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INTRODUCAO: O mofo branco, causado pelo ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary é
um dos principais responsaveis por perdas na cultura de feijdo brasileira. Este patdgeno sobrevive no
solo por vérios anos na forma de esclerddios e ataca mais de 400 espécies de plantas, sendo a maioria
plantas de grande importancia econémica (BOLAND; HALL, 1994). Durante a patogénese de S.
sclerotiorum dois principais fatores - secrecdo de acido oxalico e de enzimas hidroliticas - agem em
concerto na maceracao de tecidos vegetais e geracdo de necrose. A degradacdo de componentes da
parede celular da planta estd ligada a producdo de uma ampla e complexa variedade de enzimas
hidroliticas, como celulases, hemicelulases, poligalacturonases, pectinases e proteases que facilitam a
penetragdo, colonizacdo e maceracdo (BOLTON et al., 2006). Um maior interesse é dado as
poligalacturonases (PG), em especial as endopoligalacturonases (endo-PG) que sdo as primeiras
enzimas secretadas durante o processo de infeccdo, elas atuam clivando as ligagbes o(1-4) entre
residuos de acido D-galacturénico, causando a separacdo e maceracdo do tecido do hospedeiro. Para
contrapor a atividade das PGs do fungo, muitas plantas produzem proteinas inibidoras de
poligalacturonases (PGIPs) que sdo glicoproteinas localizadas na parede celular da planta. PGIPs
interagem especificamente com PGs sendo proposto que a inibicdo da atividade de PGs pode, ndo
somente, prolongar o acumulo de oligogalacturonideos e acentuar a resposta de defesa, mas também
impedir a invasdo do patégeno por inativacdo das PGs (FEDERICI et al., 2006). Em P. vulgaris, 0s
guatro genes que codificam para as proteinas inibidoras de poligalacturonases sdo agrupados em dois
pares, PvPgipl-PvPgip2 e PvPgip3-PvPgip4, provavelmente originados por eventos independentes de
duplicacdo (D’OVIDIO, et al., 2004). Os genes pgip sdo diferentes ndo somente em termos de
reconhecimento especifico por seus produtos, mas também porque sdo diferencialmente regulados
(FERRARI, et al., 2003). Estudos em Brassica napus mostraram que 0S genes pgip séo
diferencialmente regulados em resposta a variagGes de estresse bidtico e abidtico (LI et al., 2003).
Assim, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar a expressdo de genes inibidores de
poligalacturonases (PvPgip) em plantas de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) em resposta aos
estresses bidtico e abiotico.

MATERIAL E METODOS: Sementes de feijao (P. vulgaris L.) cultivar Pérola (BRS) foram
semeadas em vasos com 5L de solo adubado com NPK (1g/kg de solo) sob condi¢bes de luz natural,
temperatura de até 20+3 °C e irrigacdo diaria em casa de vegetagdo localizada na Embrapa Arroz e
Feijdo — Santo Antdnio de Goias, Goias. O isolado de S. sclerotiorum previamente caracterizado no
Laboratorio de Biologia Molecular de Fungos, ICB/UFG, foi crescido em meio BDA, 20 °C por 5 dias
e utilizado para o inéculo de plantulas de feijdo (P. vulgaris L), com 30 dias apds a emergéncia. O
processo de invasao foi estabelecido nas seguintes condigdes: a) estresse bidtico - inculo pelo método
do palito e inéculo com plugs de BDA colonizados com o fungo em hastes da planta; b) estresse
abidtico — in6culo de palito sem fungo no caule da planta (injdria) e in6culo com plugs de BDA de
cultura fangica em hastes das plantas submetidas ao tratamento metil jasmonato (MeJA), indutor de
resisténcia, nas concentracfes de 10 e 50 uM. As amostras de tecidos foram coletadas da parte
necrosada de cada lesdo com margem de 2 cm nos periodos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a
inoculacéo (hpi), congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para extragdo de RNA total
e proteina intracelular. O RNA total foi extraido pelo método do TRIZOL Reagente (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA, USA) conforme instrucdes do fabricante. Para remover a contaminagdo com DNA
genémico, o RNA foi tratado com DNAse | (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) seguida de
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inativacdo da enzima (EDTA 2,5 mM, 65 °C / 10 min) e precipitagdo com etanol. A primeira fita de
cDNA foi obtida a partir de 2ug de RNA tratado com DNAse utilizando a enzima Superscript 111
Reverse Transcriptase (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) conforme instrucdo do fabricante. A
andlise transcricional dos genes PGIPs (PvPgipl, PvPgip2, PvPgip3 e PvPgip4) da planta foi realizada
por RT-gPCR em tempo real (7900HT Sequence Detection System ABI PRISM instrument - Applied
Biosystems, USA). Foram utilizados primers dos genes constitutivos (rDNA 28S e actina) como
controle do experimento. A atividade enzimética de PG foi realizada a partir da extracdo de proteina
intracelular, e determinada através da quantificacdo dos grupos redutores liberados da solugdo de
pectina, de acordo com o método do acido dinitrosalicilico — DNS (Miller, 1959). A quantificacdo de
proteinas totais foi determinada pelo Protein Assay kit (Quant-iT —Invitrogen Corp., Carlsbad, CA,
USA).

RESULTADOS E DISCISSAO: O estresse bidtico causado pela infecgdo do fungo S. scleorotiorum
pelo método do palito estimulou a expressdo dos quatro genes Pvpgipl-4. Pvpgil foi induzido 6 horas
apos a infeccdo e persistiu até 72 hpi. A transcricdo do gene Pvpgip2 foi detectada 6 horas apds o
indculo e aumentou progressivamente atingindo um pico com 72 horas. A expressdo do gene Pvpgip3
também foi ativada com 6 horas ap6s o indculo e atingiu valor maximo com 48 horas. Pvpgip4
mostrou altos niveis de transcritos nas horas iniciais (6-12 hpi) apo6s o in6culo, e mesmo apresentado
reducdo de expressdo foi mantida até o fim do processo infectivo. Entretanto, em plantas inoculadas
com plug de BDA com cultura de S. sclerotiorum, ndo houve expressdo de Pvpgipl; a expressdo do
gene Pvpgip2 foi detectada somente nas primeiras 6 horas de infeccdo; Pvpgip3 foi expresso com 24
horas e Pvpgip4 foi induzido nos estagios finais de infeccdo (48-72 hpi). Estes resultados demonstram
que na infeccdo pelo método do palito dois fatores de estresse, injuria e infeccdo pelo fungo, juntos
podem ser responsaveis pela maior ativagdo das respostas de defesa. O estresse abiético induziu a
expressdo dos genes Pvpgip: Pvpgipl ocorreu nos estagios iniciais (6-12 hpi), para todas as
concentracdes testadas. Para os genes Pvpgip2 e Pvpgip3 a inducdo foi tardia (48-72 hpi). A inducéo
do gene Pvpgip4 foi observada em todo o periodo nas plantas tratadas com 10uM de MeJA. O padrdo
de expressdo produzido em plantas tratadas com o indutor quimico demonstrou que estes genes
respondem diferente a0 mesmo tratamento. Esta diferenca na expressao de genes Pvpgip em resposta
ao mesmo tratamento também foi verificada em outros trabalhos. Em Arabidopsis foi demonstrado
gue a expressdo de Atpgipl ndo foi alterada por MelJA, enquanto que a de Atpgip2 foi mediada por
este composto (Ferrari et al., 2003). Em plantas que receberam injaria, altos niveis de expressdo dos
genes Pvpgipl-3 foram observados com 12 horas, enquanto que o gene Pvpgip4 mostrou altos niveis
de expressdo em todo o periodo analisado. As diferengas encontradas no padrdo de expressdo dos
genes Pvpgip podem ser explicadas pela origem destes genes. Segundo Ovideo e colaboradores
(2004a), a duplicacéo e diversificagdo dos genes Pvpgip resultou ndo somente na diversificagdo de sua
fungdo bioquimica, mas também na diversificacdo de sua regulacdo. Assim, a expressdo dos genes
pgip tem regulacdo diferente durante o desenvolvimento do patégeno e em resposta a diferentes
estimulos de estresse. Pvpgip3 responde a OGs, mas nao a glucanos, acido salicilico ou injdria, a
expressdo de Pvpgip4 nédo é alterada por nenhum destes tratamentos. Pvpgipl responde somente a
injaria, enquanto Pvpgip2, que codifica o mais eficiente inibidor de PGs de fungo, é up-regulado por
todos estes estimulos de estresse (D’OVIDIO et al., 2004a). Similarmente, em soja (Glicine Max),
Gmpgipl e Gmpgip3 sdo up-regulados seguido de injdria e infeccdo com S. sclerotiorum, enguanto
gue Gmpgip2 ndo é induzido por injdria e é somente tardiamente up-regulado seguido de ataque do
mesmo patogeno. (D’OVIDIO, 2002). Esta capacidade de ativar diferentes genes, neste caso, pgip em
resposta a diferentes sinais de estresse, parece ser uma caracteristica comum das plantas, e pode ter
significado adaptativo ja que garante a ativacdo de pelo menos um gene em diferentes situacbes de
estresse, evitando a ativacdo de outras vias de defesa. O ensaio de atividade enzimatica foi realizado
para determinar se ha diferenca na cinética enzimatica de PGs entre os tratamentos. O pico de
atividade ocorreu a partir de 24h para as plantas tratadas com MeJA e com 48 horas para as plantas
gue ndo receberam o tratamento. O teste de inibicdo foi realizado para confirmar a capacidade
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inibitoria das PGIPs sobre as PGs. A maior percentagem de inibi¢do foi verificada nos periodos
iniciais do processo de infeccdo para todos os tratamentos, 50% de inibi¢do das PGs foi encontrado em
extratos de planta tratadas com 50uM — 6 horas ap6s o in6culo. Estes dados sugerem gue a inibicdo
das PG inicia durante os estagios iniciais do processo de patogénese.

CONCLUSOES: Nossos resultados demonstraram que 0s genes Pvpgip s30 expressos
diferencialmente em resposta aos fatores bidticos como infeccéo por S. sclerotiorum e abi6ticos como
injaria mecanica e tratamento por metil jasmonato. Isso sugere que as plantas possuem diferentes
mecanismos de respostas de defesa, e que um Unico fator de estresse pode ativar diferentes vias,
resultando em varios tipos de respostas.

AGRADECIMENTOS: CNPg, FAPEG e CAPES.

REFERENCIAS

BOLAND, G. J.; HALL, R. Index of plant hosts of Sclerotinia sclerotiorum. Canadian Journal Plant
Phathology, 16 (2): 93-108. 1994.

BOLTON, M. D.; THOMMA, B. P. H. J. Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de bary: biology and
molecular traits of a cosmopolitan pathogen. Mol Plant Pathol, 1:1-6. 2006.

D’OVIDIO, R.; RAYOLA, A.; CAPODICASA, C.; DEVOTO, A.; PONTIGGIA, D.; ROBERTI, S;
GALETTI, R.; CONTI, E.; O’SULIVAN, D.; DE LORENZO, G. Caracterization of the complex
locus of bean encoding Polygalacturonase-inhibiting proteins reveals subfunctionalization for defense
against fungi and insects. Plant Physiol. 135:2424-2435. 2004a.

D’OVIDIO, R.; ROBERTI, S.; MELARAGNI, M.; CAPODICASA, C.; SELLA, L.; FAVARON, F.
Characterization of two closely linked soybean Pgip genes and transcript regulation following
pathogen infection and wounding. Plant Protection Science, 38: 480-482. 2002.

FEDERICI, L.; DI MATEU, A.; FERNANDEZ-RECIO J.; TSERNOGLOU D.; CERVONE, F.
Polygalacturonase inhibiting proteins: players in plat inate immunity. Trends Plant Sci, 11:65-70.

FERRARI, S.; VAIRO, D.; AUSUBEL, F. M.; CERVONE, F.; DE LORENZO, G. Tandemly
duplicated arabidopsis genes that encode polygalacturonase-inhibiting proteins are regulated
coordinaly by deifferent signal transduction pathways in response to fungal in fection. The Plant Cell,
15: 93-106.2003.

KASZA, Z., VAGVOLGYi, C., FEVRE, M., COTTON, P. (2004). Molecular characterization and in
planta detection of Sclerotinia sclerotiorum endopolygalacturonase genes. Current Micrbiology, 48:
208-213. 2006.

!Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Goias, Goiania, Goias, Brasil.
2Embrapa Arroz e Feijao, GO-462 km 12, C.P. 179, 75375-000, Santo Antdnio, Goias, Brasil.



LI, R.; RIMMER, R.; YU, M.; SHARPE, A. G.; SEGUIN-SWARTZ, G.; LYDIATE, D.; HEGEDUS,
D. D. Two Brassica napus polygalacturonase inhibitory protein genes are expressed at different levels
in response to biotic and abiotic stresses. Planta, 217: 299-308. 2003.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar. Anal. Chem,
31:426-428. 1956.

!Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Goias, Goiania, Goias, Brasil.
2Embrapa Arroz e Feijao, GO-462 km 12, C.P. 179, 75375-000, Santo Antdnio, Goias, Brasil.



