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INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo de solo, causador de uma doenca conhecida
como mofo branco. Este fungo possui um amplo espectro de espécies de plantas
hospedeiras. Para penetrar e colonizar tecidos de planta, S. sclerotiorm secreta
numerosa enzimas extracelulares que degradam polimeros presentes na parede celular
da planta (Annis & Goodwin, 1997). Isso macera os tecidos do hospedeiro e libera
nutrientes para o crescimento micelial. Entre as enzimas secretadas estdo as
poligalacturonases (PGs), que estdo envolvidas na degradacdo de pectina. Um maior
interesse é dado as endopoligalacturonases (endoPGs) as quais séo capazes de
macerar o tecido da planta promovendo a liberacdo de oligossacarideos que sao
potentes sinalizadores celulares e podem ativar a resposta de defesa da planta
hospedeira (Benito, et al. 1998; Bussink, et al. 1992). Durante o crescimento S.
sclerotiorum produz varias endo- e exo- poligalacturonases (Cotton, et al 2002).
Estudos moleculares permitiram a caracterizacédo de varios genes de endoPG que sao
organizados como uma familia multigenica (Di Pietro & Roncero, 1998). Uma subfamilia
codifica isoformas de pl neutro e é constituida pelos genes sspgl, sspg2 e sspg3.
Outra subfamilia é constituida pelos genes sspgb sspgb6 e sspg7 que codificam
proteinas acidas (Fraissinet-Tachet, et al. 1995). No presente trabalho foram avaliados
0s niveis de expressdo dos genes sspg5 sspgb6 e sspg7 durante o processo de
patogénese de S. sclerotiorum em plantas de feijdo, soja e girassol.

MATERIAL E METODO

Estabelecimento do processo de infeccéo:

O isolado de S. sclerotiorum previamente caracterizados, crescidos em meio BDA, foi
utilizado para o indculo de plantas de feijoeiro, soja e girassol, com 11 dias, segundo o
método descrito por Hunter et al. (1981). Foram inoculados um total de 10 plantas com
trés repeticbes. Apds o periodo de 1 a 10 dias para o estabelecimento da infeccdo
foram retirados os tecidos da regido infectada para extracdo de RNA total.

RT-PCR

Cerca de 200 mg de tecido infectado das respectivas amostras, foram empregados
para extracdo de RNA total utilizando reagente Trizol® (Invitrogen) segundo instrucdes
do fabricante. Apds quantificacdo por espectofotometria e verificacdo da integridade do
RNA total por eletroforese em gel de agarose 1%, em condicOes livre de RNAse
(Sambrook & Russel, 2001), cerca de 10 ug do RNA total obtido foi submetido a
tratamento com DNAse | livre de RNAse (Invitrogen) a fim de se eliminar qualquer trago
residual de contaminacéo por DNA gendmico. Para verificacdo dos niveis de expressao
dos genes de poligalacturonases os oligonucleotideos foram desenhados com base nas



sequéncias dos genes sspgb, sspg6 e sspg7 obtidas pelo Projeto Transcriptoma de S.
sclerotiorum, utilizando-se o programa Primer 3 (http://www-genome.wi.mit.edu).

A reacgdo de sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de 1 ug de RNA total
de tecido infectado, 0,5 ug de oligo dTi, - 13, 200U da enzima transcriptase reversa
(SuperScript 11, Invitrogen), segundo instru¢des do fabricante. Para todos os sistemas
foi feito controle da RT-PCR omitindo-se a enzima transcriptase reversa, para verificar
uma possivel contaminagéo por DNA gendmico.

Uma aliguota correspondente a 1/5 da reacdo de sintese de cDNA foi submetida a
reacdo de amplificagcdo em um volume final de 25 uL contendo: tamp&o Tagq DNA
Polimerase 1X; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM dNTPs; 0,2 uM de cada oligonucleotideo e 2U
da enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen). As etapas de amplificacao utilizadas foram
as: 95°C/2minutos; 30 ciclos de 94°C/ 1 minuto;45°C/1minuto e 30 segundos;72°C/1
minuto; e uma extensao final: 72°C/5 minutos. Os produtos da PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,5 % (Sambrook & Russel, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as diferentes culturas foi observado que durante as primeiras 24 horas apoés
inoculagdo (hpi), o micélio desenvolveu e invadiu os tecidos, mas muito pouco do
sintoma macroscopico foi detectado. A 48 hpi, micélio aéreo abundante emergiu do
tecido da planta onde o ponto de maceracao podia ser observado na superficie. De 72
hpi para 96 hpi, o micélio progressivamente ficou menos abundante enquanto os
tecidos das plantas foram totalmente macerados.

A expressdo de genes da familia das poligalacturonases foi analisada durante o
processo de patogénese de S. sclerotiorum. Para os genes sspg5 e sspg6, os primers
utilizados na RT-PCR foram desenhados em ambos os lados de um intron, para permitir
a amplificagdo de um produto de PCR derivado de mRNA que fosse distinto do
derivados de DNA gendmico. No caso de sspg7, foram desenhados primers em uma
regido de exon. Foi amplificado um fragmento do gene que codifica para a actina como
um controle para a quantidade de mRNA do fungal presente em cada amostra de
tecido infectado.

Os produtos da RT-PCR para os genes sspg5 e sspg7 foram observados somente
durante as primeiras 48 hpi para plantas de feijoeiro, e em girassol esta expressao foi
detectada com 48 hpi com uma reducdo em 72 hpi. De forma interessante, ndo foi
observado a presenca de transcritos para o gene sspg6 durante os tempos avaliados
em plantas de girassol, sendo que em feijoeiro o transcrito estava presentes somente
48 hpi (Fig.1). Em plantas de soja infectadas transcritos para 0s genes sspg5, sspgb6 e
sspg7 estavam constantemente presentes de 24 hpi até o final do periodo avaliado. Foi
observado para esta cultura que a expressao decaiu somente a partir de 96 horas apos
a inoculacdo (dados ndo mostrados). Estes padrées de expressdo mostram claramente
uma transcricdo estagio especifica destes genes nas diferentes culturas. O gene sspg5
foi expressos durante a fase inicial de maceracdo dos tecidos, e sspg6 e sspg7
exibiram um padrédo de expressdo mais constante. No curso da infecgéo, acidificagao
do meio ambiente e degradac&o dos polimeros, pode criar uma sucessdo de condi¢cdes
ambientais com uma diminuicdo de indutores como acido galacturbnico que
conseglentemente promova a ativacdo ou repressdo da transcricdo dos genes de
endoPG (Cotton, et al 2002).
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Figura 1. RT-PCR dos genes sspg5, sspg6 e
sspg7 de S. sclerotiorum durante a interacao
patogénica. Amostras de cDNA, amplificado por RT-
PCR a partir de RNA obtido da interacdo S.
sclerotiorum e plantas de: (a)- feijoeiro; (b) soja e (c)
Girassol. Pocos: MM — marcador massa molecular
1Kb (Invitrogen).Tratamentos: 24 horas, 48 horas, 72
horas apds a infeccao, respectivamente
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CONCLUSOES.

Acredita-se que a inducdo desses genes pode viabilizar a sobrevivéncia desse
patogeno no tecido hospedeiro, conduzindo ao estabelecimento da infec¢do. O estudo
da regulacdo da expressdo desses genes facilitara a compreensdo do seu papel no
processo de infec¢cdo, bem como o entendimento dos mecanismos adotados pelo fungo
para o processo de invasao em diferentes plantas hospedeiras.
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