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Introdugao

A ferrugem da folha do trigo, causada pelo fungo Puccinia
triticina, esta presente em todas as regides produtoras de
trigo do mundo (KOLMER & ORDONEZ, 2007). Este fungo é
altamente variavel, sendo que, no Brasil, até duas novas ra-
¢as sao detectadas a cada ano, embora em alguns anos es-
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tes eventos ndo ocorram (CHAVES & BARCELLOS, 2006).
Novas ragas de P. triticina podem se tornar importantes devi-
do a sua ampla disseminagao e/ou pela superagao da resis-
téncia de uma cultivar semeada em grandes areas (CHAVES
etal., 2005).

A resisténcia genética € a forma mais eficiente e sustentavel
de controle da doenga e pode ser definida como a habilida-
de do hospedeiro em impedir 0 crescimento e o desenvolvi-
mento do patdogeno. Aresisténcia completa € conferida por
genes de maior efeito, geralmente manifesta-se desde o es-
tadio de plantula e € especifica a raca. A resisténcia parcial,
em geral, € conferida por mais de um gene de menor efeito,
nao é especifica a raga e expressa-se em planta adulta
(PARLEVLIET, 1997).

Os genes de resisténcia a ferrugem da folha do trigo séo
denominados Lr (Leaf rust). Atualmente existem 61 genes Lr
identificados (MCINTOSH et al., 2008), sendo que a maioria
deles confere resisténcia especifica a raga (MANICKAVELU
et al., 2010). Entretanto, cultivares de trigo que apresentam
este tipo de resisténcia frequentemente tornam-se susceti-
veis em poucos anos (geralmente de um a cinco) de uso,
devido a forte presséo de selegdo exercida sobre a popula-
¢ao do patogeno, levando a esta rapida "superacgao de re-
sisténcia" (SINGH & HUERTA-SPINQO, 2001).

Por esta razdo, a busca por genes de resisténcia nao espe-
cificos araca e que se expressem em planta adulta tem sido
objeto de estudo dos fitopatologistas. No trigo, a resisténcia
parcial tem se mostrado duravel (JOHNSON, 1984), pois a
pressao de selegdo exercida sobre a populagéo do patogeno
€ minimizada.
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Toropi € uma cultivar de trigo que apresenta resisténcia par-
cial e duravel a ferrugem da folha do trigo desde o seu langa-
mento, em 1965. E caracterizada como uma cultivar susceti-
vel em plantula, porém apresentando baixa severidade da
doenca em planta adulta (BARCELLOS et al., 2000).

A resisténcia desta cultivar tem sido investigada na Embrapa
Trigo pelo menos ha duas décadas. Diversos projetos foram
executados em parceria com a Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), visando a compreensdo do seu
mecanismo de defesa e a identificacdo dos genes associa-
dos. A execucgédo destes projetos resultou na identificagao,
nesta cultivar, de dois genes recessivos, responsaveis por
parte da resisténcia de planta adulta, denominados tempora-
riamente de Trp-1 e Trp-2 (BARCELLOS, 1994), localizados
nos cromossomos 1A e 4D (BRAMMER, 2000). Também fo-
ram identificados marcadores moleculares do tipo AFLP as-
sociados aos genes Trp-1 e Trp-2, os quais explicaram a va-
riacdo dos dados fenotipicos em, aproximadamente, 70%
(BRAMMER, 2000). Silva (2002) confirmou a localizagao dos
genes nos cromossomos inicialmente identificados por Brammer
(2000) com marcadores microssatélites e desenvolveu um
marcador PCR-especifico associado ao gene Trp-1.

A resisténcia ou suscetibilidade de uma planta a um fungo
causador de ferrugem e a aviruléncia ou viruléncia do
patdogeno em relagdo a planta é a expressao da interagédo do
complexo génico e citoplasmatico do patdégeno, influenciado
pelo ambiente que atua sobre o hospedeiro e o patégeno
(FLOR, 1956). Segundo Baker et al. (1997), existem dois gru-
pos de genes envolvidos com a resisténcia a doengas em
plantas, os genes de resisténcia (R) e os genes relacionados
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com adefesa (DR). Durante o processo inicial de infecgdo, ocorre
o reconhecimento do produto do gene de aviruléncia do patégeno
(Avr) pelo produto do gene Rda planta (BELKHADIR et al., 2004).
ApoOs esta interagé@o, uma cascata de sinais € desencadeada,
onde diversas moléculas estdo envolvidas. Estas, por sua vez,
ativam a expressao dos genes DR, desencadeando o proces-
so de resisténcia completa.

Na resisténcia ndo especifica a raga (parcial), ndo se sabe
como ocorrem os eventos primarios de sinalizagéo. Por esta
razao, uma nova linha de investigacao foi adotada pela equi-
pe da Embrapa Trigo e da UFRGS, visando ao entendimento
dos mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia ndo
especifica araga, presente em Toropi, na primeira hora apos
a inoculagao com o patogeno. Com este projeto, foi possivel
identificar alguns genes diferencialmente expressos entre
plantas segregantes resistentes e suscetiveis, descendentes
do cruzamento entre as cultivares Toropi (resistente) e IAC13-
Lorena (suscetivel), os quais, possivelmente, estao envolvi-
dos no mecanismo inicial de resisténcia da cultivar Toropi
(SILVA, 2006).

A metodologia utilizada para a identificagcao destes genes
diferencialmente expressos entre as plantas resistentes e
suscetiveis, descendentes de Toropi e IAC13-Lorena, na pri-
meira hora apods a inoculagao, foi a hibridizagdo subtrativa
suprimida (SSH - Suppression Subtractive Hybridization). Esta
técnica é utilizada para amplificar fragmentos de cDNA dife-
rencialmente expressos de interesse (alvo, identificado como
amostra "tester") e, simultaneamente, suprimir a amplifica-
¢ao do DNA néo-alvo (identificado como amostra "driver")
(DIATCHENKO et al., 1996).

46



A caracterizagao do processo infeccioso de P. triticina e a
identificag@o de genes diferencialmente expressos em Toropi
permitira a identificacdo de "genes-candidatos" ligados a
resisténcia duradoura da planta, bem como uma melhor com-
preensao do mecanismo de interagao planta-patdgeno.

Objetivo

Identificar, por meio da hibridizagao subtrativa suprimida,
sequéncias diferencialmente expressas envolvidas no meca-
nismo de defesa em trigo (plantas resistentes e suscetiveis)
em resposta a infecgao causada pelo fungo P. triticina, trés
horas apés ainoculagéo.

Método

Foram selecionadas previamente quatro plantas resistentes
e trés plantas suscetiveis a ferrugem da folha do trigo, prove-
nientes do cruzamento entre as cultivares Toropi e IAC13-
Lorena. O cruzamento entre as cultivares e a caracterizagao
fenotipica das plantas segregantes foram realizados por
Barcellos (1994). A selecdo das plantas foi realizada por Sil-
va (2006).

O presente estudo foi desenvolvido dando sequéncia ao ex-
perimento realizado por Silva (2006), que avaliou a expres-
sao diferencial entre os mesmos materiais uma hora apds a

47



inoculagdo. Por esta razao, o cultivo das plantas e posterior
inoculagdo foi realizado seguindo a mesma metodologia
adotada por ele. As plantas foram cultivadas em vasos, na
Embrapa Trigo em 2009, sendo mantidas em camara de cres-
cimento com temperatura, fotoperiodo e umidade controla-
dos (14 hluza18°C; 10 hsemluz a 14 °C; 80% de umidade).
O solo utilizado foi composto por 1/3 de terra vermelha, 1/3
de terra preta e 1/3 de vermiculita.

Antes da semeadura, foi realizada uma assepsia na camara
de crescimento com hipoclorito de sédio (4%) para a elimi-
nacgao de qualquer contaminante. As sementes foram trata-
das com fungicida triadimenol, na dose de 270 mL/100 Kg
sementes, e com inseticida imidacloprido, na dose de 50 g/
100 Kg sementes.

A inoculagao foi realizada na fase de planta adulta, com a
raca MFT-MT (LONG & KOLMER, 1989) de P. triticina, con-
forme o procedimento de rotina adotado na Embrapa Trigo.

Seguido o periodo de incubacado de trés horas apds a
inoculago, a folha bandeira de cada planta inoculada (resis-
tentes e suscetiveis) foi coletada e armazenada em tubos plas-
ticos (Falcon de 50 mL). O material coletado foi imediata-
mente congelado em nitrogénio liquido e, posteriormente, em
freezera- 80 °C.

Apoés a coleta, as plantas permaneceram em camara escura
e umida por mais 21 horas sendo, posteriormente,
transferidas para casa de vegetagdo com condigbes de
ambiente semi-controladas, a fim de completar o processo
de infecgdo até a manifestacéo dos sintomas, confirmando-
se a eficiéncia da inoculagao.

48



A extragcado do RNA total foi realizada utilizando-se o reagente
Pure Link™ Plant RNA Reagent (Invitrogen). A purificagao do
mMRNA foi realizada utilizando-se o kit Purification of Poly(A)
RNA (Machery-Nagel). A quantidade e a qualidade do RNA
total e do mMRNA foram avaliadas em espectrofotdbmetro.

A construcdo da biblioteca de cDNA subtrativa foi realizada
utilizando-se 0 PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit (Clontech).
Inicialmente, o mMRNA foi convertido em cDNA, sendo que o
cDNA que continha os genes diferencialmente expressos fo-
ram identificados como amostra "tester" (oriundo das plan-
tas resistentes) e o cDNA de referéncia como amostra "driver"
(oriundo das plantas suscetiveis).

Resultados

A eficiéncia da inoculagéo foi confirmada em torno de 20 dias
apos a inoculagao do patdgeno. Tanto os gendtipos parentais
(Toropi e IAC13-Lorena), quanto as plantas segregantes re-
sistentes e suscetiveis apresentaram o fenotipo esperado
(Fig. 1).

Com a confirmacgéo da eficiéncia da inoculagao, procedeu-
se a extragao do RNA. Esta etapa foi realizada em bulk, ou
seja, o RNA das folhas das plantas resistentes foi extraido
em conjunto, assim como o das suscetiveis. Esta estratégia
foi adotada a fim de ampliar as chances de identificar uma
maior quantidade de genes associados a resisténcia a do-
enca, uma vez que as plantas podem apresentar diferengas
entre si na segregacao. A extragao de RNA total e a purifica-
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céo do mRNA foi eficiente, sendo submetido a hibridizacao
subtrativa suprimida por meio do PCR-Select™ cDNA
Subtraction Kit (Clontech).

Fig. 1. Fendtipos observados nas folhas inoculadas com o
patégeno Puccinia triticina. a) Toropi; b) IAC13-Lorena; ¢, d) plan-
tas resistentes; e, f) plantas suscetiveis.
Fotos: Paula Wiethdlter/Marcia Soares Chaves.
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Como resultado, foi obtida uma mistura enriquecida com
cDNAs diferencialmente expressos entre as plantas testadas,
com fragmentos entre 100 e 600 pares de bases. Estes frag-
mentos foram clonados utilizando o TOPO TA Cloning
(Invitrogen) e estdo sendo transformados em células compe-
tentes de Escherichia coli (background TOP10, Exponencial
Biotecnologia) pelo método de choque térmico.

Posteriormente, as colbnias contendo os plasmideos
recombinantes serdo submetidas a extracdo do DNA
plasmidial e, posteriormente, encaminhadas ao
sequenciamento. As sequéncias obtidas serdo analisadas,
utilizando-se ferramentas de bioinformatica, a fim de identifi-
car possiveis fungoes.

Para a validag&o dos genes diferencialmente expressos en-
tre os gendtipos resistentes e suscetiveis, um novo experi-
mento sera instalado em 2010 e as plantas novamente ino-
culadas e coletadas. Serdo desenhados primers a partir das
sequéncias de interesse identificadas, as quais serao testa-
das com PCR quantitativo quanto a expressao diferencial.

No trabalho desenvolvido por Silva (2006), foram identificadas
59 sequéncias unicas. Destas, 69% apresentaram homologia
com genes depositados em bancos de dados com fungéo
conhecida, envolvendo genes codificadores de enzimas re-
lacionadas a sintese e processamento de proteinas, produ-
¢ao de energia, metabolismo dos aminoacidos, transdugéo
de sinais, transportadores, comunicacgao celular, metabolis-
mo secundario, regulagao transcricional, 6xido-redutases,
citoesqueleto e proteinas de resisténcia (SILVA, 2006).

Conforme descrito anteriormente, o autor identificou genes
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diferencialmente expressos na primeira hora apds o contato
com o patdgeno. Esta estratégia foi adotada visando identifi-
car as primeiras alteragdes na producgéo de transcritos, na
tentativa de identificar os sinalizadores primarios da presen-
¢a do patdégeno, baseada na concepgéo de que a percep-
¢ao da presenca do patdgeno pela planta desempenha um
papel fundamental no processo de resisténcia (MONTESANO
etal., 2003).

Conclusao

A identificagao de cDNA entre 100 e 600pb, diferencialmen-
te expressos entre os gendtipos submetidos a hibridizag&o
subtrativa suprimida, indica que, possivelmente, a ativagao
de genes associados a resisténcia ocorre nas primeiras ho-
ras apos o contato com o fungo, embora os sintomas sejam
visiveis varios dias depois.
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