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RESUMO

BORGES, Cynthia Maria de Oliveira, M. S., Universidade Federal de Vigosa,
mar¢co de 2001. Anadlise da expressao de genes envolvidos com a
resposta de defesa do feijoeiro comum a ferrugem. Orientador:
Everaldo Gongalves de Barros. Conselheiros: Elza Fernandes de Araujo,
Sérgio Herminio Brommonschenkel e Maurilio Alves Moreira.

A ferrugem do feijoeiro € uma doenca que, no Brasil, causa sérios
prejuizos a cultura do feijao, uma leguminosa de grande importancia sécio-
econdbmica, e pouco se sabe sobre a interacdo feijoeiro-Uromyces
appendiculatus, fungo causador da ferrugem. No presente trabalho, utilizando-
se linhagens de feijao quase isogénicas, resistente e suscetivel aferrugem,
foram clonados fragmentos RT-PCR de cDNA homodlogos a genes que
codificam proteinas envolvidas com a resposta de defesa na planta. Esses
clones denominados PvPR2 e PvPR3 (proteinas relacionadas apatogénese
2 e 3), CHI (quitinase), GLU (glucanase), CHS (chalcona sintase), PAL
(fenilalanina ambnia-iase) e LOX (lipoxigenase), foram sequenciados e
utilizados como sondas em analises de expressdo temporal. As cinéticas de
expressdo de trés proteinas relacionadas apatogénese, PvPR2, quitinase e
glucanase, foram analisadas durante a infec¢cado por U. appendiculatus pela
técnica de Northern Blot. A hibridizagdo com a sonda PvPR2 apresentou
expressao diferencial entre os individuos resistentes e suscetiveis, sendo que

nos individuos resistentes a indugdo do gene para PvPR2 ocorreu mais
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rapidamente do que nos individuos suscetiveis € em maior intensidade, sendo
a diferenca detectada de um intervalo de 6 h. Em muitos casos a diferenga
principal entre interacdes resistente e suscetivel é a rapidez, e ndo a extenséo,
da expressdo de genes envolvidos com a resposta de defesa. A hibridizagéo
com a sonda CHI demonstrou que nos individuos resistentes a sua expressao
também iniciou-se mais cedo em relacdo aos individuos suscetiveis, como
ocorreu com a sonda PvPR2, porém as maiores diferengas ocorreram com um
intervalo de 24 h. A sonda (G_U mostrou-se homdloga a uma endoglucanase
basica, uma proteina intracelular. O resultado da hibridizagdo sugere que néo
ha uma expressao diferencial entre os individuos resistentes e suscetiveis,
indicando que, provavelmente, o gene que codifica essa proteina € induzido
por U. appendiculatus, mas a enzima ndo atua no processo de restricdo de
crescimento do fungo. Todas os cDNAs isolados neste trabalho poderdo ser
utilizados como sondas em bibliotecas gendmicas e de cDNA para se obter os
respectivos genes e cDNAs completos. Uma vez caracterizados, esses genes
poderdo ser utilizados em diversos estudos, inclusive em experimentos de
transformacdo de plantas visando o aumento de tolerédncia a patégenos por
super-expressao de um gene sabidamente envolvido com o pocesso de

defesa.



ABSTRACT

BORGES, Cynthia Maria de Oliveira, M. S., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2001. Defense related gene expression analysis in the common

bean to rust. Advisor: Everaldo Gongalves de Barros. Committee
members: Elza Fernandes de Araujo, Sérgio Herminio Brommonschenkel
and Mauirilio Alves Moreira.

Bean rust is a disease which causes great losses to bean cultures, a
leguminous species of great socialeconomic importance in Brazil. Little is
known about the bean-Uromyces appendiculatus interaction, the latter being the
rust causing fungus. In this work, RT-PCR fragments were amplified from
cDNAs which were homologous to genes that encode proteins related to
defense response in bean, using near isogenic lines, resistant and susceptible
to rust. These probes were sequenced and named PvPR2 and PvPR3
(pathogenesis related proteins 2 e 3), CHI (chitinase), GLU (glucanase), CHS
(chalcone synthase), PAL (phenylalanine ammonia-lyase) e LOX
(lipoxygenase). The expression kinetics of three pathogenesis-related proteins,
PvPR2, chitinase and glucanase, during infection was analyzed by Northern
blot. Hybridization with the PvPR2 probe showed differential expression
between resistant and susceptible individuals. In resistant individuals induction
of the PvPR2 gene was faster and more intense than in susceptible individuals,
with the difference being detected in a 6-hour period. In many cases, the main
difference between resistant and susceptible interactions was in the timing, and

not extension of gene expression related to defense response. The Northern
X



blot result for the chitinase probe showed an early expression of the chitinase
gene in resistant individuals compared to susceptible ones. That was also the
case of the PvPR2 probe, however, in that case the time difference was of 24
hours. This difference is probably the reason for the successful defense
mechanism which limits pathogen growth in resistant individuals. The glucanase
probe was homologous to an intracellular protein, endoglucanase. The Northern
blot result showed no differential expression between resistant and susceptible
individuals, indicating that the endoglucanase gene might be induced by
infection with U. appendiculatus but the endoglucanase enzyme will not act in
restricting the pathogen. All probes isolated in this work can be used for probing
genomic and cDNA libraries to obtain complete genes and cDNAs of interest.
Once characterized, these genes will be useful in several studies, such as the
increase in pathogen tolerance in transgenic plants showing overexpression of

a gene induced during the plant defense response.
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1. INTRODUGAO

O feijao € um alimento protéico amplamente consumido pela
populacdo brasileira, principalmente a de baixa renda, sendo o cultivo do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) de grande interesse sécio-econémico. A sua
producédo é afetada severamente por doengas fungicas, como ferrugem,
antracnose e mancha-angular (VIEIRA, 1983). A ferrugem é causada por
Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger, que apresenta grande variabilidade
(HALEY et al., 1994). O cultivar de feijoeiro ‘Ouro Negro’ apresenta resisténcia
a varias racgas desse fungo (SARTORATO e RAVA, 1994).

Os fatores genéticos que atuam na interacdo do feijoeiro com U.
appendiculatus, s&o pouco conhecidos do ponto de vista molecular,
determinando limitagbes ao entendimento da relagdo planta-patdégeno e a
condugdo de programas de melhoramento do feijoeiro que visem sua
resisténcia aferrugem. O isolamento e caracterizagdo de genes que codificam
proteinas relacionadas a defesa da planta a patégenos tem-se mostrado
importante instrumento em estudos dos mecanismos moleculares nos quais
essas proteinas estao envolvidas (DIXON et al., 1996).

Proteinas relacionadas a patogénese sao proteinas induzidas em
plantas por estresse patolégico, ou relacionado, que auxiliam no processo de
restricio do crescimento do patégeno (STINTZI et al., 1993). Varios
pesquisadores ja analisaram o padrdo de expressao de proteinas relacionadas

apatogénese em muitas espécies vegetais, inclusive no feijoeiro, utilizando-se
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principalmente suspensdo de células tratadas com elicitores de fungos
patogénicos (TEMPLETON e LAMB, 1988; LAMB et al., 1994; WALTER et al.,
1990).

A demonstragao dos padrées de expressao relacionados aresposta
de defesa ainda nao foi feita para a ferrugem do feijoeiro. Para isso, no trabalho
proposto foram utilizadas linhas quase isogénicas (NIL), resistente e suscetivel
adoenca, para coleta de material adequado para o estudo, visando analisar a
cinética de expressdo de genes envolvidos com a resposta de defesa do
feijoeiro aferrugem. Fragmentos RT-PCR de cDNA homodlogos a genes que
codificam proteinas envolvidas com a resposta de defesa foram obtidos. Esses
fragmentos foram clonados, sequenciados e utilizados como sondas em
experimentos de Northern blot para analisar sua expressao temporal durante a
infecgdo com o patégeno causador da ferrugem.

Além da analise da expressao temporal desses genes, a utilizagdo de
seus respectivos fragmentos de cDNA como sondas em bibliotecas gendmicas
e de cDNA podera permitir o isolamento e caracterizacdo da sequéncia
completa de seus respectivos genes e cDNAs. Uma vez caracterizados, esses
genes poderao ser utilizados em diversos estudos, inclusive em experimentos
de transformagao de plantas, como auxilio aos métodos de melhoramento
tradicionais que visam aumento de resisténcia e/ou tolerancia a patégenos em

plantas.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo Geral

O objetivo do trabalho proposto foi o de avaliar a interagdo entre o
feijoeiro e 0 agente causal da ferrugem (U. appendiculatus), analisando-se a
expressao diferencial de genes que codificam proteinas envolvidas com defesa

da planta a patégenos.

1.1.2. Objetivos Especificos



1)

4)

Inocular linhas quase isogénicas (NIL) de feijoeiro, oriundas do cruzamento
entre os cultivares ‘Ouro Negro’ (resistente - R) e ‘Ruda’ (suscetivel - S),

com uredosporos e coletar as folhas em varios tempos apds a inoculagao.

Amplificar o cDNA sintetizado a partir de mRNA extraido de NIL R e S,
infectadas com U. appendiculatus, utilizando-se os primers especificos para
genes que codificam as proteinas: proteinas relacionadas apatogénese 2 e
3, glucanase, quitinase, chalcona sintase, fenilalanina aménia-iase, e
lipoxigenase.

Clonar e sequenciar os fragmentos RT-PCR especificos para os genes em
estudo, e fazer a analise de identidade em bancos internacionais de

sequéncias, para serem utilizados como sondas.

Analisar a expressado génica por Northern blot nos varios tempos apds a
inoculacédo (0, 6, 12, 24, 36, 48, 96, 144, 192 e 240 horas) no material

resistente e suscetivel.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Feijoeiro

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura de grande
importancia econbmica, sobretudo porque €é uma planta cultivada,
preferencialmente, por agricultores de pequeno e médio porte, constituindo
alimento protéico basico para a classe de baixa renda no Brasil (BOREM e
CARNEIRO, 1998).

As pesquisas sobre o feijoeiro tém considerado trés aspectos sobre a
cultura: produtividade, resisténcia a doengas e qualidade do produto. O Brasil é
o0 maior produtor mundial de feijao, ocupando a cultura mais de cinco milhdes
de hectares no pais (BOREM e CARNEIRO, 1998). Apesar disso, a produgéo
nacional nado é suficiente para o abastecimento do mercado interno. o
produzidas pouco mais de trés milhdes de toneladas por ano e ainda é
necessaria a importagdo de 150 mil toneladas (AGRIANUAL, 1999). A
Organizagdo das Nagbdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO)
recomenda uma produgdo de 47 Kg per capita ao ano em paises em
desenvolvimento, cuja populacdo tenha o habito de consumir o grao
(AGRIANUAL, 1997). Apesar de alta, a produgao brasileira per capita, esta em
torno de 21 Kg.



As perdas na cultura do feijao se devem, principalmente, a doengas e a
chuvas na época da colheita, o que eleva o custo do produto colhido em
relacdo ao custo normal de producdao (AGRIANUAL, 1997). Embora a cultura
do feijdo no Brasil possua potencial para produzir 3.000 Kg/ha a produtividade
média nacional esta estacionada em torno de 620 kg/ha. Essa baixa
produtividade tem como uma das principais causas o0 grande numero de
doencas que afetam o feijoeiro (RAMALHO e ABREU, 1998). VIEIRA (1983)
cita mais de 30 doengas que podem atingir o feijoeiro, das quais cerca de oito
sdo de maior importancia no territério nacional. Dentre essas esta a ferrugem,
cujo causador apresenta grande numero de formas patogénicas especializadas

ou ragas fisioldgicas, tornando seu controle mais complexo.

2.2. AFerrugem e seu Controle

Uromyces appendiculatus ¢ um fungo basidiomiceto, biotréfico e
causador da doenga ferrugem no feijoeiro comum (GROTH e OZMON, 1994).
E um fungo macrociclico apresentando no seu ciclo vital cinco estadios
distintos, os quais ocorrem em um mesmo hospedeiro (ferrugem autdica).
Apresenta reprodugdes sexuada e assexuada e possui estruturas
especializadas para penetracdo e colonizagédo. A formagao do apressorio é
induzida por variagdes topograficas na superficie foliar e pelo didmetro do
estbmato, por onde ocorre a penetragao na folha (ALLEN et al., 1991). A
retirada de nutrientes da planta pelo patégeno é feita por meio de haustdrios
(GROTH e OZMON, 1994).

O processo de infeccdo ocorre a temperaturas moderadas, entre 17 e
22°C, e umidade relativa de 95%. Como um dos sintomas da infeccao observa-
se manchas cloréticas, onde posteriormente desenvolvem pustulas circulares.
Essas pustulas, de coloragdo marrom devido ao grande numero de
uredosporos, podem ou ndo exibir halo clorético. Os uredosporos séao
produzidos mais intensamente nas pustulas localizadas na face abaxial da
folha (PAULA Jr. e ZAMBOLIM, 1998).

Nos programas de melhoramento do feijoeiro comum, que visam obter
cultivares resistentes a ferrugem, a identificacdo de racgas fisioldgicas do
patégeno U. appendiculatus é fundamental. Mais do que 200 ragas desse
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patégeno ja sao conhecidas no mundo inteiro (STAVELY e PASTOR-
CORRALES, 1991). A alta variabilidade genética do fungo (JUNQUEIRA
NETTO et al.,, 1969; MORA-NUNES, 1992; FALEIRO et al., 1999), acoplada a
sua facil mobilidade, constituem um problema ao controle da doencga,
especialmente em regides de clima umido.

As principais medidas de controle da ferrugem incluem o uso de
variedades resistentes e o controle quimico, sendo que a principal medida,
sobretudo pela economia e pelo menor prejuizo & ambiente, € o uso de
cultivares resistentes (PAULA Jr. e ZAMBOLIM, 1998). Em 1983, durante o The
1983 Bean Rust Workshop, realizado em Porto Rico (STAVELY et al., 1983),
foi estabelecida uma escala padrao para os tipos de reagbes da ferrugem.
Nesse workshop também foram definidas as 20 variedades diferenciadoras
(posteriormente reduzidas para 19) a serem utilizadas nos trabalhos de
identificacdo de racgas fisiologicas de U. appendiculatus. As diferenciadoras
sdo: ‘California Small White 643’, ‘Pinto 650’, ‘K.W.765’, ‘K.W.780’, ‘K.W.814’,
'Golden Gate Wax', ‘Early Gallatin’, ‘Redlands Pioneer’, 'Ecuador 299', 'México
235", 'México 309', '‘Brown Beauty, 'Pinto Olathe’, ’'AXS-37’, ‘NEP-2', ‘Aurora’,
‘61051’,‘U.S.3’e ‘CNC’.

Dentre os genes de resisténcia do feijoeiro aferrugem e as variedades
onde foram descritos tem-se: Ur-3 (‘Aurora’, 'Ecuador 299', 'México 235', 'NEP-
2' e '51051"); Ur-4 ('Early Gallatin', ‘Brown Beauty’, ‘K.W. 780’); Ur-6 ('México
309"); Ur-6 ('Pinto Olathe' e 'Golden Gate Wax'); Ur-7 ('GN 1140'); Ur-8
('U.S.3"); Ur-9 ('Pompadour Checa 50'); Ur-10 ('Cape' e 'Resisto'); Ur-11 (PI
181996); Ur-12 (‘California Small White 643’); e Ur-14 (Pl 260418) (USDA,
2001).

Segundo FALEIRO et al. (1999) o cultivar ‘Ouro Negro’ foi resistente a
quatro ragas fisioldgicas de U. appendiculatus, encontradas em MG. A
resisténcia do cultivar ‘Ouro Negro’ & quatro racas testadas foi semelhante a
resisténcia da linhagem americana ‘BelMiDak-RR-3’, a qual contém o gene
Ur-11. FALEIRO et al. (1999) destacaram a importancia da variedade ‘Ouro
Negro’ como fonte doadora de genes de resisténcia em trabalhos de

melhoramento. Além da resisténcia a ferrugem, outros aspectos como a



produtividade, resisténcia a antracnose e suas qualidades culinarias,

recomendam o us o0 desta variedade em programas de melhoramento.

2.3. Interagao Planta-Patégeno e Resisténcia

Melhoristas reconheceram, desde o inicio do século XX, que a
resisténcia de plantas a doencgas era controlada geneticamente, e desde entao,
conhecimentos sobre a base genética e bioquimica da resisténcia tém se
acumulado. A gama de agentes fitopatogénicos que atacam as plantas é
bastante diversa e inclui virus, micoplasmas, bactérias, fungos, nematoides e
protozoarios (AGRIOS, 1988). Mesmo assim, resisténcia € a regra e
suscetibilidade € a excegdo, uma vez que a interagdo hospedeiro-patdogeno se
originou em um processo adaptativo entre a planta e o patégeno que a ataca,
conduzindo a uma coevolugéo (KNOGGE, 1996).

A resisténcia ao patégeno é manifestada de varias maneiras, sendo,
frequentemente, relacionada com a resposta de hipersensibilidade (HR),
caracterizada por morte localizada e induzida das células vegetais no local da
infecgdo (reacao necrética). A HR é uma maneira de limitar o crescimento do
patdgeno, embora seu mecanismo molecular ndo tenha sido totalmente
esclarecido. Sabe-se que mudancgas fisiolégicas comuns ocorrem na HR, em
resposta a diferentes patogenos, incluindo uma rapida “exploséo oxidativa”
(oxidative  bursd, fluxos ibnicos caracterizados por trocas K'-H*,
descompartimentalizagao celular, crosslinking e fortalecimento da parede
celular, produgdao de fitoalexinas e indugdo de proteinas relacionadas a
patogénese, como quitinases e glucanases (LAMB , 1994).

Acredita-se que HR e outras reacdes necréticas iniciem uma resposta
subsequiente, denominada de resisténcia sistémica adquirida (SAR), que age
de forma nao especifica na planta. SAR reduz a severidade da doenga
causada por todas as classes de patogenos, incluindo patégenos normalmente
virulentos (RYALS et al., 1994). Muitas das respostas de defesa observadas
em plantas resistentes, com exceg¢do de HR, sdo também observadas em
plantas suscetiveis, no entanto elas ocorrem mais tardiamente em relagéo ao
processo de infecgcao (STASKAWICZ et al., 1995).



2.4. Base Genética da Resisténcia

FLOR (1947) propés a existéncia de uma relagao ‘gene-a-gene’ entre a
patogenecidade do fungo Melampsora lini, causador da ferrugem do linho
(Linum usitatissimum L.), e a reagao do hospedeiro a esse patdogeno. Apenas
mais tarde, FLOR elucidou os mecanismos genéticos que controlam as
interagdes entre hospedeiro e patdégeno, fornecendo a base tedrica para a
hipotese ‘gene-a-gene’, que tenta explicar varios exemplos de interagdo planta-
patogeno (FLOR, 1956 e 1971).

Nas interagbes do tipo ‘gene-a-gene’, a indugéo da resposta de defesa
da planta, que conduz a HR, é iniciada pelo reconhecimento de moléculas
sinalizadoras especificas (elicitores) produzidas pelo patdgeno. Estes elicitores
sao codificados por genes de aviruléncia (avr) ou séo produtos resultantes da
acao de proteinas codificadas por genes avr. Os genes R seriam os genes que
codificariam as proteinas receptoras desses elicitores. O reconhecimento do
elicitor ativa uma série de genes da planta, processo que levaria aHR e a
inibicado do crescimento do patégeno (KEEN, 1990). O modelo receptor-ligante
postula que os genes avr do patégeno especificam moléculas elicitoras que
induzem o processo de resisténcia adoenca na planta que contém o gene R
correspondente (STASKAWICZ et al., 1995).

Verificou-se, posteriormente, que a hipétese ‘gene-a-gene’ aplica-se,
também, a doengas causadas por bactérias, virus e nematdides; sendo que
para cada gene que confere resisténcia ao hospedeiro existiia um gene
correspondente de aviruléncia no patigeno. Em geral, os genes para
resisténcia sdo dominantes e os para suscetibilidade, recessivos. Enquanto
gue no patdégeno, geralmente os genes para aviruléncia sdo dominantes e os
para viruléncia, recessivos (AGRIOS, 1988).

O primeiro gene R de plantas a sr clonado, que se enquadra na
relacdo gene-a-gene, foi o gene Pto de tomate (MARTIN et al., 1993), o qual
confere resisténcia a linhagens de Pseudomonas syringae pv. tomato que
apresentam o gene de aviruléncia avrPto (RONALD et al., 1992). O gene Pto
codifica uma proteina cinase serina/treonina, que atua na transducao de sinal

ligada ao processo de resisténcia.



Outros genes R foram clonados, como o RPS2 de Arabidopsis, que
confere resisténcia a P. syringae pv. tomato e P. maculicola (BENT et al.,
1994); ogene N de tabaco, que confere resisténcia ao virus do mosaico do
tabaco (TMV) (WHITHAM et al.,, 1994); o gene L6 de linho, que confere
resisténcia ao fungo Melampsora lini (LAWRENCE et al., 1995); além de
outros mais recentes. A partir de primers iniciadores especificos para regides
comuns e conservadas nesses trés genes, KANAZIN et al. (1996), utilizando a
técnica de PCR, identificaram em soja analogos de genes de resisténcia. Em
feijdo, RIVKIN et al. (1999), utilizando técnica semelhante, identificou oito
classes de sequéncias relacionadas a resisténcia a doengas.

Varios genes relacionados a resisténcia a doengcas em plantas, ja
clonados, apresentam elevada homologia na sua sequéncia primaria e também
conservagdo em motifs estruturais, quando comparados entre si (BENT, 1996).
Assim, muitos estudos de interagdo planta-patégeno tém-se concentrado na
clonagem e caracterizagdo dessas sequéncias conservadas, as quais podem
auxiliar na identificagao de novos genes ligados aresisténcia.

A clonagem molecular de genes R, que sao responsaveis pela
resisténcia de plantas a diversos patégenos, tem revelado que as proteinas
codificadas por estes genes possuem algumas caracteristicas estruturais em
comum. Tais fatos sugerem que durante o processo evolutivo dos vegetais,
mecanismos de transducao de sinal, comuns para processos de resisténcia a
diferentes tipos de patégenos, podem ter surgido. A caracterizagdo dos sinais
moleculares envolvidos no reconhecimento do patégeno e dos eventos
moleculares que especificam o mecanismo de resisténcia podem conduzir a
novas estratégias para o controle de doencas em plantas, especialmente
aquelas que utilizam a expressdao de proteinas heterélogas na planta
(STASKAWICZ et al., 1995).

2.5. Controle da Expressao de Genes Relacionados aD efesa

As evidéncias indicam que os genes de resisténcia apresentam
expressao constitutiva (MARTIN et al., 1993), e os relacionados adefesa, em
geral, sdo induzidos (DIXON et al., 1994; BOL et al., 1996). A presenca da
proteina receptora, mesmo que em pequena quantidade, é indispensavel para
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que o patégeno seja reconhecido e o processo de resisténcia se inicie. Da
mesma forma, as proteinas envolvidas na defesa, mesmo que tenham outra
funcdo na célula vegetal, s6 teriam aumento no nivel de transcricao de seu
respectivo gene se isso fosse pertinente, evitando gasto de energia
desnecessario para a célula. Em geral, os genes relacionados a defesa
aumentam sua taxa de transcricdo mais rapidamente e, em maior magnitude,
em plantas resistentes do que nas suscetiveis (MEIER et al., 1993).

O controle da expressdo de genes relacionados com a resposta de
defesa ocorre, principalmente, na transcricdo e na estabilidade do RNA
mensageiro, segundo os estudos feitos até o presente (BISHOP et al., 2000).
A etapa final na via de transdugao de sinal que conduz a resisténcia € a
interacdo de fatores de transcricdo com os respectivos cis-elementos dos
promotores de genes relacionados adefesa (DIXON et al., 1994). No sistema
avrPto-Pto foram identificadas proteinas que interagem com a cinase
serina/treonina codificada pelo gene Pto e que tém similaridade com fatores de
transcricdo. Essas proteinas, denominadas Pti4, Pti5 e Pti6, também
assemelham-se aos elementos de ligagado a proteina responsiva ao etileno,
presente no tabaco. Nesta planta, esses elementos ligam-se a sequiéncias PR-
box que estdo conservadas em promotores de genes que codificam para varias
proteinas relacionadas a patogénese (BENT, 1996). Em varios produtos de
genes de resisténcia foram identificados motivos estruturais tipicos de
proteinas que se ligam ao DNA, como o ziper de leucina, o que evidencia que
esses produtos podem ter uma fungdo direta no controle da transcrigéo,
atuando sob a forma de dimeros.

Em muitos organismos a expressdo génica pode ser controlada pela
regulagao da estabilidade do mRNA. Esse processo ocorre, geralmente, apos a
tradugéo, por meio de fosforilagdo de fatores que afetam a estabilidade do
MRNA, por exemplo. ZHANG e METHDY (1994) identificaram uma proteina de
50 kDa (PRP-BP), que se liga ao mRNA do gene PvPRP1 (proteina rica em
prolina), em um dominio de 27 nucleotideos ricos em uracila, na regiao nao
traduzida da extremidade 3’0H. A atividade da PRP-BP é aumentada in vitro
pela presenca de agentes redutores. Quando extratos de células sao tratados

com elicitor do fungo C. lindemuthianum, a atividade dessa proteina é
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aumentada cinco vezes, o que conduz a uma rapida degradagdo do mRNA
PvPRP1. ZHANG e METHDY (1994) afirmaram que PRP-BP pode atuar na
desestabilizacdo do mRNA do gene Pv-PRP1, induzida por um elicitor fungico.
A atividade dos fatores de transcricdo pode ser modificada por varios
mecanismos apos a sua sintese (HUNTER e KARIN, 1992). Um desses
mecanismos € a fosforilagdo, que interfere na capacidade de ligagdo dos
fatores ao DNA, a sua interagdo com outras proteinas envolvidas no processo
de transcricdo e a sua localizagdo dentro da célula. A fosforilacdo de fatores
sequestrados no citoplasma ou a translocacdo mediada por proteina podem
conduzHos ao nucleo, onde atuam. Além disso, a atividade de ligacao do fator
de transcricdo ao DNA pode ser modulada por fosforilagéo; e a fosforilagéo
pode afetar a interagdo de dominios de transativacao de fatores de transcricéao

com a maquinaria de transcricao.

2.6. Resposta de Defesa no Feijoeiro

A resposta metabdlica de plantas ao ataque de patdgenos, a
tratamentos quimicos e injuria mecanica ou causada por insetos é
caracterizada por uma rapida e especifica acumulagdo de numerosos
polipeptideos (LAMB, 1994). Dentre os transcritos que acumulam durante a
resposta de defesa estdo os que codificam enzimas envolvidas na sintese de
fitoalexinas antimicrobianas, lignina e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina
(proteinas de parede celular), além de inibidores de proteases. Mudangas nos
niveis de mMRNA de tais proteinas s&o decorrentes de ativacio de transcri¢ao,
sendo possivel que exista um nivel basal de transcricdo e traducido desses
genes na auséncia da interagdao planta-patdgeno, principalmente na
incompativel (DIXON et al., 1994).

Durante a resposta de defesa também ocorre a producgéo de proteinas
relacionadas apatogénese (PR). Dentre estas, as de maior interesse sao as
que apresentam atividade hidrolitica, como quitinases e glucanases, por
restringirem o crescimento do patégeno. Muitas PR ainda nao tém sua fungao
conhecida.

Em varios estudos moleculares sobre a resposta de defesa, células de
feijoeiro em suspensao tém sido tratadas com um elicitor do fungo causador da
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antracnose, Colletotrichum lindemuthianum, para ativar a resposta de defesa
(LAMB, 1994). Esse elicitor constitui uma fragdo da parede celular desse fungo
patogénico. Nesses experimentos verificou-se inducdo de enzimas da via
biossintética de fitoalexinas (DRON et al. 1988), glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina, que fazem parte da parede celular vegetal (CORBIN et al.,
1987), quitinases (HEDRICK et al., 1988) e enzimas envolvidas na formagéo de
monoémeros de lignina (WALTER et al., 1988).

Em tecidos infectados com C. lindemuthianum, a extensdo da
degradacgdo da pectina pela endopoligalacturonase (PG) fungica é controlada
por uma proteina associada aparede celular que € inibidora dessa enzima. A
proteina inibidora de PG (PGIP) é extracelular e possui dominios LRR (leucine
rich repeat) (CERVONE et al., 1989). NUSS et al. (1996) demonstraram que
ocorre acumulo de mRNA para PGIP como resposta ainoculacdo da raca 9
(gama) de C. lindemuthianum nas linhagens contendo gene Are, apesar desse
gene nao conferir resisténcia aessa raga. Esse acumulo € 20 vezes maior do
que o nivel basal e tem seu pico40 h apds a inoculacéo (4 h antes de ocorrer
HR), retornando ao nivel basal 68 h depois. Nesse periodo, nenhum aumento é
observado nas linhagens suscetiveis. Dessa forma, esse acumulo estaria
associado com a HR na interagdo de P. vulgaris com a raga 9 de C.

lindemuthianum.

2.6.1. Proteinas Relacionadas aPatogénese

Uma classe heterogénea de proteinas, denominadas proteinas
relacionadas apatogénese (PR), é encontrada em uma variedade de plantas,
sendo sintetizadas em resposta a infecg¢ao viral, fungica ou bacteriana, além de
injuria mecanica ou estresse quimico (CARR e KLESSING, 1990; VAN LOON
et al., 1994). Devido afalta de informagédo sobre a fungédo de tais proteinas,
elas foram inicialmente definidas como polipeptideos de pequena massa
molecular, soluveis em pH baixo, que apresentam pontos isoelétricos extremos
e resisténcia a degradacdo proteolitica, além de se acumularem
extracelularmente no tecido infectado (VAN LOON et al., 1994). Entretanto, as

propriedades de muitas proteinas PR ndo se enquadram na maioria desses
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critérios, sendo essas proteinas divididas em classes, de acordo com suas
caracteristicas bioquimicas. Apesar de muitas PR n&o terem fung¢ao conhecida,
duas classes dessas proteinas sdo as que apresentam atividade de quitinase
ou glucanase.

PvPR1 e PvPR2:

WALTER et al. (1990) identificaram duas proteinas relacionadas a

patogénese, PvPR1 e PvPR2, comparando o padrdo de expressido génica de
uma cultura de células de feijoeiro cv. ‘Canadian Wonder’ tratada e outra nao
tratada com um elicitor fungico de C. lindemuthianum. As células que entraram
em contato com o elicitor apresentaram uma classe abundante de pequenos
mRNAs, rapidamente induzidos.

Utilizando a técnica de hibridizagao diferencial, os autores conseguiram
selecionar seis cDNAs de tamanho correspondente aos mRNAs induzidos pelo
tratamento com o elicitor. Os clones positivos foram divididos em duas classes
de proteinas relacionadas apatogénese, PvPR1 e PvPR2, de acordo com a
analise da sequéncia nucleotidica dos cDNAs, o que permitiu definir diferencas
nas regides 3’ e 5 nao traduzidas dos respectivos mRNAs. Além disso, a
diferenga na cinética de indugédo dos respectivos mRNAs (PvPR2 é induzida
mais tardiamente) auxiliou na divisdo das classes.

As sequéncias de aminoacidos deduzidas dos clones de cDNA
correspondentes a PvPR1 e PvPR2 (156 e 155 residuos de aminoacidos,
respectivamente) apresentaram alta homologia entre si, cerca de 89%. As duas
proteinas possuem massa molecular em torno de 16 KDa e sao acidas. A
analise por Southern blot demonstrou uma organizagao altamente complexa
dos genes que codificam PvPR1 e PvPR2 no genoma do feijoeiro, estimando-
se um numero de copias de pelo menos 12 genes (WALTER et al., 1990). Esse
mesmo autor, em 1996, verificou que esse numero pode chegar a 20 genes
(WALTER et al., 1996).

PvPR3:

SHARMA et al. (1992) descreveram a estrutura e expressao de um
novo gene que codifica uma PR de feijao, designada PvPR3. A partir de uma

biblioteca de cDNA, originada de suspensao de células de feijoeiro tratadas

13



com um elicitor fungico de C. lindemuthianum, foi isolado um clone de cDNA
correspondente ao mRNA de PvPR3.

Os autores observaram um acumulo gradual do mRNA correspondente
a PvPR3 muitas horas apds o tratamento das células com o elicitor. O
transcrito PvPR3 estava presente em células nao tratadas, mas uma hora apés
o tratamento com o elicitor o nivel do mMRNA aumentou significativamente. Apds
24 h, o nivel do mRNA correspondente a PvPR3 era 3,5 vezes maior que o das
células néo tratadas.

Esses padrdes de expressao foram comparados com os previamente
descritos para genes de proteinas PR (PvPR1 e PvPR2) tanto quanto para
outros genes ativados durante a resposta de defesa no feijoeiro (WALTER et
al., 1990).

A ORF ©Open Reading Frame) do cDNA isolado, correspondente a
PvPR3, codifica potencialmente uma sequéncia de 137 residuos de
aminoacidos, sendo estimada uma proteina de massa molecular de 14,95 KDa.
Além disso, PvPR3 é fortemente basica, especialmente rica em alanina (15%)
e arginina (11%), apresentando um pl (ponto isoelétrico) préximo de 10,0.
Dados de Southern blot indicaram que PvPR3 existe como cdépia Unica de um
gene pertencente a uma familia multigénica divergente, que consiste de
aproximadamente 15 membros (SHARMA et al., 1992).

A proteina PvPR3 provavelmente se acumula no citoplasma, ja que um
peptideo sinal hidrofébico nao foi observado. Esse fato também é observado
com proteinas PR de fungédo desconhecida estudadas em batata (MATTON e
BRISSON, 1989) e feijao (WALTER et al., 1990), que por isso apresentam
provavel localizagao intracelular.

O acumulo de longa duragdo do mRNA para PvPR3 em células
tratadas com o elicitor sugere que essa proteina possa agir em estadios mais
tardios da resposta de defesa a patégenos, o que poderia complementar o
mecanismo inicial de defesa.

2.6.2. Proteinas Hidroliticas Relacionadas aDefesa

Quitinases e glucanases induzidas em plantas como resposta a

estresse tém sido descritas em varias espécies de plantas cultivadas, tanto em
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mono quanto em dicotiledéneas. Estas enzimas séo capazes de catalisar a
hidrolise de quitina e glucano, dois polimeros estruturais, encontrados em
paredes celulares de varios fungos (SCHLUMBAUM et al., 1986).

Um possivel papel para estas enzimas hidroliticas na defesa contra
infeccao fungica foi primeiro sugerido por observagdes de que uma quitinase
induzida coordenadamente com uma 1,3-beta-glucanase, ambas isoladas de
feijoeiro, apresentavam forte efeito antifungico in vitro (MAUCH et al.,1988a e
1988b), 0 que também sugeriu um sinergismo entre essas proteinas. Ambas as
enzimas sao fortemente induzidas por etileno em folhas de feijoeiro (MAUCH e
STAEHELIN,1989; VOGELI et al.,1988).

Quitinase:

De TAPIA et al. (1986 e 1987) estudaram a tradugéo in vitro de um
MRNA correspondente a uma quitinase acida, denominada PR4, induzida no
feijoeiro apds tratamento com solugao de cloreto de mercurio e apds infecgao
com virus do mosaico da alfafa. Analisando as propriedades bioquimicas da
proteina, verificou-se que esta possui localizacdo extracelular, é resistente a
proteases endoégenas, contém uma alta proporgdo de aminoacidos acidos e é
soluvel em pH baixo. Além disso, é sintetizada como um precursor maior, fato
esperado para proteinas que sao sintetizadas no reticulo endoplasmatico e
transportadas através da membrana plasmatica. A isoforma basica dessa
enzima, também presente no feijoeiro, esta localizada no vacuolo (MARGIS-
PINHEIRO et al., 1991).

De TAPIA et al. (1986) demonstraram que o mRNA funcional dessa
enzima esta presente apenas em plantas sob estresse quimico ou infectadas
por patogenos, sugerindo sintese de novo para a mesma, estando a regulagao
de sua sintese envolvida com o acumulo de seu mRNA funcional.

MARGIS-PINHEIRO et al. (1991), a partir de uma biblioteca de cDNA
de folhas de feijoeiro cv. 'Casa’, tratadas por 3,5 h com solugao de cloreto de
mercurio, isolaram o cDNA que codifica para a quitinase acida PR4, induzida
durante o estresse quimico. Analise de Southern blot, utilizando como sonda o
clone de cDNA correspondente a quitinase PR4, revelou que, provavelmente,
existe um unico gene codificando esta enzima no genoma do feijoeiro
(MARGIS-PINHEIRO et al., 1991).
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Glucanases:

EDINGTON et al. (1991) isolaram um cDNA completo, correspondente
a uma 1,3-beta-D-glucanase, a partir de uma biblioteca de cDNA originada de
células de feijoeiro em suspensdo, tratadas com elicitor fungico de
C. lindemuthianum por 38 h. Analisando a estrutura primaria da enzima, os
autores concluiram que essa € uma endo-1,3-beta-D-glucanase basica. O
cDNA foi traduzido em um polipeptideo com um pl estimado de 9,35, similar ao
pl da principal forma de glucanase de feijao (MAUCH e STAEHELIN,1989).

Essa principal forma de 1,3-beta-D-glucanase é um polipeptideo basico
com massa molecular de 36.000 (MAUCH e STAEHELIN,1989; VOGELI et
al.,1988). Duas beta-glucanases acidas, pouco menores em massa, sao
antigenicamente relacionadas a enzima basica, tendo sido detectadas em
pequenas quantidades em folhas de feijoeiro infectadas por virus ou tratadas
com cloreto de mercurio, mas nao em tratamento com etileno (AWADE et al.,
1989). Em tabaco, as atividades da glucanase vacuolar (isoforma basica) e da
glucanase localizada na parede celular (isoforma &acida) sao claramente
distintas uma da outra, em relagdo a sua regulacdo durante a defesa induzida
(VAN DEN BULCKE et al., 1989).

EDINGTON et al. (1991) também demonstraram por analise de
Southern blot que 1,3-beta-D-glucanase basica parece ser codificada por um
unico gene, tendo organizacdo gendmica similar em varios cultivares de

feijoeiro, como ‘Canadian Wonder’, ‘Imuna’ e ‘Saxa’.

2.6.3. Enzimas de Vias Biossintéticas Relacionadas a Resposta de
Defesa

Uma caracteristica peculiar do desenvolvimento vegetal é a capacidade
que as plantas tém de dar respostas adaptativas e protetoras a diversos
estresses ambientais. Os compostos flavondides naturais sdo de particular
importancia nessas respostas, ja que possuem diversas fungdes no
desenvolvimento da planta e interagdes com o ambiente. Dentre estes
compostos estao lignina (polimero estrutural da parede celular), que também

age como um protetor contra injuria e barreira a infecgdes, pigmentos
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flavondides e protetores de luz ultravioleta, tanto quanto isoflavondides e
antibioticos fitoalexinas (BELL, 1981; DIXON et al., 1983).

Chalcona sintase:

A enzima chalcona sintase (CHS) catalisa a primeira etapa na via
ramificada do metabolismo especifico para biossintese de flavondides,
condensando trés unidades acetil de malonil-CoA com 4-hidroxicinamoil-CoA, o
que resulta em naringenina chalcona (HELLER e HAHLBROCK, 1980).

Em feijdo e outras leguminosas, mRNAs que codificam CHS séao,
caracteristicamente, induzidos por injuria, elicitor fungico ou infecgdo, o que
estd associado a sintese de pterocarpano e fitoalexinas derivadas de
precursores isoflavonéides (LAMB, 1994).

RYDER et al. (1987) demonstraram a organizagdo dos genes que
codificam CHS no feijoeiro, além do padrdo de ativacdo desses genes em
resposta a sinais ambientais. Esses autores verificaram que existem pelo
menos 6 diferentes genes para CHS no genoma do feijoeiro e alguns estao
intimamente ligados. Também demonstraram que tais genes exibiram
regulacéo diferencial complexa, em termos da cinética e extens&do da indugéo
em resposta a elicitor fungico, além do padrdo de indugdo por injuria e
infeccao.

Varios clones de cDNA com sequéncias complementares ao mRNA de
CHS tém sido identificados a partir de células de feijao irradiadas ou tratadas
com elicitor fungico (KREUZALER et al. 1983, RYDER et al., 1984). Esses
clones foram usados para demonstrar que tais estimulos ativam a transcri¢ao
de genes para CHS, conduzindo a um acumulo de seu mRNA e dos niveis da
enzima, o que aumenta a quantidade de pigmentos isoflavondides e
fitoalexinas (LAWTON e LAMB, 1987).

Fenilalanina amoénia-liase:

Fenilalanina amoénia-iase (PAL) € uma enzima chave do metabolismo
vegetal, catalisando a primeira reagao na biossintese de L-fenilalanina a partir
de uma grande variedade de produtos naturais que possuam o esqueleto
fenilpropandide. Esta enzima pode ser estimulada por varios fatores, inclusive

por infecgado de patégenos, conduzindo a sintese de compostos do grupo das
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ligninas, compostos fendlicos ligados a parede e fitoalexinas derivadas de
fenilpropandides (JONES, 1984).

Aumentos significativos na sintese de fenilalanina ambnia-iase e do
seu mRNA funcional tém sido observados em resposta a infeccdo ou
tratamento com elicitor, em um grande numero de sistemas (CRAMER et al.
1985; GAUDET et al., 2000).

EDWARDS et al. (1985) trataram uma suspenséao de células de feijao
com um elicitor oriundo da parede celular do fungo C. lindemuthianum. Os
autores verificaram um rapido aumento na taxa de sintese de PAL e em, pelo
menos, trés outras enzimas envolvidas na biossintese de fenilpropandides.
Esse aumento foi simultdneo ao acumulo de material fendlico ligado aparede
celular e fitoalexinas flavondides. EDWARDS et al. (1985) isolaram um clone
de cDNA correspondente a PAL e o chamaram de PAL 5.

Por analise de Northern blot verificou-se que 0 mRNA correspondente
a proteina PAL apresentou um rapido acumulo apés o tratamento com o
elicitor, enquanto esteve quase ausente nas células nao tratadas. O acumulo
maximo ocorreu 3 a 4h apés o tratamento, decaindo rapidamente a baixos
niveis apos esse periodo. Esse rapido aumento nos niveis basais, sugere que
o elicitor estimula a sintese do mRNA para PAL.

A cinética do mRNA de PAL induzido pelo elicitor é bastante
relacionada aobservada para o mRNA de chalcona sintase, a qual catalisa a
primeira reacdo na via ramificada do metabolismo de fenilpropandides,
especifica para a biossintese de flavondides e isoflavondides (RYDER et al.,
1984).

Lipoxigenase:

Lipoxigenase (LOX) € uma dioxigenase que contém um atomo de ferro
nao-hémico, sendo de ocorréncia geral em eucariotos. Essa enzima catalisa a
hidroperoxidacdo de acidos graxos insaturados que contém um grupo Cis-
1,4-pentadieno. Os acidos linoléico e linolénico, comuns em fosfolipideos de
membranas vegetais, sao substratos de LOX (EIBEN e SLUSARENKO, 1994).

Acredita-se que mecanismos que danificam a membrana, por geragéo
de espécies de oxigénio ativo ou por dano enzimatico direto, estejam
envolvidos no processo de HR (SLUSARENKO et al.,, 1991). Estudos
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bioquimicos com feijdo mostraram claramente que a peroxidagao dos acidos
graxos da membrana, que ocorre durante a resposta de hipersensibilidade
(HR), € mediada por atividade de LOX e esta sob controle metabdlico, nao
sendo resultado de auto-oxidagao (CROFT et al., 1993).

A HR constitui uma necrose rapida no tecido vegetal atacado por um
isolado avirulento de um determinado patdégeno, resultando no processo de
resisténcia (interacdo incompativel). Esse tipo de morte celular programada
parece depender da sintese de proteinas do hospedeiro e ndo de algum
composto téxico do patogeno (MEIER et al., 1993).

KEPPLER e NOVACKY (1986) demonstraram que durante a HR ocorre
peroxidacdo de lipideos da membrana. Além disso, aumento na atividade
enzimatica de LOX tem sido observado em varias interagcbes incompativeis
(SLUSARENKO et al., 1991 e 1993). Esses mesmos autores verificaram, em
feijao, que a atividade de LOX aumentou durante a HR e postularam que LOX
talvez agisse em conjunto com uma hidrolase acil lipolitica, podendo causar
danos a membrana (CROFT et al., 1990; SLUSARENKO et al., 1991). Os
hidroperéxidos dos &idos graxos formados a partir da atividade de LOX, ou
seus metabdlitos, levariam asintese de moléculas sinalizadoras que poderiam
coordenar as respostas de defesa da planta (FARMER e RYAN, 1992) e
produzir substancias que poderiam inibir diretamente a acdo do patdégeno
(CROFT et al.,1993).

MEIER et al. (1993) clonaram e caracterizaram um cDNA de LOX de
feijao, denominado LOX3, e o usaram para investigar a indugdo temporal e
espacial do mRNA correspondente em lesdes (e ao redor das mesmas) de HR,
induzidas pela bactéria Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. Eles
verificaram que os transcritos para LOX se acumularam, predominantemente,
nas regides em redor das lesdes, cerca de 14 h apds a inoculagao.

Em folhas de tomate infiltradas a vacuo com células de Pseudomonas,
a inducdo da atividade de LOX, aumento na sintese de seu mRNA e da
proteina sofreram modificacdes que correlacionaram com o estabelecimento da
HR (KOCH et al., 1992). Mudancas coordenadas similares foram demonstradas
em outros pato-sistemas, como Arabidopsis - Pseudomonas (MELAN et al.,
1992).
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EIBEN e SLUSARENKO (1994) estudaram a expressao temporal e
espacial de genes de LOX durante o desenvolvimento de P. vulgaris. Eles
compararam a expressdao do membro LOX1, pertencente afamilia de LOX de
feijdo, ao padrdo de expressdao geral de genes de LOX relacionados.
Transcritos de LOX7 ndo acumularam em folhas em resposta a metil jasmonato

ou a inoculagdo com patdégeno, apesar destes tratamentos causarem acumulo
de outros transcritos para LOX.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Genético
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Os cultivares mesoamericanos ‘Ouro Negro’ e ‘Ruda’ sao contrastantes
quanto a resisténcia a uma mistura de ragas do patdgeno causador da
ferrugem, o fungo U. appendiculatus, sendo ‘Ouro Negro’ resistente adoencga e
‘Ruda’ suscetivel (FALEIRO et al., 1996).

Neste trabalho foram utilizadas linhas quase-isogénicas (Near Isogenic
Lines - NIL) do tipo ‘Ruda’, resistentes e suscetiveis a ferrugem. O
desenvolvimento dessas NIL foi iniciado no Programa de Melhoramento do
Feijoeiro do BIOAGRO-UFV-EPAMIG, a partir do cruzamento entre ‘Ouro
Negro’ (genitor doador) e ‘Ruda’ (genitor recorrente), seguido de
retrocruzamentos assistidos por marcadores moleculares (FALEIRO et al.,
1996).

As NIL contrastantes para a resisténcia utilizadas nos experimentos de
inoculagdo estavam no terceiro retrocruzamento (RGC;), ja tendo sido auto-
fecundadas de trés a quatro vezes (F3RC3; e F4RC3). Segundo FALEIRO et al.
(2000) estas linhas apresentaram distancia genética entre si igual a zero (alto
grau de isogenia), constituindo-se em um excelente material para analise da
expressao diferenciada em plantas resistentes e suscetiveis como resposta a

infeccao com U. appendiculatus.

3.2. Inoculagao das Plantas e Coleta das Folhas para Extragcdo de RNA
Total

O patoégeno U. appendiculatus € mantido sob a forma de uredosporos
na Micoteca do BIOAGRO/UFV. A racga fisiolégica 6 de U. appendiculatus
(FALEIRO, 1997) foi utilizada neste trabalho, em uma concentragdo de 8,0
x 10* uredosporos/mL. A suspensdo de uredosporos foi preparada em agua
destilada contendo 0,05% de detergente Tween 20 e um hemacitdmetro foi
utilizado para estimar a concentracdo de uredosporos.

As proteinas envolvidas na resposta de defesa em plantas, em geral,
séo induzidas pelo patdégeno ou estresse ambiental. Dessa forma, o ambiente
pré e po6s inoculacdo deve ser bastante controlado, para que nao ocorra
indugcao dos genes em estudo por outro motivo que néo a infecgcdo com o
patégeno. As sementes foram germinadas em solo adubado com NPK

(4-14-8), contido em bandejas plasticas, e mantidas sob um fotoperiodo de
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12 h e temperatura ambiente em torno de 22 a 24°C. As plantas ficaram na
casa de vegetacao do Departamento de Microbiologia/ UFV, onde acredita-se
que a fonte de in6culo seja mais baixa, quando comparada com as casas de
vegetacgao disponiveis, nas quais o feijoeiro € plantado normalmente.

Aproximadamente dez dias apds o plantio, com o auxilio de um
atomizador De Vilbiss n® 15, as folhas primarias das NIL resistente e suscetivel
foram inoculadas com a suspensao de uredosporos, para posterior extragao de
RNA e sintese de cDNA. Apds a inoculagao, as plantas foram mantidas em
uma camara Umida com temperatura em torno de 20°C e umidade relativa do
ar superior a 95%. Um mesmo numero de plantas dessas NIL nao foi
inoculado, constituindo o controle negativo. Apenas uma das folhas primarias
de cada planta foi coletada, congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -
80°C até a extracdo do RNA. A outra folha foi deixada na planta para confirmar
o tipo de interacdo com U. appendiculatus.

A coleta do material foi feita a diferentes intervalos de tempo apés a
inoculagao (0, 6, 12, 24, 36, 48, 96, 144, 192 e 240 horas), sendo que em cada
tempo foram coletadas folhas primarias de quatro plantas de cada um dos
quatro materiais (NIL resistente inoculada e nao inoculada; e NIL suscetivel
inoculada e ndo inoculada), que foram armazenadas individualmente.

O tempo zero e o material nao inoculado constituem os controles do
experimento. As plantas permaneceram na casa de vegetagcdo até o
desenvolvimento dos sintomas tipicos da doenga, que apareceram em torno de

quinze dias apos a inoculagéo.

3.3. Extragao de RNA Total

O RNA total foi extraido das folhas coletadas, pelo método do
isotiocianato de guanidina (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987), porém com
algumas adaptagbes ao protocolo original. Devido ao grande numero de
amostras (40 amostras), foi desenvolvido um protocolo rapido e eficiente para
extracdo de RNA total baseado no protocolo do reagente comercial Trizol da
empresa Life Technologies. Todas as etapas de extracdo do RNA total foram
efetuadas a 4°C e em condigdes livres de ribonuclease (RNase). O protocolo
modificado é descrito a seguir.
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Cerca de 500 mg de folha de cada amostra, foram macerados em
nitrogénio liquido. A cada amostra foram adicionados 3 mL de tampao de
extracao (isotiocianato de guanidina 4 mol/L; lauril sarcosinato de sodio 0,5 %;
B-mercaptoetanol 100 mmol/L e citrato de soédio 25 mmol/L, pH 7,0); 300 uL de
acetato de sodio 2 M, pH 40; e 2 mL de fenol saturado em agua tratada com
DEPC (dietilpirocarbonato). Apds agitacdo em vortex, as amostras foram
mantidas em gelo por 5 minutos, para completa dissociagdo dos complexos
nucleoprotéicos. Apds esses tempo, foi adicionado 1 mL de clorofé rmio, sendo
as amostras novamente agitadas e mantidas no gelo por mais 5 minutos.
As fases organica e aquosa foram separadas por centrifugacéo a 10.000 g por
20 minutos. A fase aquosa foi novamente misturada com igual volume de
cloroférmio, e depois, o0 RNA foi precipitado adicionando-se 375 pL de
isopropanol e 375 pL de solugao salina (0,8 mol/L de citrato de sddio e 1,2
mol/L de cloreto de sodio), que impede a precipitagdo de polissacarideos. Apos
10 minutos a temperatura ambiente, o RNA foi coletado por centrifugagéo a
12.000 g por 15 minutos. O precipitado foi lavado em etanol 75%, ressuspenso
em 50 L de agua tratada com DEPC e armazenado a -80°C até o uso.

A integridade do RNA total isolado foi verificada por eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, contendo 0,1 mg/mL de brometo de etideo. A presencga de
duas bandas bem distintas, indica a preservagao dos RNA riboss6micos 18S e
28S, forte indicio de que ndo ha degradagao apreciavel das amostras de RNA.

A quantificacdo do RNA foi feita em espectrofotdbmetro a 260 nm
(SAMBROOK et al., 1989). Os valores confiaveis de absorbancias a 260 nm
devem ser acima de 0,1 e a relagdo Awso/Acso ideal deve estar entre 1,8 e 2,0,
indicando que ndo ha contaminacao significativa por proteinas, guanidina ou
fenol residuais, que podem inibir a transcricdo reversa do RNA. A concentracao
de RNA foi estimada pela formula: [RNA]Jug/pL= (Azeo*f*40)/1000, onde f € o

fator de diluigdo.

3.4. Sintese da Primeira Fita de cDNA

A fita de cDNA inicial foi sintetizada pela enzima transcriptase reversa,

tTM

a partir de RNA total, utilizando o kit Super Script'™ Preamplification System for

First Strand cDNA Synthesis, da Life Technologies, que se baseia no protocolo
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de SOKOLOV e PROCKOP (1994). O método de iniciagdo da primeira fita de
cDNA empregado foi o que utiliza o primer oligo-dT 213, que pareia acauda
poli A+, presente na maioria dos mRNAs eucaribticos.

A transcricdo reversa do mRNA poli A" foi realizada em reacgdes de
20 pL, contendo: 2,5 a 5 ug de RNA Total tratado com a enzima RQ/ DNase |
(Promega); 0,5 pg de primers oligo-dT12-1s; desoxinucleosideos trifosfatados

500 pM de cada; MgCl, 2,5 mM; ditiotreitol (DTT) 5 puM; e 200 unidades de

transcriptase reversa. Inicialmente, o primer e o RNA total sofreram uma
desnaturagao a 70°C por 10 min. Em seguida foram acrescentados os demais
componentes da reacgdo, que foi mantida a 42°C por 50 min, para ocorrer a
transcrigao reversa, e depois a 70°C por 15 min, para a inativagdo da enzima.
Finalmente, apds adi¢ao de quatro unidades de Ribonuclease H, que degrada
a fita de mRNA do hibrido cDNA:mRNA, as amostras foram incubadas a 37°C
por 30 min e armazenadas a -20°C até o momento de uso.

Como o RNA total pode conter pequenas quantidades de DNA
gendmico que podem ser amplificados com o cDNA alvo, para cada reacao foi
feito um controle sem transcriptase reversa (RT-). Esse procedimento permitiu
avaliar o sucesso do tratamento com a DNase | e determinar se um dado
fragmento foi originado a partir do DNA gendmico ou da populagéo de cDNA.

A técnica de RT-PCR foi utilizada para obter fragmentos de cDNA
especificos para os genes cuja expressao esta sendo estudada nesse trabalho.
Esses fragmentos foram utilizados como sondas nos experimentos de Northern
blot. A populacdo de cDNAs que foi amplificada para a obtencdo das sondas
homologas pertence ao tratamento da NIL resistente e inoculada, cuja folha foi
coletada 48 h apds inoculagao.

3.5. Construgao dos Primers Especificos

Primers especificos foram construidos a partir de sequéncias
depositadas no GenBank, que representam cDNAs de varias proteinas do
feijoeiro que podem estar envolvidas em resposta de defesa a patdogenos e/ou
injurias. O programa utilizado para a construgéo dos primers foi o Primer3

Input Program, que esta disponivel no endereco eletrénico: http://www-
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genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primers3.html (ROZEN, e
SKALETSKY, 1998). Esse programa permite a escolha do tamanho do
fragmento a ser amplificado, o nimero de nucleotideos dos primers, além de

fornecer o par de primers com melhor desempenho nas condi¢des iGnicas &

quais eles serdo submetidos.

TABELA 1: Informacgdes sobre os primers especificos utilizados nesse trabalho.

Proteinas do Sequéncia dos primers especificos Acesso no | Tamanho da Tamanho Referéncia
feijoeiro GenBank seqiliéncia esperado da
relacionadas (cDNA/ de cDNA parao seqiiéncia
adefesa proteina depositada fragmento do cDNA
corres- no GenBank RTPCR de origem
pondente)
Proteina PVPR2-L: ATGGSTGTTTTCACATTCGAG | X61364/ 465pb | WALTER et
relacionadaa | pypR2-R: AGGATTGGCCAAAAGGTAAG | P25986 al., 1990
patogénese
PVPR2
Proteina PVPR3-L: CTCAGAAGGCGCAGAAAAAC | M75856/ 422 pb 410 pb SHARMA
relacionadaa | p\pR3.R; TCAGACCTTCACGATCTTCG (ORF) etal, 1992
patogénese
PVPR3
Quitinase CHI-L: TTGCAGCATTGTCACAGCA X57187/ 977 pb 501 pb MARGIS-
CHI-R: CACCATTGATGGCTCTGATG P27054 PINHEIRO
etal., 1991
Glucanase GLU-L: CAAGGCCTCCATGATCAAAT X53129/ 1158 pb 503pb [ EDINGTON
GLU-R: TTCTCATCGAACATGGCAAA P23535 etal., 1991
Chalcona CHAL-L: GCGAGGCAAGACATAGTGGT X06411/ 1342 pb 504 pb RYDER et
sintase CHAL-R: TTCACGAAGGTGACCATCAA P49440 al., 1987
Fenilalanina | PAL-L: GAAGTGATGCAAGGGAAACC M11939/ 1067 pb 504 pb EDWARDS
amonialiase | pa| R: TTCAGCTCCCTTGAAACCAT P07218 etal, 1985
Lipoxigenase | LOX-L: GGAACTGTCCGCTGTGATTT X63521/ 2226 pb 501 pb MEIER et
LOX-R: TCTGGGTTCTTAGCCAATGC P27481 al., 1993

Na Tabela 1 temos as sequUéncias dos primers especificos para cada
um dos genes de interesse no trabalho, bem como as informacgdes sobre as
sequéncias depositadas no GenBank (cDNA e proteina correspondente)
utilizadas para a construcao dos primers. O tamanho do produto RT-PCR

esperado para cada par de primers também esta contido na Tabela 1.

3.6. Amplificagado e Separacao dos Fragmentos RT-PCR

Para cada par de primers foram otimizadas as condicbdes da reagao de
PCR. A primeira fita de cDNA foi amplificada em uma mistura de reacao de
25 uL contendo: 1 pL da solugéo de cDNA obtido a partir da transcrigao reversa
com primer oligo-dT; 1 unidade de Tag DNA polimerase; dNTP 200 pM de
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cada; MgCl, 1,5 uM; e 7,5 pmoles de cada um dos primers especificos. As
reagcoes de PCR foram realizadas em termociclador PE Applied Biosystems,
modelo 9600. Para os primers CHS, CHI, GLU, PAL e PvPR2 as condi¢des de
amplificagdo foram: um passo de 94°C por 3 min; trinta e cinco ciclos a 94°C
por 30 s, 50°C por 1 min e 72°C por 1 min; e um passo final a 72°C por 7 min.

Para os primers PAL e PvPR3 o programa utilizado foi do tipo
touchdown: um passo de 94°C por 3 min; dez ciclos a 94°C por 30 s, 60°C por
1 min (decaimento de 1°C a cada ciclo até atingir 51°C), e 72°C por 1 min; vinte
e cinco ciclos a 94°C por 30 s, 50°C por 1 min e 72°C por 1 min; e um passo
final a 72°C por 7 min.

Os produtos de amplificagao foram separados em gel de agarose 1,5%,
com tampéo TBE 1X (tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM), utilizando-se brometo
de etideo na concentracdo de 1 pg/ 50 mL de gel. As bandas foram
visualizadas sob luz UV e os fragmentos foram purific ados do gel utilizando-se
o QIAquick Gel Extraction kit (250) (QIAGEN), e armazenados a -20 °C até o

momento de uso.

3.7. Clonagem, Sequenciamento e Analise dos Fragmentos

Os fragmentos amplificados pelosprimers especificos, e ja purificados,
foram ligados ao vetor plasmidial pGEM-T com auxilio do kit pGEM-T Easy
(Promega) e transformados em Escherichia coli, linhagem DH5a ou JM109,
utilizando o método de transformacgédo descrito por COHEN et al. (1972). As
col6nias selecionadas por a-complementagao foram oconfirmadas por PCR -
direto das colbnias, com os primers universais M13. O DNA plasmidial dos
clones que geraram padrées PCR esperados foram clivados com a enzima de
restricdo Eco Rl e submetidos aeletroforese para confirmacao do tamanho dos
fragmentos clonados.

Os clones confirmados foram seqlenciados pelo método de terminagao
de cadeia por didesoxinucleotideos (ddNTPs), descrito por SANGER et al.
(1977). As reagdes consistiram de amplificagéo linear por PCR, utilizando-se o
kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Seqliencing Ready Reaction (Applied

Biosystems). O programa de amplificacdo apresentou um periodo inicial de
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desnaturagéo a 96°C por 2 minutos, seguido por 30 ciclos a 96°C por 30
segundos, 50°C por 20 segundos, € 60°C por 4 minutos. O
sequenciamento dos fragmentos de cDNA foi feito em seqlenciador automatico
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram montadas em contiguos e analisadas
usando-se o programa Seqman do pacote DNASTAR (DNASTAR Inc.). A
comparagao com outras sequéncias depositadas no GenBank, foi feita
utilizando-se o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) do National Center
for Biotechnology Information -NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os clones
que apresentaram similaridade com as sequéncias de cDNA correspondentes
& proteinas em estudo foram utilizados como sondas homdlogas em

experimentos de Northern blot.

3.8. Analise da Expressao Temporal Especifica por Northern blot

Neste trabalho, a técnica de Northern blot, descrita originalmente por
ALWINE et al. (1977, 1979), foi utilizada para estimar a cinética de acumulo
dos mRNAs correspondentes & proteinas relacionadas a defesa, nas NIL
resistente e suscetivel, em varios tempos apds a inoculagdo com o patégeno.
O protocolo utilizado para essa técnica foi o descrito por SAMBROOK et al.
(1989), com as devidas adaptagdes para hibridizagdo de cada sonda. A sonda
normalizadora foi um fragmento de cDNA de actina de milho, proteina que

apresenta expressao constitutiva.

3.8.1. Transferéncia do RNA Total e sua Fixagdao aMembrana

As amostras de RNA total (10-15 pg) das NIL resistente e suscetivel,
inoculadas ou nao, foram fracionadas em gel de agarose desnaturante 1,2%,
contendo formaldeido 1,85% (produto ativo), tampdo MOPS 1X (MOPS 20 mM,
acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM, pH7,0), sendo todas as condigdes livres
de ribonuclease.

A cada amostra foi adicionado um tampéao de corrida desnaturante e
apos eletroforese, o gel foi fotografado em camera polaréide (modelo Polaroid
MP-4), e incubado por dois periodos de 15 minutos em solugdo SSC 10X

(cloreto de sédio 1,5 M, citrato de sddio 150 mM, pH 7,0). O gel foi entdo
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colocado sobre o aparato de transferéncia e o RNA foi transferido por
capilaridade para uma membrana de nylon, em solu¢gao de SSC 10X por 15 a
18 horas (SAMBROOK et al.,, 1989; AUSUBEL et al., 1998). Apos a
transferéncia, a membrana foi lavada em SSC 2X (cloreto de sédio 300 mM,
citrato de sédio 30 mM, pH 7,0) por 1 minuto, seca em papel de filtro e 0 RNA
foi imobilizado utilizando o Stratalinker UV Crosslinker, modelo 1800
(Stratagene). Esse aparelho tem como fungdo fixar acidos nucléicos a
membranas de nitrocelulose ou nylon. Durante o crosslinking uma ligagao
covalente se forma entre o grupo amino do nylon e a timina do DNA ou uracila
do RNA, a uma energia de 120000 microjoules/cm?, utilizando uma Iampada de
luz UV de 254 nm (processo similar a dimerizagao de timina). O processo de
crosslinking ocorre entre 25-50 segundos e tem sido demonstrado que o sinal
de hibridizagdo € significantemente aumentado quando comparado ao
processo de aquecimento a 80°C por 2 h. As membranas foram armazenadas

adequadamente até o momento de uso.

3.8.2. Marcacao da Sonda

A marcacdo das sondas foi feita utilizandose [0-P*?] dATP,
3000 Ci/nmol devido a dificuldade encontrada em se trabalhar com sondas
marcadas a frio para analises de Northern blot A reagao de marcagao foi feita
pelo método do random primers segundo as recomendacgdes do kit Prime-it Il -
Random Primers Labeling (Stratagene). Para cada reagao foram utilizados
entre 100 e 150 ng de sonda purificada. Apds o término da reagdo as sondas
marcadas foram armazenadas adequadamente a —20°C até o momento de

uso.
3.8.3. Hibridizacao

As membranas foram pré-hibridizadas em solugdo de hibridizacao

Quik Hyb - Hybridization Solution (Stratagene), a respectiva temperatura de

hibridizagao para cada sonda, por 15-30 minutos. A sonda marcada como [a-

P32] dATP, ja adicionada de 1 mg de DNA de esperma de salmao, foi

desnaturada em agua fervente por 5 minutos, colocada no gelo, e misturada a

mesma solugao de hibridizagao, ficando a uma concentragao de 10 a 15 ng de
28



sonda/mL. Nem todas as sondas obtidas apresentarem sinal apdés a
hibridizagdo em temperaturas que variaram de 55 a 63°C, devendo ser
testados novos protocolos.

Para a sonda PvPR2, a reacéo de hibridizagao foi conduzida sob os
seguintes parametros: 150 ng de sonda; 15 horas de hibridizagdo a63°C. As
condicdes de lavagem apds a hibridizagao foram de 25 minutos em solugéo de
SSC 2X (cloreto de sédio 300mM, citrato de sédio 30 mM, pH 7,0), SDS
0,1% (dodecil-sulfato de sédio) por dois periodos, e depois 25 minutos em
solugédo de SSC 1X (cloreto de sodio 150 mM, citrato de soédio 15 mM, pH
7,0), SDS 0,1%, todas as lavagens a63°C. O filme radiografico foi exposto por
36 h a—80°C e utilizando-se intensificador, e, em seguida, revelado.

As hibridizagdes com a sonda CHI e com a sonda para actina seguiram
os seguintes parametros: 100 ng de sonda; 16 horas de hibridizagédo a55°C.
As condigdes de lavagem apds a hibridizagdo foram de 15 minutos em solugao
de SSC 2X, SDS 0,1% por dois periodos atemperatura ambiente, e depois
30 minutos em solugéo de SSC 1X, SDS 0,1% a55°C. O filme radiografico foi
exposto por seis dias a —80°C, utilizando-se intensificador, e, em seguida,
revelado.

A hibridizagdo com a sonda GLU apresentou os seguintes parametros:
150 ng de sonda; 15 horas de hibridizagdo a63°C. As condigbes de lavagem
apos a hibridizagdo foram de 20 minutos em solugéo de SSC 2X/, SDS 0,1%
por dois periodos, e depois 20 minutos em solucdo de SSC 1X, SDS 0,1%,
sempre a 63°C. O filme radiografico foi exposto por 48 h a -80°C sem

intensificador, e, em seguida, revelado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extragao de RNA Total e RT-PCR

No presente trabalho foi adaptado um protocolo de extragdo de RNA
total que se baseia no método do isotiocianato de guanidina proposto
originalmente por CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987). As modificagbes feitas no
processo de extracdo do RNA permitiram uma diminuicdo consideravel no
tempo necessario para a obten¢cdo do RNA total extraido. Enquanto que com o
protocolo original de CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987) a extracdo de RNA
total é realizada em um dia e meio, com o protocolo adaptado neste trabalho o
processo dura em torno de trés horas.

Além da economia de tempo, o rendimento e a qualidade do RNA
obtido com o método adaptado foram superiores quando comparados ao
método original. Os RNAs extraidos de 40 amostras de folhas de feijoeiro
mostraram-se integros, quando analisados por eletroforese em gel de agarose,
como pode ser visto na Figura 3A. A relagao Agso/Acso esteve entre 1,8 e 2,0, o
que indica uma baixa contaminacdo por proteinas. No protocolo original,
utilizado inicialmente em nosso laboratério, essa razao chegava a, no maximo,
1,7. O rendimento foi de aproximadamente 50 pg de RNA total por mg de folha,
cerca de 2 vezes mais eficiente do que o protocolo original.

A técnica de RT-PCR, descrita nos itens 4.4 a 4.6, foi feita com o
objetivo de verificar se os sete pares de primers desenhados eram eficientes

em amplificar os cDNAs de interesse e, assim, gerar as sondas a serem
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utilizadas nas analises de Northern blot Apds o isolamento de todos RNAs, foi
feito o RT-PCR para os tratamentos de NIL inoculadas, resistente e suscetivel,
cujas folhas foram coletadas 48 h apds a inoculagdo com U. appendiculatus. A
escolha desses tempos se baseia em dados de literatura, que indicam que
nesse periodo ja se observa o aumento da transcricdo da maioria dos genes
relacionados ao processo de defesa da planta a patégenos, coincidindo com o
periodo que se instala o processo de biotrofia do fungo (SCHMIDT e WOLF,
1999).

Os sete pares de primers geraram os fragmentos RT-PCR
especificos, com os tamanhos esperados, demonstrando a eficiéncia dos
primers construidos e das condigdes empregadas para amplificagcdo dos
cDNAs (Figura 1). Entre os individuos das NIL resistente e suscetivel, ambos
inoculados, nao houve diferenciacdo do padrao de amplificacdo do cDNA
(dados nao mostrados). Isso significa que individuos resistentes e suscetiveis
apresentaram bandas idénticas, quando suas respectivas populagées de cDNA
foram amplificadas com qualquer um dos sete pares de primers especificos.

A nao diferenciacdo do padréo de expressdo génica entre individuos
resistentes e suscetiveis, por RT-PCR, pode ser devido aalta sensibilidade da
técnica, que permite a detecgao de cDNAs correspondentes a mRNAs de baixo
numero de copias. Assim, a técnica de RT-PCR, como feita, constituiu-se de
uma analise qualitativa (auséncia ou presengca do fragmento RT-PCR
especifico), enquanto que a técnica de Northern blot permitiu uma analise
semi-quantitativa da transcricdo dos genes em estudo.

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos com as amplificagdes da
populacdo de cDNA originada da NIL resistente e inoculada, no tempo de 48 h.
Os sete pares de primers geraram fragmentos com os tamanhos esperados,
demonstrando a eficiéncia dos primers construidos e das condigbes
empregadas para a amplificagdo dos cDNAs.

Como pode ser observado, os produtos RT-PCR mostram-se como
bandas distintas, indicando que a transcrigao reversa iniciada com oligo
d-Tq,.1g foi eficiente e que os primers construidos amplificam sequéncias
funcionais. Sabe-se que o primer oligo dT, devido a sua alta especificidade,

produz fragmentos de RT-PCR mais consistentes do que quando se utilizam

31



primers aleatérios ou especificos, que necessitam de otimizagdo da razao
primer/RNA (FROHMAN et al., 1988). Outra vantagem da iniciagado com  oligo
d-T é que a partir de uma mesma populacao de cDNAs fita simples, fragmentos
distintos podem ser amplificados, utilizando-se diferentes primers especificos,
como foi o caso deste trabalho.

Nas preparagdes de RNA total ndo foi detectada a presengca de DNA
gendmico contaminante, visto que os controles negativos (sem transcriptase
reversa) nao apresentaram bandas. Como controle adicional, para cada par de
primers foi realizada uma amplificagao utilizando como molde 20ng de DNA
gendmico do cultivar ‘Ouro Negro’ (ON). Além das amplificagbes com o DNA
gendmico do cultivar ‘Ouro Negro’, também foram utilizados como controles o
DNA gendmico do cultivar ‘Ruda* e o DNA gendmico pertencente & NIL
resistente e suscetivel (dados ndo mostrados). Entre estes materiais ndo houve
diferenciagdo do padrdo de amplificagdo do DNA gendbmico para nenhum dos
primers utilizados. Para os primers CHI e PvPR3, ndo houve amplificacdo de
DNA genbémico, mesmo quando as condi¢gdes de amplificagdo (concentragao
de magnésio, temperatura de anelamento e concentragdo dos primers) foram

alteradas.

CHAL CHI GLU LOX PvPR2 PAL PvPR3
M123123123123M123

123123 M

564
493

Figura 1- Analise eletroforética, em gel de agarose 1,2%, dos resultados obtidos com
as amplificagbes da populagdo de cDNA originada da NIL resistente e
inoculada, no tempo de 48 h. Os n®de 1 a 3 correspondem aos materiais:
1 — DNA genémico (ON); 2 - populagao de cDNA iniciada com oligod-T; 3
— controle negativo (RT -). As siglas CHS, CHI, GLU, LOX, PvPR2, PAL,
PvPR3 correspondem aos primers especificos utilizados na amplificagao.
M é o DNA do fago A clivado com as enzimas Bam HI, Eco RI, e Hind lil
(tamanhos mostrados 564 e 493 pb).

Como os primers foram construidos a partir das seqiiéncias de cDNA
dos respectivos genes, é possivel que nesses casos algum dos primers se
encontrava justamente em uma jungao de éxons, dificultando seu pareamento
no DNA gendmico, ou mesmo tornando a distancia entre eles demasiadamente

longa para ser amplificada.
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4.2. Clonagem, Seqiienciamento e Comparac¢ao dos Fragmentos RT-PCR

Os fragmentos RT-PCR especificos para os cDNAs correspondentes
& proteinas chalcona sintase, fenilalanina aménia-liase, glucanase,
lipoxigenase, proteinas relacionadas a patogénese (PR) 2 e 3 e quitinase,
constituiram as sondas utilizadas no Northern blot.

Os fragmentos de cDNA amplificados foram clonados no vetor pGEM-T
e as construgdes denominadas pPvPR2, pCHI, pGLU, pCHS, pPAL e pLOX. As
transformacoes feitas em E. coli para clonagem dos fragmentos amplificados
foram bastante eficientes, obtendo-se para cada um dos sete fragmentos
amplificados, um minim o de 50 colbnias transformantes por placa.

As sequéncias nucleotidicas foram analisadas e editadas usando-se o
programa Seqgman (DNASTAR Inc) (Figura 2). Todos os fragmentos
apresentaram o tamanho esperado. No entanto, pode se observar que o
sequenciamento do fragmento de cDNA para CHS foi incompleto e apenas
358 pb dos 504 pb esperados foram sequenciados.

As sequéncias dos cDNAs foram comparadas & sequéncias dos
genes correspondentes depositadas no GenBank, por meio do programa
BLAST (ALTSCHUL et al, 1997) do National Center for Biotechnology
Information — NCBI (Quadros 1, 2 e 3). A identidade de cada uma das
potenciais sondas foi confirmada com o cDNA do qual foi originada (cDNA que
deu origem aos respectivos primers), tendo com estes similaridades de
seqliéncia acima de 95%. E importante observar que os nimeros obtidos para
o “valor E” foram muito pequenos para todas as comparagdes feitas, indicando
que a probabilidade das similaridades observadas com as sequéncias

depositadas no banco de dados seremao acaso é, praticamente, nula.

ATITITITTTTXAXATTXIE AT TAXXAAAXXAXTTXTXXXIXITXTXXATXTAXXXTTTAXAA

711 ATXTXTTTTT AT AXT XX ATAAXATXI TXXXAAATT XX TTT ATTXXTTXAAFAFTTTTT L?O

o AAATXTTTTATTTXAAXTTTITXXXXITAAXXATXAAT AATATXTXTITXXTXTAITATITT e
AT AXAAATTTTT TITTT XAXAAAATAT AATTAATATATT AT XAAAXTTTTTATAXATXTA

2L APXATXITTTT AT T XTTXXTTTXXATAXAXTT XAT AT AAATXATXATXAXTXXAAAX 280

2Bl AFTTATTTTXXXAATT AT TTXAMTTT TTAATTTTAMXATAAAATATXAXAXAAATT AR 350

igi ATTXTXXAXXXAATT AATATT AT XTXAAATXTTT T AAMXXAAT AT TT AT XTXTTTTXAAT iég

FTXATITAATXTTAXXTTTTIT XXAATXXT
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G

TXATAXXTTXAXTATXTTXE XITXXTTXAXTAXITTATTXTXXXTXEXTATI TXXTXTXTXX

7
XFAXTTTXTIT TAT TXT TATTAXAT TXETTEXETTXITTE TAXXITTEXTXAMXEXATAAAA 0

TTTXAXXTXAXXEAXATXTTAATXXTT TXAAXXXTAXTXEXXEXXETXATXXXTAPXAXXT ;18
TTTIXAXXEXEXEXTTXITXTXXEATEXXAXXT TXXI T TXITXETTXEXAXE TXXTXTACATT 280
AATXTACXTXTTTTTXTAAXTXFAXTAXTTITXITTACTTEXATXI TXAAATAATXTATATIT 250
TIXITTAAATITAATTTEXXEXIEXAXITTE XTI TIEXEXAMTTITTEATTI T TTXXITTAXX 410
TIMAAMTXITTTIXFTTTTTXTrXEXXTTXTrAT

XAXXATTIATITXTXTIATE FTITXAXXTAADXXXTI T TTTATTAXATTXXEXAXITTXTTXA 70
TXXATTAXXAXAATT XTI TXTTT AAATAXAXXAXAAXATXI TTXFAXAXTT TXTXTITAMX 140
IXXXAATXXTTXTAAATTT TTXEXAXTTXXTE XTI TTXXATAT TTTAATTTXXAATAXAATT 210
TTATXITAXXAXTAXXTTI T TAXXXTTTEXTXFAAFAAXATITATA XTI TTXTATXIATTXX 280
TXITXEXAT TAATXXTTTXTTTXAXXATXTATXTXTTXEATT TAPXAAAAATT TXXAITTTX 250
ATTTITTAAATTTTXAAAAT XA XTI XAATXTXEXTTTTT AT TXATXXTXITAAXXAAXTX 20
TAXXTAATTXAATTT TATTAATTT AT AT XAXTTATTAAAT X TXTXTTT TT TAAAAT TTXTIT 490
XXAXAXAAXXATAATXAANXTTTATXAATTATTXXT TITAAAAAATXTIE XTI TTAXAATI 503
TXTIr XAA
XAATTXXTXXATIATXAAATXIATTTTITXAAXATXXATTTAXATTAXXXTTATAITAAAXT 70
XXTAXXXTXXATXAXAATT TTXXTTXAMTTTTTATT TTATATXATAXXTATAXXXTATAATA 140
TTTTAXTTTXTATATE XAACTTXAXXTTTTXTATTTAATT TT TAXXXTTA TTTXAMTTAXTXT 210
TTXAATXXTXITTATATATXAXTTXXXTATT XTXTTTTXAXTTXAXXAAATT TTTTTTTTAIT 280
FATTTXXAATATI TT TAXXAAAATXTT TTTT AT XTATT TITTATTXATTT XATEXAMXXATT 250
TATAAXAXTAITATTTTTTAXITITATTTITTITTT TXTTAFATTITTTTTXXXTXATATITAC 220
FTTTITTTEXXAXT TATTAXAAXEXAXTTT TT TAXTTTTATAAXTIT T TTIXITXITEXTITAAD 490
ATTAATXXXTATAATTXXTTXTAATXXTAXATATAXTTATATATTTI XXATI TTXTATIATA 503

A

FXTATTXAATAXATAT AT T XTTTXTAITTAXXAAANXTATTTAAATAITXTIXAFTTAAITX 70

XATAAATTAITITTTAXAIXXAAAT TXAAATATTAXAXAXTTTATATTTTTXAXXAXXAT A 140
FEXPTITAXATEXXTT T TEXTEATTAXXAXTXAXXAAAXTXTTT T TAXTTXITXXXTATI T 210
AATATTTAXATTATT TAXXAAXAATTTTEXTTTTXATTATTXAXITT TTXTTXFAATITXXAAT 280
FATTTITTXTTAFAAXAAXAATT T TEXXXEXTTEXTTETTTTI I TTXTTAFATXAXTT XA TTA 350
XXTTXXITITTXXAATTTAXAXXXATXTATAXATTXTTITTITTAX 358

FAATTIATI XAATTTAAAXX TTAITTTAXTTATXATTTTAXAXAXAAT TTT AATXAXXAXXX

7
TITTXAAATTTAITXTEXTEXXATTATITAFXAXA FATTTAATTTXXTAXATTAAITA 0

TIXTAATAACXTT XATT AAATATATXXT TTTXAAAATXXAAAAXAAT ATATATATT XXXTX ;‘112
AFAAXTTXAXXAXATTTTXTTT T TXXTXTX ATTTAAT TXATTXI TTTXTXXAXXAAT TXAAT 280
TrATATAFATATTAAXTXXTTTAATT AXAAXXXTXTTATITATT TTTXAATTAAXAATTXAT 250
TEXATITTT T TAATTTXXAATTAAXXXXAATTT TAT TXTXXATT TAXAAXAXTXI TTTTITXT 20
XTTTXATXTATXITXAAAXTXATT TTTTXTXAATTXTXXTATXTTT TXAATT ATTTXTAXAA 490
XAAXTTTXTEXXTTXAAATXTXAXTT XTAIXATAAATX XTATXTITTATTATI T TTTXAATT 504
FATXTrAA

FTTAAXTITXXTXTETE ATTTATAAITAXTIT TXTXTXXAXTATXAATXATITXXTAATTATX 70
TTITTXAATATATTTT TTT XA TTAATT ATXXATXTT XTXXXXAXITTT TTAACXTTT TTATTT 140
ATTATTATXXTTATT XTTXTTATI TTXTATATATATT TTATTXXATXAATTXXTITITITTAD 210
ATTATTTTTXATTXTAXTAXAAT TXATAXTATT TAXTTXAIXAATAXTXXTAAXTXXAATXT 280
TITTTTAAATAAXTTIT TTXAMTTITT TXATITTTATTIT AAATATAANXXATI TTITXXAAAT 250
ATTXAAATTXITTAAAATTITTTTT AATTXTXXAXTAXXXTXATATI TATACXTTXAIXAXT 120
TXATTXACXTT TTAAXTTTTTAXAT TATXXATATI T TT TTTTAATXXTTAAXATTXXAAXTA 490
TTATXATAATATTXATTXXTTATAAATTT TXTEXTTATTATTXTE XATTIT XTAAT AAXXXAT 501

A

Figura 2: Sequéncias dos fragmentos de cDNA obtidos por RT-PCR. As regides

correspondentes aos primers utilizados estdo destacadas em negrito. A)
cDNA PvPR2 (465pb); B) cDNA PvPR3 (410 pb); C) cDNA CHI (503 pb);
D) cDNA GLU (503 pb); E) cDNA CHS (358 pb); F) cDNA PAL (504 pb); G)
cDNA LOX (501 pb).

Quadro 1 - Analise de similaridade entre as seqliéncias primarias de proteinas de

feijao relacionadas a patogénese, deduzidas de seus cDNAs
correspondentes, e as seqliéncias depositadas no GenBank.
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Clones seqlienciados (em negrito) e seqiiéncias Acesso Espécie Valor
homologas no E
GenBan
k
cDNA PvPR2
Proteina 2 relacionada apatogénese P25986 Phaseolus vulgaris  3e7®
(PVPR2)
Proteina intracelular relacionada a X96999  Phaseolus vulgaris  4e™"®
patogénese
Proteina 3 relacionada apatogénese AB02715 Vigna unguiculata 57
(CpPR3) 4
Proteina 1 relacionada apatogénese P25985 Phaseolus vulgaris  3e"2
(PvPR1) (PR2)
Proteina induzida por estresse (SAM22) P26987 Glycine max  2e®7
Proteina de resposta de resisténcia a J03680  Pisumsativum  4e7°
doenca (DRRG49-)
Proteina relacionada apatogénese PR-10 T06527 Pisum sativum 14
Proteina de resposta de resisténcia a P14710  Pisumsativum  {1e™*
doenca — pl 49 (PR10)
cDNA PvPR3
Proteina 3 relacionada apatogénese M75856 Phaseolus vulgaris 14
(PvPR3)
Proteina desconhecida (posigao 15087- AC0694  Arabidopsis ~ 2e*°
14605) 74 thaliana
Proteina relacionada apatogénese AF14072  Onzasatva 32
2
Proteina com dominios zinc fingers T49033 Arabidopsis ~ 5e™18
thaliana
Proteina com dominios zinc fingers XP- Homo sapiens  2e™"7
005436

No Quadro 1 esta resumida a analise de similaridades para as

proteinas de feijao relacionadas apatogénese. Para o cDNA correspondente a

PvPR2 os mais altos niveis de similaridade foram alcangados entre proteinas

relacionadas a patogénese de feijao, caupi, soja, ervilha e outras. As PR de

feijdo apresentaram similaridades entre 95 e 86% com PvPR2. AWADE et al.

(1991) verificaram que as sequéncias de aminoacidos de PR2 do feijoeiro

(proteina identificada previamente por De TAPIA et al. (1986)) e de PvPR1 s&o
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idénticas, sendo as duas a mesma proteina. Dentre as PR acidas de feijao,
PR2 é a unica com localizagao intracelular, o que conduz ao pressuposto de
que PvPR1 e PvPR2 sejam proteinas citosdlicas.

VAN LOON et al. (1994) renomearam as proteinas PvPR1 e PvPR2
para PR-10a e PR10b, respectivamente, seguindo a nomenclatura da classe de
proteinas intracelulares. As proteinas PR-10 podem ser ribonucleases, ja que
apresentam significativa similaridade de sequéncia com duas ribonucleases de
ginseng e com as proteinas PR-10 de salsa (MOISEYEV et al., 1994).
Similaridades com varias proteinas PR-10 foram observadas na busca feita no
GenBank, como pode ser exemplificado no Quadro 1.

WALTER et al. (1990) ja havia comparado a estrutura primaria das
proteinas PvPR1 e PvPR2 com seqléncias depositadas em banco de dados
de proteinas, revelando que existe similaridade entre PvPR1 e a proteina pl49
de ervilha (64% de identidade), cuja estrutura foi deduzida de um gene de
resposta a doengas (FRISTENSKY et al., 1988), e similaridade com a proteina
PcPR1-1 de salsa (39% de identidade), a qual é detectada em folhas de salsa
apos 4 h de inoculagdo com patégeno fungico (SOMSSICH et al., 1988). As
proteinas nao se relacionaram estruturalmente com a classe PR1 de tabaco,
mas demonstraram homologia a uma proteina de podlen de vidoeiro (irch
pollen protein), que €& um alérgeno causador de rinoconjutivite e asma
bronquica no homem (BREITENEDER et al., 1989).

A proteina PvPR3 apresentou-se como uma proteina bastante distinta,
com baixos niveis de similaridade de sequéncia com outras. Isso pode ser
demonstrado observando-se que a similaridade cai de 92 para 42% quando
trata-se de sua sequéncia idéntica, PvPR3 de feijao (GenBank M75856,1e'64), e
uma sequéncia desconhecida de Arabidopsis thaliana (GenBank AC069474,
2e%%). Além disso, verificou-se que PvPR3 apresentou diferentes graus de
similaridade com proteinas hipotéticas ou desconhecidas de varias espécies e
com proteinas que apresentam zinc fingers, inclusive humanas. SHARMA et al.
(1992) que isolaram o cDNA de PvPR3 haviam verificado que as estruturas e
0os modos de regulagdo de PvPR3 sao muito distintos daqueles previamente

descritos para proteinas PR, incluindo PvPR1 e PvPR2.
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A comparagdao dos CcDNAs correspondentes aos fragmentos

amplificados com os primers especificos para as proteinas hidroliticas,

quitinase e glucanase, é apresentada no Quadro 2.

Quadro 2 - Analise de similaridade entre as seqUéncias primarias de proteinas
hidroliticas de feijao, quitinase e glucanase, deduzidas de seus cDNAs
correspondentes, e as sequéncias depositadas no GenBank.

Clones sequienciados (em negrito) e seqiiéncias Acesso Espécie Valor
homodlogas no E
GenBan
k
cDNA Quitinase
Precursor pr4 de quitinase (Chi 4) P27054 Phaseolus vulgaris 2
Quitinase de classe 4 (fragmento) S57476  Vigna unguiculata  2e"*
Quitinase de classe 4 (CHI IV) T47601 Arabidopsis  4e%?
thaliana
Endoquitinase de classe 4 U97521 Vitis vinifera 6@
Quitinase de classe 4 (PR-3) AB05468  Onzasativa  4e™®
7
Precursor acido SP2 de endoquitinase P42820  Betavulgaris 5™
cDNA Glucanase
Beta-1,3-endoglucanase, isoforma basica P23535  Phaseolus vulgaris  7e#*
Precursor de beta-1,3-endoglucanase S13323  Phaseolus vulgaris  4e®
(fragmento)
Beta-1,3-endoglucanase AJ13104  Cicerarietinum  2e7°
7
Beta-1,3-endoglucanase S51479  Pisumsativum  7e™®
Glucanase &cida U27179  Medicagosativa ~ 7e°
subsp. sativa]
Precursor de beta-1,3- endoglucanase P52407 Hevea brasiliensis 2e™7
(forma basica vacuolar)
Precursor de beta-1,3-endoglucanase Q01413  Lycopersicon  Ge™’
esculentum

O fragmento de cDNA para quitinase isolado pertence & quitinases de

classe IV (GenBank P27054, 2e”®), demonstrando graus de similaridade

diferentes para membros dessa classe em outras espécies. As enzimas dessa

classe tém como caracteristicas a localizacdo no compartimento apoplastico,
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serem acidas e, ao contrario das quitinases de classe Il e lll, possuirem um
dominio rico em cisteina, com fung¢ao ainda desconhecida. MARGIS -PINHEIRO
et al. (1991) compararam a sequiéncia da quitinase PR4 (255 residuos
de aminoacidos), proteina correspondente ao cDNA CHI isolado GenBank
P27054, 2e"®), com sua isoforma basica localizada no vactiolo (301 residuos
de aminoacidos). Esses autores mostraram que a homologia baseada no
numero de residuos de aminoacidos idénticos, em posi¢cdes similares nas duas
isoformas, é somente de 41%. Em tabaco, a similaridade entre a PR-P acida e
as quitinases basicas é de 59% (LINTHORST et al., 1990). Além disso, PR4
também difere de outras quitinases acidas conhecidas, como a PR3, também
do fijoeiro (De TAPIA et al.,1986), por possuir um dominio amino-terminal rico
em cisteina. A molécula precursora de PR4 apresenta um peptideo sinal de 15
aminoacidos, caracteristico de quitinases da classe IV (MARGIS -PINHEIRO et
al., 1991).

A comparagao das sequéncias do clone para glucanase com outras
sequéncias presentes no GenBank, assim como as anteriores, revelou que
estas proteinas apresentam alta similaridade com outras proteinas de mesma
funcdo. EDINGTON et al. (1991) verificaram que o cDNA isolado para a
endoglucanase de feijgo GenBank P23535, 7e®%) foi 59% similar ao seu
correspondente em tabaco e 46% ao de cevada. Analisando a estrutura
primaria da enzima, os autores concluiram que essa € uma
endo-1,3-beta-D-glucanase basica, de localizag&o vacuolar.

Os cDNAs correspondentes a enzimas de vias biossintéticas que estao
relacionadas com a resposta de defesa em plantas, como chalcona sintase,
fenilalanina amoénia-liase e lipoxigenase, sdo apresentados no Quadro 3. A
estrutura primaria dessas trés enzimas é bastante conservada, em geral, ja que
participam de varios processos vitais na célula, podendo também atuar
indiretamente na defesa contra patégenos. Além disso, freqlentemente os
genes que codificam tais enzimas pertencem a familias multigénicas e estao
arranjados em blocos génicos (MEIER et al., 1993).

A comparagao da seqiéncia de aminoacidos de chalcona sintase de
feijdo, deduzida da sequéncia do cDNA correspondente, com as depositadas

no GenBank, revelou uma série de similaridades com enzimas chalcona
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sintase de outras espécies de plantas. Nos exemplos mostrados no Quadro 3,

a similaridade foi superior a 90%. Apesar de nao ter sido possivel sequenciar

esse clone por completo, a seqUéncia parcial

obtida permitiu a sua

identificacdo. RYDER et al. (1987) verificaram que existem pelo menos seis

diferentes genes para CHS no genoma do feijoeiro e alguns estdo fortemente

ligados entre si. Esses autores isolaram o cDNA que foi utilizado como molde

Quadro 3 -Analise de similaridade e ntre as seqliéncias primarias de enzimas de vias
biossintéticas relacionadas ao processo de defesa do feijdo, deduzidas de
seus cDNAs correspondentes, e as sequéncias depositadas no GenBank.

Clones sequienciados (em negrito) e sequéncias  Acesso Espécie Valor
homdlogas no E
GenBan
k
cDNA Chalcona Sintase
Chalcona sintase 17 P49440 Phaseolus vulgaris 2e'60
Chalcona sintase X74821 Vigna unguiculata 1e'59
Chalcona sintase 4 L24516  Trifolium subterraneum  4e°
Chalcona sintase D88263 Pisum sativum 4e5°
Chalcona sintase 5 D88262 Pisum sativum 4e™°
Chalcona sintase 2 M91194  Trifolium subterraneum  4e™°
cDNA Fenilalanina Aménia-Liase

Fenilalanina aménia-liase de classe | P07218 Phaseolus vulgaris 2
(PAL1)
Fenilalanina amonia-liase de classe | A24727 Phaseolus vulgaris ~ 2e93
(fragmento) o
Fenilalanina amoénia-liase de classe | P27991 Glycine max 1e’
(PAL1)
Fenilalanina amodnia-liase P27990 Medicago sativa 2"
Fenilalanina aménia-liase P45734  Trifolium subterraneum 2@
Fenilalanina amonia-liase 1 Q01861 Pisum sativum 3e90
Fenilalanina aménia-iase de classe Il (PAL2) P19142 Phaseolus vulgaris 2e'9°
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cDNA Lipoxigenase

Lipoxigenase loxB P27481 Phaseolus vulgaris 795
Lipoxigenase AF20421 Phaseolus vulgaris 1e3
0
Lipoxigenase AF23498  Phaseolus vulgaris 1e3°
Lipoxigenase 7 TO§596 Glycine max 2¢%
Lipoxigenase L-5 T07036 Glycine max 3e*
Lipoxigenase L-4 P38417 Glycine max 2e83
Lipoxigenase -3 (Lox 3) P09918 Pisum sativum 3e70
Lipoxigenase T11852 Phaseolus vulgaris 35

para construgdo dos primers CHS neste trabalho (GenBank, P49440, 2e™°°).

A comparagao da estrutura primaria da proteina fenilalanina amoénia-
liase, deduzida do cDNA correspondente e isolado, revelou que esta proteina
apresenta sua estrutura primaria altamente conservada, sendo encontradas
similaridades com varias espécies, em especial com leguminosas, como o
proprio feijao, soja e ervilha.

EDWARDS et al. (1985) isolaram e caracterizaram um cDNA de feijao
que codifica PAL, cujo clone completo foi denominado pPALS5, que continha
uma unica ORF de 1520 pb de regido traduzivel e 223 pb de regido 3’, ndo
traduzivel. Esse cDNA corresponde aseqiiéncia GenBank, P07218, 2e°, que
originou os pares de primers para PAL.

O cDNA para lipoxigenase apresentou similaridades superiores a 90%
com outras lipoxigenases de feijao. Também apresenta alta homologia com
varias lipoxigenases de soja, como pode ser visto no Quadro 3. MEIER et al.
(1993) caracterizaram um clone de cDNA parcial de lipoxigenase de feijoeiro,
com 2,2 Kb, que denominaram LOX3 e que corresponde ao cDNA isolado
neste trabalho. Analisando sua sequéncia identificaram o sitio de ligagdo a
ferro, tipico de LOX (BAIROCH, 1990).

Todos clones analisados e que apresentaram similaridade com as

sequéncias de cDNA correspondentes & proteinas em estudo foram utilizados
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como sondas homdlogas em experimentos de Northern blot, para analise da
cinética de expressdo de seus genes correspondentes quando o feijoeiro é

infectado com U. appendiculatus.

4.3. Analise da Expressao Temporal

4.3.1. Proteina Relacionada aPatogénese PvPR2

A Figura 3A mostra a hibridizagdo com a sonda de cDNA PvPR2,
podendo-se observar que nos individuos resistentes (n® de 1 a 10) a indugéo
do gene para PvPR2 ocorreu mais rapidamente do que nos individuos
suscetiveis (n°®de 11 a 20), sendo a diferenga detectada de um intervalo de
6 h. Em muitos casos a diferenca principal entre interacbes resistentes e
suscetivel é a rapidez, e ndo a extensao, da expressdo de genes envolvidos
com a resposta de defesa, o que sugere que altos niveis de proteinas PR no
sitio de infecgao possa ser um mecanismo de defesa efetivo contra patdégenos
virulentos (LAMB, 1994). A Figura 3B mostra o padrdo do RNA total fracionado
por eletroforese em gel de agarose desnaturante, onde observamos a boa
qualidade do RNA isolado, representada pela integridade das bandas
correspondentes aos rRNAs.

No material resistente ha um pico de expressdo no tempo de 12 h apos
a inoculacéo, decaindo gradativamente o sinal até o tempo de 96h. No material
suscetivel o pico de expressao foi observado no tempo de 24 h, decaindo apds
esse tempo e mantendo-se constante até 96h. A hibridizagdo da sonda PvPR2
com o material controle (ndo inoculado) nao gerou nenhum sinal, indicando que
nao houve indugao da expressao do gene PvPR2 nessa situagao (dados nao
mostrados). Esse resultado e o apresentado na Figura 3A nos permitem inferir
que ha uma expressao diferencial entre o material resistente e o suscetivel em

resposta ainoculagéo com o fungo U. appendiculatus.

R S
1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17

Mo o - SR T S




Figura 3 - A) Autoradiografia da analise de Northern blotpara a sonda PvPR2. A
membrana foi hibridizada com a sonda PvPR2, marcada com [a -P32] dATP,
em condigbes de alto rigor. O tamanho aproximado da banda acima é
850pb. Em ambas figuras os n* de1 a 10 correspondem ao RNA total de
plantas resistentes (R), e os n”de 11 a 20 ao de plantas suscetiveis (S).
Os tempos de coleta de folhas ap6s a inoculagéo séo indicados pelos n®:
1e11-zeroh;2e12-6h;3e13-12h;4e14—-24h;5e15-36h;6
e16-48h;7e17-96h;8e 18— 144h;9e19-195h; e10 e 20 -240h.
B) Analise eletroforética em gel desnaturante de agarose 1,2% do RNA
total extraido de plantas inoculadas com U. appendiculatus.

Segundo o trabalho de WALTER et al. (1990), que isolaram os cDNAs
correspondentes aos genes para as proteinas intracelulares PvPR1 e PvPR2
de feijao (agora chamadas de PR-10a e PR-10b), o tamanho esperado para o
MRNA correspondente a esses genes é de aproximadamente 850 pb. Esses
autores, utilizando cultura de células de feijdo tratadas com elicitor do fungo
causador da antracnose, analisaram a cinética de expressdo desses genes
durante 24 h apés a adigao do elicitor. Eles verificaram que existe um intervalo
de tempo (cerca de uma hora) entre a indugdo de PvPR1 e PvPR2, sendo
PvPR2 induzido mais tardiamente. No entanto, em estudos entre cultivares
resistentes e suscetiveis a antracnose, verificou-se que o0s individuos
resistentes atingiam o pico de expresséo para estes genes mais rapidamente
do que os suscetiveis, como ocorreu no presente trabalho. Acredita-se que
esse ganho de tempo seja decisivo no processo de restricdo de crescimento do
patdgeno.

A comparagao da estrutura primaria de PvPRs com outras proteinas
relacionadas apatogénese com caracteristicas semelhantes, demonstrou que,
embora ndo haja informagdo conclusiva sobre a fungdo dessas proteinas,
percebe-se que ha conservacédo de residuos de glicina e de aminoacidos
eletricamente carregados que parecem ser importantes na sua estrutura
terciaria e, provavelmente, na sua fungcao (WALTER et al., 1990; SOMSSICH et
al., 1988).

As semelhancgas estruturais entre as proteinas PvPRs, ribonucleases
de ginseng e proteinas PR-10 de salsa (MOISEYEV et al., 1994) indicam um
possivel papel fisiolégico para essas proteinas. Ribonucleases citosdlicas
podem ter envolvimento com degradacao seletiva e altamente regulada de
MRNAs existentes na célula vegetal durante estresse ou ataque de patdégenos

(WALTER et al, 1996). Em animais, a resposta a patdogenos esta,
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frequentemente, associada a atividades nucleoliticas, que conduzem a morte
celular programada (COLLINS e RIVAS, 1993) e em folhas de trigo infectadas
pelo fungo causador da ferrugem do trigo, também verifica-se aumento dos
niveis de atividade ribonucleasica (BARNA et al., 1989).

4.3.2. Proteina Quitinase

Outras proteinas relacionadas apatogénese e cujas fungdes sdo bem
conhecidas séo as enzimas hidroliticas quitinase e glucanase. Essas podem ter
localizagao intra ou extracelular. A sonda CHI, isolada neste trabalho, origina-
se de um cDNA para uma quitinase de classe IV de feijao, denominada PR4,
de localizagao extracelular e de carater acido. MARGIS-PINHEIRO et al. (1991)
verificaram que o mMRNA correspondente ao gene desta proteina apresentava
1,1 Kb.

Na Figura 4A observa-se uma nitida diferenca entre a cinética de
expressao dos individuos resistentes e suscetiveis, ambos apresentando uma
escala gradativa do sinal de expressao, nas primeiras horas apés a infecgao.
Esse sinal intensifica-se até o periodo de 96 h apdés a inoculagao,
correspondendo ao pico de expressao, tanto no material resistente quanto no
suscetivel. Apds esse periodo os niveis do mRNA comecam a decair. No
entanto, verifica-se que nos individuos resistentes (n°® de 1 a 10) o sinal de
expressao ja se intensifica no tempo de 24 h, enquanto que nos suscetiveis
(n°®de 11 a 20) um sinal mais consistente sé é alcangado no tempo de 48 h.
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Figura 4 - A) Autoradiografia da analise de Northern blot para a sonda CHI. A
me mbrana foi hibridizada com a sonda CHI, marcada com [cx-P32] dATP,
em condigdes de rigor moderado. A banda acima apresenta um tamanho
esperado de 1,1 kb. Em ambas figuras os n”de 1 a 10 correspondem ao
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RNA total de plantas resistentes (R), e os n”de 11 a 20 ao de plantas
suscetiveis (8). Os tempos de coleta de folhas apds a inoculagdo sao
indicados pelosn®*:1e11—-zeroh;2e12-6h;3e13-12h;4e14-24
h;5e15—-36h;6e16—-48h;7e17-96h;8e18—-144h;9e19- 195
h; e 10 e 20 - 240h. B) Autoradiografia da analise de Northern blotpara a
sonda para actina de milho.

Um dos fatos que suportam a participacao de quitinases no processo
de defesa de plantas € a inexisténcia de um substrato conhecido para essas
enzimas em ceélulas vegetais, e por ser a quitina um componente comum da
parede celular de varios fungos. Acredita-se que quitinases intracelulares
devam ser efetivas contra fungos necrotroficos, que causam danos extensivos
ao tecido vegetal, e ndo a fungos biotréficos, que em geral sofrem degradagéao
da parede celular por quitinases extracelulares (MAUCH e STHEHELIN, 1989).

Sendo o fungo causador da ferrugem do tipo biotrofico, a indugao de
quitinases extracelulares é prevista. Além disso, verificou-se novamente que a
expressdo de um gene relacionado a defesa foi mais rapido na planta
resistente do que na suscetivel, indicando a importancia da rapidez de uma
resposta de defesa para impedir a infeccao pelo patégeno. Além de causarem
inibicdo de crescimento de fungos, o que ja foi comprovado in vitro (MAUCH et
al., 1988b), quitinases também favorecem a liberagédo de fragmentos de parede
celular que podem ser elicitores ativos para desencadear o processo de
resisténcia em interagbes incompativeis (KEEN et al., 1983).

Um atraso na inducdo de mRNAs para genes relacionados a defesa
tem sido observado em interacdes compativeis de feijoeiro, quando
comparadas a interacbes incompativeis. Isso foi mostrado para mRNAs
correspondentes aos genes de fenilalanina amdnia-liase, chalcona sintase
(BELL et al., 1986), chalcona isomerase (MEHDY e LAMB, 1987), quitinase
(HEDRICK et al., 1988) e glicoproteina rica em hidroxiprolina (CORBIN et. al,
1987) apos infecgdo do feijoeiro com uma raga virulenta e outra avirulenta do
fungo causador da antracnose. Dessa forma, o resultado obtido e apresentado
na Figura 4A esta de acordo com 0 que se espera para uma interagdo do tipo
incompativel (material resistente) e compativel (material suscetivel).

MAHE et al. (1992) estudou interacdes compativeis e incompativeis de
varias ragas do fungo C. lindemuthianum com o feijoeiro. Analisando por
Northern blot o padrdo de expressdao obtido com uma sonda também

correspondente ao cDNA para o gene PR4 ele observou que nas interagdes
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compativeis os niveis maximos de expressao eram alcangados 116 h apds a
inoculagao e que nas interagdes incompativeis esse maximo foi alcangado no
tempo de 84h.

A hibridizagao com a sonda de actina (Figura 4B), feita sob os mesmos
parametros da sonda para CHI, mostrou que a quantidade de mRNA entre as
amostras parece uniforme, com excegéo da n° 10 (resistente —tempo de 240 h)
que possui menos mRNA. Além disso, o sinal verificado no tempo zero, quando
feita a hibridizacdo com a sonda CHI, mesmo que muito fraco demonstra que
um estimulo diferente da inoculagdo ja havia induzido a expressdo dessa
enzima. Mesmo que os experimentos de casa de vegetacdo tenham sido
conduzidos em condi¢gdes de baixa concentracdo de indculo, e porque essas
quitinases podem ser induzidas tanto por estresses biéticos quanto abidticos,
esse resultado pode ser esperado, sem que interfira com a inducao alcangada
pela infecgdo com U. appendiculatus.

A temperatura de 55°C é uma temperatura relativamente baixa para a
hibridizacdo de uma sonda homodloga como CHI, no entanto, tentativas
anteriores haviam sido feitas utilizando-se lavagens menos rigorosas e
hibridizacao a temperaturas superiores a 60°C , sem obter sucesso. Apesar do
sinal ser constituido de banda unica, existe a possibilidade de hibridizagao
cruzada com mRNAs de proteinas da mesma familia, mesmo que no caso, a
sonda ndo possa ser considerada pequena. No entanto, como o controle
negativo (material ndo inoculado) foi hibridizado com a sonda CHI nas mesmas
condigdes e ndo houve nenhum sinal (dado ndo mostrado), &€ provavel que a
hibridizacdo do material inoculado com a sonda de cDNA para o gene PR4

tenha ocorrido de maneira especifica, sendo um dado consistente.

4.3.3. Proteina Glucanase

Além de quitinases, as respostas de defesa contra patdégenos fungicos,
em geral, também envolvem indugao de glucanases, que degradam compostos
glucanos da parede celular desses organismos, podendo haver liberagdo de
elicitores. A sonda para glucanase utilizada neste trabalho, corresponde a uma

endoglucanase de feijao, de localizag&o intracelular.
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O resultado para a sonda GLU, em termos de qualidade do Northern
blot, foi muito bom, ndo apresentando nenhum background, como ocorreu com
a sonda PvPR2 (Figura 3A), que foi hibridizada a mesma membrana, apos a
retirada da sonda GLU. O resultado do Northern blot é apresentado na Figura
5A, na qual pode-se observar que o0 padrdo de expressdo para a
endoglucanase foi similar entre individuos resistentes (n°° de 1 a 10) e
suscetiveis (n°® de 11 a 20), porém nota-se que nos suscetiveis a queda na
expressao génica é mais lenta.

O pico de expressao ocorreu no tempo de 36 h apds a inoculagéo,
decaindo gradativamente o sinal até o tempo de 96 h, em ambos materiais,
sendo que no material suscetivel a expressao perdurou até o tempo de 144 h.
No tempo zero hora ap6s a inoculagdo nao foi possivel distinguir nenhum sinal,
0 que indica a indugédo da expressdao de novo da endoglucanase de feijao. A
Figura 5B mostra a andlise eletroforética dos RNAs totais transferidos para a
membrana que foi hibridizada com as sondas GLU e com PvPR2.

Quando foi feita a busca no GenBank para sequéncias de cDNA de

genes para glucanases de feijoeiro, ndo foram encontradas sequéncias para
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Figura 5 - A) Autoradiografia da analise de Northern blot para a sonda GLU. A
membrana foi hibridizada com a sonda GLU, marcada com [a -P* dATP, em
condigbes de alto rigor. Em ambas figuras os n* de 1 a 10 correspondem ao
RNA total de plantas resistentes (R), e os n* de 11 a 20 ao de plantas
suscetiveis (S). Os tempos de coleta de folhas apds a inoculagdo sao
indicados pelosn®1e11—-zeroh;2e12- 6h;3e13-12h;4e14-24
h;5e15-36h;6e16-48h;7e17-96h;8e18—-144h;9e19- 195 h;
e 10 e 20 - 240h. B) Analise eletroforética em gel desnaturante (agarose a
1,2%) do RNA total extraido de plantas inoculadas com U. appendiculatus.

glucanases acidas, de localizagéo extracelular, que € o tipo de glucanase que
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se espera ser induzida por um fungo biotréfico como U. appendiculatus.

Assim, os primers foram desenhados a partir da sequéncia de um
cDNA de glucanase basica, isolado por EDINGTON et al. (1991), a partir de
células de feijoeiro tratadas com elicitor fungico.

E provavel que a maioria das proteinas relacionadas & patogénese
exibam atividade antimicrobiana. Esse fato ndo é simples de ser demonstrado,
visto que sua atividade pode ser especifica para um dado tipo de patégeno (por
exemplo, a proteina PR1 de tabaco parece ser mais efetiva contra fungos
oomicetos) Também é provavel que proteinas relacionadas apatogénese nao
sejam sempre efetivas contra o patdégeno que as induz, podendo apenas fazer
parte de um mecanismo de resisténcia geral contra uma infeccdo secundaria
(DIXON et al., 1996).

De TAPIA et al. (1986 e 1987) ja havia verificado que o acumulo do
mMRNA para a quitinase PR4 ocorreu 2 h apés o tratamento quimico (solugao
de cloreto de mercurio 0,2%) e dentro de dois dias apds infecgao viral. Sabe-se
gue estas enzimas podem ter seus niveis de expressdo aumentados em
algumas infecgdes virais, mas provavelmente ndo tém efeito contra o virus,
fazendo parte apenas da rede de mecanismos de resisténcia da planta. Nao ha
ainda uma evidéncia direta de que proteinas PR induzidas em tabaco em
resposta ao virus TMV tenham qualquer efeito direto no virus, entretanto elas
podem ser um componente chave na resisténcia sistémica adquirida a
patdgenos fungicos e bacterianos (DIXON et al., 1996).

MAUCH e STAHELIN (1989) analisaram folhas de feijao tratadas com
etleno e verificaram que a 1,3-beta-D-glucanase basica localiza-se
predominantemente nos vacuolos. No entanto uma proporgéo significante da
enzima induzida é encontrada na parede celular, o que nao foi documentado
para quitinases basicas nao induzidas, que ficam limitadas ao vacuolo.
Enzimas vacuolares podem agir como proteinas de defesa tardia, enquanto a
glucanase localizada na parede celular poderia também estar envolvida em
reconhecimento e liberagéo de elicitores. Como glucanases liberam moléculas
de glucano da parede de fungos patogénicos, essas moléculas podem agir
como elicitores, desencadeando o processo de resisténcia. Dessa forma,

poder-se-ia esperar a inducao de glucanases e outras proteinas relacionadas a
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defesa, como as envolvidas na sintese de fitoalexinas e refor¢o da parede
celular da célula vegetal.

VAN DEN BULCKE et al. (1989) estudaram as atividades da glucanase
vacuolar (isoforma basica) e da glucanase localizada na parede celular
(isoforma acida) de tabaco e verificaram que estas sao claramente distintas
uma da outra, em relagao a sua regulagao durante a defesa induzida.

Os experimentos de Northern blot com as sondas PvPR3, CHS, PAL e
LOX nao apresentaram resultados satisfatérios apds a hibridizacdo, mesmo
quando os parametros do processo (quantidade de sonda, tempo de
hibridizagdo, periodo e rigor das lavagens pos-hibridizagdo, tempo de
exposicao ao filme) foram modificados, n&o sendo possivel discutir o padréo de
expressao para as mesmas. Em novos experimentos o emprego de protocolos
de hibridizag¢ao que utilizam formamida podera ser uma possivel solu¢ao para a
hibridizagdo dessas sondas, assim como diminuir o rigor para a temperatura de

hibridizag&o.
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5.RESUMO E CONCLUSOES

As NIL resistente e suscetivel a ferrugem mostraram-se materiais
adequados para extragcdo de RNA total de folhas infectadas pelo fungo
U. appendiculatus, visando o estudo da expressao temporal de genes
relacionados ao processo de defesa do feijoeiro infectado pelo fungo.

Os fragmentos RT-PCR amplificados com os primers especificos para
genes que codificam as proteinas chalcona sintase, fenilalanina amdnia-liase,
glucanase, lipoxigenase, proteinas relacionadas a patogénese (PR) 2 e 3 e
quitinase foram clonados, sequenciados e corretamente identificados em
bancos de dados de sequéncias.

A analise da expressao diferencial de genes que codificam proteinas
envolvidas com defesa da planta a patogenos foi feita para as sondas
correspondentes aos genes que codificam as proteinas PvPR2, quitinase e
glucanase. A cinética da expressdo génica desses genes foi analisada por
Northern Blot nos varios tempos apos a inoculagcdo, no material resistente e
suscetivel.

A hibridizacdo com as sondas PvPR2 e CHI apresentou expressao
diferencial entre os individuos resistentes e suscetiveis, sendo individuos
resistentes mais rapidos na indu¢do do gene para PvPR2 do que os individuos
suscetiveis. Porém o atraso na expressao génica no material suscetivel foi de 6
h para PvPR2 e 24 h para CHI. Para a sonda PvPR2 a expressao apresentou
maior extensdo nos individuos resistentes, enquanto que para sonda CHI os
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individuos resistentes e suscetiveis apresentaram periodo de extensdo da
expressao génica similares. Em muitos casos a diferenga principal entre
interacdes resistente e suscetivel é a rapidez, e ndo a extensdo, da expressao
de genes envolvidos com a resposta de defesa.

A sonda para o gene de glucanase mostrou-se homoéloga a uma
endoglucanase, que € uma proteina intracelular. O resultado da hibridizagao
mostrou que nao houve expressao diferencial entre os individuos resistentes e
suscetiveis, indicando que o gene que codifica essa proteina pode ser induzido
por U. appendiculatus, mas a enzima nao atua no processo de restricao de
crescimento do fungo.

A importancia dos clones de cDNA isolados e caracterizados, é
principalmente, sua utilizacdo em trabalhos futuros, como sondas em analises
de hibridizacao de acidos nucléicos, para estudar além da expressao temporal,
expressao tecido-especifica dos genes aos quais eles correspondem. Os
clones que se mostraram relacionados com o processo de defesa & doengas
do feijoeiro poderdo ser utilizados como sondas para isolar os genes
correspondentes em Dbibliotecas gendmicas e de cDNA, permitindo a
caracterizagdo molecular desses genes. Sob o controle de promotores de
plantas induzidos por patégenos esses genes de proteinas relacionadas ao
processo de defesa poderao ser utilizados em experimentos de transformacéao

de plantas, para conferir tolerancia e/ou resisténcia & mesmas.
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