonte de carbono disgbriv variagcbes de precursores de
processos constitutivos como o AMPc . Este, impbeta manutencdo das atividades
intracelulares, varia sua atividade sob influen@aliversas substancias como a cafeina.

Assim, estudos que permitam comparar atividadenétmia — expressao génica e
variacdo no conteudo bioquimico utilizado serdanadéinte contribuintes para a pesquisa
envolvendo ndo s6 fungos mas varios outros migeosvsmos e plantas. Outra questao
a ser abordada é o conhecimento dos caminhos biamps especificos realizados pelo
fungo e/ou planta no processo infeccioso. A mana#la qual parte destes caminhos
sdo desenvolvidos sdo ainda desconhecidos. Powtodos foram elaborados em
referéncia as beta 1,3 e beta 1,4 glucanases asdioyvSabe-se de sua importancia na
fisiologia celular do fungo tanto extra quanto acglularmente porém ndo é bem
definido as rotas coordenadas ou ndo da acao damaseno fungo e/ou planta. Estudos
futuros poderdo ser elaborados para a verificagdacdo co-dependente ou nao entre
elas como o0 que ocorre com as poligalacturonasgsindo espécies diferentes de
fungos. A acdo das enzimas ndo parece obedecessageeente padrdes pré-definidos
entre as diferentes espécies envolvidas. Além désscespostas reacionais da planta ao
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processo de invasdo, como as reagbedativas, parecem contribuir fortemente na
diversificacdo bioquimica que o fungo estabelecpatagénese dificultando ou mesmo
anulando a acdo enzimatica. A identificacdo predss reacdes de defesa frente a
enzimas especificas favoreceriam a compreensa&odetilhada da invaséo e, portanto,

controle da doenca.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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