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1. INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib) De Bary € um fungo de solo, pertencente a familia
Sclerotiniaceae, da ordem Helotiales, phylum Ascomycota que causa a enfermidade
conhecida como mofo branco. E um fungo fitopatogénico de um amplo espectro de
hospedeiros e de uma ampla distribuicdo geografica tanto em grdos quanto em
vegetais (PURDY, 1979). S. sclerotiorum produz uma série de enzimas que auxiliam
no processo infeccioso, dentre estas incluem as poligalacturonases (PGs) as quais
atuam sobre a pectina. A hidrolise deste composto auxilia a degradacéo da parece
celular da planta auxiliando a colonizagcédo do fungo, dessa forma as PGs sao de
grande importancia para o S. sclerotiorum no processo infeccioso. Diversas
isoformas das poligalacturonases sao produzidas por S. sclerotiorum, tanto em
cultura, quanto em planta, entretanto, seu numero total e propriedades diferem
extensivamente entre os isolados flngicos e na cinética de expressao destes genes
(CRUICKSHANK, 1983;).

2. METODOLOGIA

2.1. Estabelecimento do processo de infecgéo

Palitos de dentes de madeira foram cortados (1cm), autoclavados e incubados
juntamente com o fungo S. sclerotiorum em placas de Petri contendo meio BDA por
5 dias a 22°C. ApoOs este periodo, os palitos foram utilizados para inocular plantas de
feijoeiro, mantidas em camera Umida na temperatura ambiente. Foram inoculados
um total de 10 plantas com trés repeticbes, por variedade analisada. Durante o
periodo de 10 dias foram retirados tecidos da planta infectados para extracdo de
RNA total, seguindo os seguintes tempos: 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e
10 dias de infeccdo. As amostras foram guardadas em nitrogénio liquido até o
momento do uso.

2.2. Extracdo de RNA total

Para a extragdo do RNA total foi utilizado o reagente Trizol (Invitrogen). ApGs
quantificacdo por espectrofotometria e verificacdo da integridade do RNA total cerca
de 10 ug foi submetido a tratamento com DNAse | livre de RNAse (Invitrogen) a fim
de se eliminar qualquer traco residual de contaminagdo por DNA genOGmico. As
amostras foram analisadas em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo
0,5 pg/mL visualizado em transluminador de luz ultravioleta (UV) (Sambrook &
Russel, 2001).

2.3. Analise poligalacturonases

Para padronizacéo do sistema de amplificacdo, uma aliquota do DNA gendmico de
S. sclerotiorum (10ng/ uL) foi submetida a reacédo de amplificacdo utilizando primers
gue codificam genes para poligalacturonases (sspg5, sspg6 e sspg7) em um volume
final de 30 uL. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5 %, de acordo com nas condi¢cdes padréo de eletroforese descritas por
Sambrook e Russel (2001).




Para obtencdo do cDNA desejado foi feita amplificacdo do gene sspg5 sspg6 e
sspg7 através de RT-PCR, utilizando os oligonucleotideos especificos e o kit de
amplificacdo (AccessQuick RT-PCR System - Promega) e como molde o RNA total
da interacdo de S. sclerotiorum e plantas de feijoeiro nas seguintes amostras: 24,
48, 72, 96 horas e 10 dias. O produto da RT-PCR foi analisado por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, baseando-se nas condi¢cGes padrdo de eletroforese descritas
por Sambrook e Russel (2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que, em média ao longo do periodo de infec¢do, as lesbes atingiram
um diametro de 0.2 a 5.5 cm, sendo evidente o crescimento de micélio no local da
lesdo nos estagios tardios de infecgéo.

A analise da cinética de expressdo dos genes sspgb, sspg6 e sspg7 durante o
periodo de interacdo patdégeno-hospedeiro para a variedade carioca (Fig.l1),
demonstrou a amplificacdo de um fragmento Unico de 452pb, 462pb e 380pb para os
genes sspg>, sspgb e sspg7, respectivamente. Entretanto, apenas para as amostras
com 48 horas de interacao planta-patégeno a expressao foi observada.
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Figura 1. Perfil eletroforético da amplificacdo através de RT-PCR dos genes sspg5,
sspg6 e sspg7 em feijoeiro variedade carioca. Amostras de DNA, amplificado por RT-
PCR a partir de RNA obtido da interacéo S. sclerotiorum x feijoeiro. Pogcos: MM - marcador
massa molecular 1Kb (Invitrogen).Tratamentos: 24 horas, 48 horas, 72 horas apés a
infeccao, respectivamente.

Para a variedade de feijao Pérola (Fig. 2) a amplificacdo dos genes sspg5,
sspg6 e sspg? foi observada no ponto de 96 horas, sendo que para 0s genes sspgb
e sspg6 uma expressao residual foi observada com 10 dias apoés inoculagcdo. O
tamanho dos fragmentos amplificados foi os mesmos observados para a variedade

carioca.
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Fig. 2. Perfil eletroforético da amplificacéo através da RT-PCR
dos genes sspgb, sspgb e sspg7 em feijoeiro. (A) - Amostras de cDNA, amplificado por
RT-PCR a partir de RNA obtido da interacdo S. sclerotiorum x feijoeiro variedade Pérola.
Pocos: MM - marcador massa molecular 1Kb (Invitrogen). Tratamentos: 24 horas, 48 horas,
72 horas, 96 horas e 10 dias apoés a infecgdo, respectivamente. (B)- RNA total (1ug) extraido
nos diferentes tratamentos (C)- amplificacdo do gene da actina nos diferentes tratamentos.



Os resultados demonstram, que a expressdo dos genes da familia das
poligalacturonases ocorre somente em pontos especificos do processo de invasao
do fungo na planta hospedeira, indicando que possivelmente outros membros desta
familia sdo responsaveis pela degradacdo nas primeiras horas do processo de
infeccdo. Os niveis de expressdo do gene sspg5 foram superiores as demais PGs
durante o processo de interacdo analisado, indicando uma provavel funcao
majoritaria neste estagio da infeccao.

Experimentos utilizando o cultivo de S. sclerotinia em meio minimo com presenca
de pectina, sugerem a expressdo dos genes sspgb, sspg6 e sspg7 a partir de 96
horas de inducéo (Li et al., 2004).

Kasza et al., (2004) testaram a expressao dos genes sspg5, sspg6 e sspg7 na
interacdo de S. sclerotiorum em raiz de cenoura e obtiveram resultados
diferenciados: Para o gene sspg5 houve expressao nos pontos de 48 e 72 horas e
ndo em 96 horas apoés a infeccédo, indicando uma provavel funcéo pds-colonizacéo e
final da maceracdo dos tecidos; Nos genes sspg6 e sspg7 houve um padréo
constante de expressao durante todo o periodo de 24 a 96 horas de interacao
indicando uma funcgéo constante durante o processo infeccioso.

4. CONCLUSAO

Diferencas significativas foram observadas na expressdo dos genes sspg5b, sspgb6 e
sspg7 entre os tempos de interacdo e entre as duas variedades estudadas.
Mostrando uma provavel funcdo destas proteinas em etapas definidas do processo
de invasdo. A diferenca observada nos niveis de expressdo dos genes de
poligalacturonases analisados entre as duas variedades de feijoeiro, pode indicar
uma provavel resposta diferencial da planta ao patdgeno durante o processo de
invasao.
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