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IDENTIFICAGAO DO GENE PROPEP1 EM Nicotiana benthamiana E SEU
ENVOLVIMENTO NA RESISTENCIA A Botrytis cinerea’

Autor: Julie Graziela Zanin
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

O gene PROPEP1 codifica o peptideo sinal AtPepl em Arabidopsis
thaliana e estéa relacionado a amplificacdo de sinais de defesa. Este peptideo
aumentou a resisténcia de A. thaliana contra o patdgeno necrotréfico Pythium
irregulare, tendo sido caracterizados ort6logos deste peptideo em milho, soja e
tomate. Devido a sua importancia na resisténcia de plantas a patdgenos
necrotréficos, o objetivo deste estudo foi caracterizar o gene PROPEP em
Nicotiana benthamiana e sua importancia na resisténcia a Botrytis cinerea. A
partir das buscas in silico, foi encontrado um EST e a partir deste, dois genes,
identificados como NbPROPEP1 e NbPROPEP2. Estes genes possuem 0s 23
aminoéacidos da regido C-terminal de suas proteinas preditas idénticas entre si.
Comparados a outras espécies, assemelhando-se em 39% com a sequéncia
de A. thaliana, 60% com Solanum tuberosum e 65% com Solanum
lycopersicum, indicando ser um possivel peptideo sinalizador. Estes genes
foram avaliados quanto a sua expressdo em diferentes 6rgdos e durante o
desenvolvimento, apresentando mais alta expressao de NbPROPEPL na raiz e
caule e NbPROPEP2 no caule. Além disso, as plantas com 6 e 8 semanas
foram aquelas com maior expressao de ambos os genes e redugcdo em tempos
mais avancados. Para investigar o possivel envolvimento deste peptideo na
resisténcia a B. cinerea, foi empregado o método VIGS, a fim de silenciar a
regido correspondente ao peptideo, bem como a sintese e infiltragcdo do
peptideo em folha. O silenciamento resultou no aumento da lesdo em folha,
além da morte celular sistémica. O peptideo infiltrado resultou em niveis de
expressdo dos genes NbPROPEP1 e NbPROPEP2 e média de leséo,
semelhantes as encontradas nas plantas silenciadas. Plantas com os dois
tratamentos juntos apresentaram o dobro de lesdo. Os resultados obtidos
indicam que os mecanismos induzidos em plantas silenciadas e infiltradas com
0 peptideo sintético foram semelhantes, permitindo o avanco do patégeno e
induzindo a expresséo de genes envolvidos na defesa. Conclui-se que NbPep
pode estar envolvido na resisténcia de N. benthamiana a B. cinerea, permitindo
maior severidade da doenca quando reduzido ou em excesso na planta.
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IDENTIFICATION OF PROPEP1 GENE IN Nicotiana benthamiana AND HIS
INVOLVEMENT IN RESISTANCE TO Botrytis cinerea’

Author: Julie Graziela Zanin
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

PROPEP1 gene encodes the peptide signal AtPepl in Arabidopsis
thaliana and is related to the amplification defense signal. This peptide increase
the resistance of A. thaliana against necrotrophic pathogen Pythium irregular.
Orthologs of this peptide have been characterized in maize, soybean and
tomato. Due to this importance in plant resistance to necrotrophic pathogens,
the aim of this study was to characterize PROPEP in Nicotiana benthamiana
and its importance in resistance to Botrytis cinerea. In silico search was found
one EST and from this, two genes, identified as NbPROPEP1 and
NbPROPEP2. These genes have the 23 amino acid C-terminal region of their
predicted proteins identical to each other. Compared to other species,
resembling in 39 % with the sequence of A. thaliana, Solanum tuberosum with
60 % and 65 % with Solanum lycopersicum and could be a possible peptide
signal. These genes were measured their expression in different organs and
during development, with the highest expression of NoPROPEPL1 in the root
and stem and NbPROPEP2 in stem. In addition, the 6th and 8th week were
those with higher expression of both genes and reduction in more advanced
times. To investigate the possible involvement of this peptide in resistance to B.
cinerea, VIGS was used in order to silencing the region corresponding to the
peptide, the peptide synthesis and infiltration of the sheet. The silencing
resulted in increase of leaf lesion and systemic cell death. The infiltrate peptide
resulted in expression levels of NbPROPEP2 and NbPROPEP1 genes and
average lesion, similar to that found in the silenced plants. Plants with two
treatments together demonstrated double of lesion. The results indicate that the
mechanisms induced in silencing and infiltrating with synthetic peptide were
similar, allowing the advance of the pathogen and inducing the expression of
defense genes. We conclude that NbPep may be involved in resistance of N.
benthamiana to B. cinerea, allowing greater disease severity when reduce or
excess in the plant.
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1 INTRODUCAO

As plantas s&o constantemente sujeitas a uma variedade de estresses
biéticos causados por diferentes organismos como nematéides, bactérias, fungos
e virus. Devido a essa diversidade de interacfes, as plantas desenvolveram
mecanismos para impedir ou limitar o desenvolvimento da doenga. O processo de
defesa inicia pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados ao
patbgeno, microrganismos em geral ou a danos a parede celular das plantas,
denominados PAMPs, MAMPs e DAMPs, respectivamente. No caso de DAMPSs, o
reconhecimento pode tanto ocorrer através de partes da parece celular que sao
liberadas durante sua degradacdo ou por pequenas moléculas sinalizadoras,
como fragmentos proteicos. A familia de peptideos efetores de planta (Peps) foi
primeiramente encontrada em Arabidopsis thaliana com o peptideo enddgeno
sinalizador AtPepl, o qual é proveniente da clivagem proteolitica de AtproPepl.
Assim como este, outros seis genes paralogos com seus respectivos peptideos
foram identificados em A. thaliana. AtPepl induz a expressdo de genes
envolvidos na resisténcia, além de conferir resisténcia ao oomiceto Pythium
irregulare. ApGs a descoberta dos peptideos enddégenos e de seu envolvimento na
sinalizacdo através da amplificacdo de sinais de defesa em A. thaliana, outras
espécies tem sido investigadas. Peptideos com semelhancas estruturais e/ou
funcionais ao AtPep1l ja foram identificadas em milho, soja e tomate. Em todos os

casos houve a relacdo positiva do peptideo com a sinalizacdo de defesa, bem
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como um aumento na resisténcia das plantas a diferentes patdgenos. Tais
evidéncias mostram que o estudo de peptideos sinalizadores € importante para o
melhor conhecimento dos mecanismos de defesa desenvolvido pelas plantas
durante sua interacdo com patdgenos.

Técnicas de biologia molecular tém sido amplamente usadas para
identificar a funcdo dos genes nas plantas. O silenciamento génico induzido por
virus (VIGS) é muito utilizado na espécie Nicotiana benthamiana devido a
facilidade e rapidez na observacao dos resultados fenotipicos.

Patdgenos necrotroficos sdo aqueles que se nutrem dos tecidos mortos
das plantas, através da liberacdo de toxinas que danificam as células e lhes
auxiliam no processo de infeccdo. O fungo necrotrofico Botrytis cinerea, que
causa o mofo cinzento em mais de 200 espécies de plantas, é capaz de gerar
extensos danos e perdas pelo rapido desenvolvimento de necrose nas diferentes
partes da planta. Seu controle é feito principalmente através do uso de
fungicidas, pois ndo existem ainda espécies com resisténcia genética.

Devido a promissora descoberta dos peptideos enddgenos sinalizadores e
seu envolvimento na resisténcia, além da escassez de conhecimento sobre
mecanismos de resisténcia a patdégenos necrotréficos, o objetivo deste estudo foi
a identificacdo de ortdlogos do gene AtPROPEP1 em N. benthamiana e sua
relacdo na resisténcia a B. cinerea.

Objetivos

Identificar o gene ortdlogo PROPEP1 de A. thaliana em N. benthamiana.

Avaliar a expresséo de NbPROPEP em N. benthamiana.

Verificar a importancia de PROPEP na resisténcia de N. benthamiana a B.

cinerea atravées do meétodo VIGS e da infiltracdo do peptideo sintético.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mecanismos de resisténcia de plantas a patégenos

2.1.1 Interacdo patégeno-hospedeiro

A interacdo entre patdgenos e plantas é um dos fendmenos biolégicos mais
complexos, pois envolve uma variedade imensa de organismos causadores de
doenca, além de diferentes tecidos, vias de sinalizagdo e sintese de metabdlitos
pela planta (Schneider & Collmer, 2010). Dentre os grupos de patégenos de
plantas se destacam as bactérias e os fungos. As bactérias se proliferam no
apoplasto ap0s entrarem no tecido por aberturas naturais (estdmatos e
hidatédios) ou por ferimentos. Enquanto os fungos poderdo entrar diretamente
pela epiderme da célula, expandindo suas hifas sobre, entre e através das células
do hospedeiro. Em alguns casos os fungos tém a capacidade de formar estruturas
especializadas para a nutricdo, os haustoérios (Glazebrook, 2005; Jones & Dangl,
2006). Alem disso, todos os patogenos tém a capacidade de sintetizar e liberar
compostos, conhecidos como fatores de viruléncia. Esses fatores Ihes
favorecerdo a infeccdo, sendo essenciais para a capacidade de colonizacdo de
algumas espécies (Jones & Dangl, 2006; Koeck et al., 2011; Mengiste, 2012).
Tais substancias podem ser secretadas em meio extracelular, como alguns tipos
de toxinas e efetores, ou serem diretamente injetadas nas células do hospedeiro.
Alguns microrganismos sédo capazes também de produzir fitohormdnios, os quais

alteram e/ou controlam, até certo nivel, algumas rotas celulares da planta (Robert-
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Seilaniantz et al., 2011). B. cinerea, por exemplo, apresenta a capacidade de
sintetizar o acido abscisico (ABA)(Sharon et al., 2007).

Em resposta a invasdo do patdégeno, a planta inicia uma sequéncia de
eventos para restringir e/ou impedir 0 avanco do patdégeno: a primeira etapa é o
reconhecimento de padrbes moleculares associados ao patdgeno, microrganismo
ou a danos na parede celular (PAMPs, MAMPs ou DAMPS). Este reconhecimento
ocorre através de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), resultando
na ativacdo da imunidade inata ou desencadeada por PAMPs (PTI), que é uma
resposta de defesa fraca, mas que pode deter a colonizacdo. Na segunda etapa o
patdgeno suprime a PTI através da liberagcdo de efetores, que resulta na
suscetibilidade desencadeada por efetor (ETS). Na terceira etapa, a planta
reconhece os efetores através de proteinas ligantes de nucleotideos ricas em
repeticdes de leucina (NB-LRRS), iniciando entdo a imunidade desencadeada por
efetor (ETI). A ETI confere resisténcia a doenca além de, usualmente,
desenvolver uma resposta de hipersensibilidade (HR) no local da infec¢cdo. Na
guarta e Ultima etapa o patdgeno, através de mutacdes nos genes que codificam
os efetores, supera a ETI. Por sua vez, a planta adquire novas proteinas R
através de recombinacfes, a fim de reconhecer este novo efetor. A terceira e
guarta etapa podem repetir-se indefinidamente (Glazebrook, 2005; Jones &
Dangl, 2006; Bouarab et al. 2009; Schneider & Collmer, 2010).

Os patégenos necrotréficos, que nutrem-se do tecido morto do hospedeiro,
serdo aqueles que poderéo ter seu crescimento impedido durante a ativacao da
PTI (Lai & Mengiste, 2013). Por outro lado os biotréficos mantém as células da
planta vivas para nutrirem-se, sendo capazes de produzir os efetores para
suprimir a PTI, resultando na sequéncia descrita de reacdes na planta e no

patdgeno.
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Concomitantemente as etapas citadas, ocorre a liberacdo de hormdnios

que ativam a expressao e/ou repressao de genes na planta (Robert-Seilaniantz et
al., 2011). A via hormonal controlada por &cido salicilico (AS) € geralmente
associada a defesa contra patdgenos biotroficos. Oposta a essa via, esta a via do
acido jasmonico (AJ) e do etileno (ET), que sdo normalmente relacionadas a
defesa contra necrotréficos (Lai & Mengiste, 2013). Este antagonismo afetara
fortemente a resisténcia, pois 0 aumento de AS e, por consequéncia, a maior
capacidade de defesa contra biotréficos, reduz os niveis de AJ e ET, reduzindo a
resisténcia a necrotroficos (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Thomma et al. (1998)
demonstraram que plantas de Arabidopsis thaliana, alteradas para bloquear a
sinalizagdo por AS, perdem resisténcia ao biotréfico Peronospora parasitica, mas
ndo tem efeito na resisténcia contra o necrotréfico Alternaria brassiccola. Em
contrapartida, a infeccdo de A. thaliana com o biotréfico Pseudomonas syringae,
que induz a defesa mediada por AS, torna as plantas mais suscetiveis ao
patégeno necrotrofico A. brassicicola, pela supresséo da sinalizacdo de AJ (Spoel
et al., 2007). No entanto, estudos indicam que a via sinalizada por AS pode estar
envolvida também na resisténcia da planta a patdégenos necrotroficos, como
apresentam Diaz et al. (2002). Tomateiros previamente tratados com AS ex6geno
sao menos suscetiveis a B. cinerea (Diaz et al., 2002). Devido a essas diferentes
interacbes, a acdo dessas rotas nas plantas motivam estudos que incluem a
investigacdo das sinaliza¢cbes envolvidas na biossintese desses hormdnios e

principalmente as respostas que eles desencadeiam.

2.1.2 Peptideos sinalizadores enddgenos
As primeiras repostas de defesa da planta sdo induzidas por PAMPSs,

MAMPs ou DAMPs. As DAMPs podem ser partes da parede celular da planta
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liberadas durante o dano ao tecido, ou pequenas moléculas sintetizadas pela
planta, como fragmentos de oligossacarideos e proteinas. Além de induzirem a
defesa, essas moléculas amplificam sinais através da retroalimentacao controlada
(Yamaguchi & Huffaker, 2011). O primeiro peptideo sinalizador enddgeno
identificado foi a sistemina de tomate (Solanum lycopersicum), proveniente da
proteina precursora, a ProSys. Esta proteina passa por processo de clivagem
proteolitica para gerar o peptideo. A sistemina induz o acumulo de proteinas
inibidoras de protease, que agem na defesa da planta contra herbivoros (Pearce
et al., 1991).

Além da sistemina, outro peptideo com proteina precursora sem um sinal
de secrecdo na regido N-terminal € o AtPepl (Yamaguchi & Huffaker, 2011).
Huffaker et al. (2006a) isolaram um peptideo enddégeno de A. thaliana que ativa a
expressdo de genes de defesa durante a resposta desencadeada pela imunidade
inata e o identificaram como AtPepl. Este peptideo abrange os 23 aminoacidos
finais da porcao C-terminal da proteina precursora AtproPepl expressa pelo gene
AtPROPEP1 apés a deteccdo de PAMPs. Ou seja, apos a percepcao de PAMPs,
ocorre a inducdo de expressdo do AtPROPEP1 em AtproPepl. A proteina é
processada no peptideo AtPepl, o qual é posteriormente transportado para o
apoplasto onde interage com os receptores PEPR1 e PEPR2. Esta interacdo ativa
a expressao de PDF1.2 e do proprio AtPROPEPL1 através da via de sinalizacao
AJ e ET. A ativacdo da expressdo de AtPROPEP1 por seu proprio produto
(AtPepl) forma um mecanismo de retroalimentacdao que amplifica as vias de AJ e
ET apds o sinal inicial originado por PAMPs (Huffaker et al., 2006a; Huffaker &
Ryan, 2007). AtPepl conferiu resisténcia ao oomiceto necrotrofico Pythium

irregulare e suprimiu a proliferacdo da bactéria biotréfica Pseudomonas syringae
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pv. tomato DC3000, ambos em A. thaliana (Huffaker et al., 2006a; Yamaguchi et
al., 2010).

Huffaker et al. (2006a) constataram que AtPROPEP1 pertence a uma
familia de genes classificada em 3 subfamilias em A. thaliana, identificados no
GenBank (National Center of Biology Information). A subfamilia I, que inclui
AtPROPEP1 (At5g64900), AtPROPEP2 (At5g64890) e AtPROPEP3 (At5g64905);
a subfamilia Il que inclui AtPROPEP4 (At5g09980), AtPROPEP5 (At5g09990) e o
gene ndo detalhado AtPROPEP7, e a subfamilia Ill contendo o gene AtPROPEP6
(At2g22000) (Huffaker et al., 2006b).

ApoOs a caracterizacdo do AtPepl, outros peptideos sinalizadores foram
identificados e isolados em outras espécies de plantas. Em milho (Zea mays), foi
encontrado o ZmPepl, um ortdlogo funcional de AtPepl. Este peptideo apresenta
caracteristicas conservadas na regidao C-terminal da proteina que Ihe permite ser
funcionalmente ativo e envolvido nas respostas de sinalizacdo de defesa através
das vias de AJ e ET, similar ao AtPepl em A. thaliana. Além disso, folhas de
milho previamente tratadas com ZmPepl apresentaram uma reducao no tamanho
das lesbGes, bem como na morte celular quando inoculadas com o necrotréfico
Cochliobolus heterostrophus e o hemibiotréfico Colletotrichum graminicola
(Huffaker et al., 2011).

Em soja (Glycine max), o peptideo GmSubPep foi identificado devido a sua
capacidade de alcalinizagdo do meio de células em suspensdo, uma
caracteristica geralmente associada a peptideos sinalizadores. O gene que
codifica este peptideo ndo foi induzido por ferimento, AJ, AS ou ET, entretanto o
peptideo sintetizado induziu a expressdao de genes reconhecidamente
relacionados a defesa em cultura de tecidos de soja (Pearce et al., 2010). Ainda

em soja, Yamaguch et al. (2011) identificou os menores peptideos até entdo
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encontrados em planta, GmPep914 e GmPep890 compostos de 8 aminoacidos e
provenientes de uma pro-proteina, GmproPEP914 e GmproPEP890,
respectivamente. Ambos os peptideos, além de alcalinizarem o meio de cultura
celular, induziram a expresséo de varios genes de defesa, principalmente da rota
de biossintese de fitoalexinas (Yamaguch et al., 2011).

Em tomate foi também encontrado o ortélogo SIPROPEP, com
caracteristicas estruturais e funcionais semelhantes a AtPROPEP1, que codifica
o peptideo SIPepl. O silenciamento deste gene em tomateiro tornou as plantas
mais suscetiveis a Pythium dissotocum e reprimiu a expressao de ACS, ERF1,
LOXD, PR-1,PR-5 e DEF2 - genes relacionados com a defesa de plantas contra
patbgenos e com as vias de sinalizagdo AJ/ET (Trivilin et al., 2014).
Adicionalmente, ortélogos de AtPROPEP1 estdo presentes em outras espécies de
dicotiledbneas e monocotiledbneas, como arroz, trigo, cevada, canola, batata,
uva, entre outras (Huffaker et al., 2006).

Devido as caracteristicas apresentadas pelos peptideos sinalizadores,
principalmente de AtPROPEP1, um estudo aprofundado de sua rota e
principalmente em outras espécies de plantas podem oferecer uma alternativa

para o controle de doencas de plantas ocasionadas por patégenos necrotroficos.

2.2 Patégenos necrotroficos e sua relagdo com o hospedeiro

Patogenos necrotréficos sdo aqueles que matam as células do hospedeiro
e a partir delas extraem seus nutrientes (Mengiste, 2012). Este grupo de
patbgenos € subdividido conforme sua interagdo com o hospedeiro: 0s
necrotréficos com ampla variedade de hospedeiros (BHN), que sdo capazes de

infectar diferentes espécies de plantas, e os necrotréficos hospedeiro-especificos
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(HSN), que infectam apenas uma espécie, e que sao capazes de produzir toxinas
hospedeiro-especificas (HSTs) (Laluk & Mengiste, 2010; Mengiste, 2012).

O processo de infeccdo geralmente inicia-se na adesao ao hospedeiro,
geminacdo e penetracdo, seguida da colonizacdo com a formacédo das primeiras
lesGes, expansao e destruicdo do tecido. Apds, inicia sua reproducédo, incluindo a
esporulacédo (Prins et al., 2000). Antes e durante essa colonizagédo do tecido,
esses patdégenos possuem a capacidade de produzir uma grande variedade de
enzimas, como celulases e pectinases. Estas enzimas sdo conhecidas por
degradarem a parede celular (CWDES), permitindo ao patdégeno o acesso aos
nutrientes celulares (Dickinson, 2003; Laluk & Mengiste, 2010). Além destas
enzimas, 0s patégenos produzem uma imensa variedade de compostos
fitotoxicos, que podem ser essenciais para a capacidade de viruléncia e
patogenicidade (Mengiste, 2012). Estes compostos podem também ser toxicos
em produtos utilizados para alimentacdo. Varias espécies de fungos produzem
toxinas, como Cochliobolus victoriae (Wolpert et al., 1985), C. carbonum (Walton,
2006), Botrytis cinerea (Valero et al., 2008), Pyrenophora tritici-repentis
(Pandelova et al., 2012), Penicillium sp.(Belli et al., 2004; Valero et al., 2008),
Fusarium oxysporum (Laluk & Mengiste, 2010), Rhizoctonia solani (Laluk &
Mengiste, 2010), Alternaria alternata (Gilchrist & Grogan, 1975; Markham & Hille,
2001), Alternaria brassicicola (Pedras et al., 2009), entre outras. Essa diversidade
de compostos, tanto produzidos e liberados pelo patégeno, como aqueles
provenientes da degradacdo da parede celular da planta, é que ira desencadear o
processo da PTI.

A fase inicial da doenca causada por necrotroficos ativa diversas respostas
imunes da planta, que envolve complexos eventos celulares, histologicos,

bioguimicos e moleculares, e que juntos, limitam a proliferacdo do patdégeno
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(Mengiste, 2012). A principal caracteristica neste processo € o surgimento da
morte celular, que é em parte decorrente do efeito das enzimas liberadas pelo
patdgeno e pode também ser uma reacao da planta, favorecendo os necrotroficos
(Laluk & Mengiste, 2010). Existem patdogenos que causam a morte celular pela
alteracdo de mecanismos da planta, como é o caso de B. cinerea, que é capaz de
induzir a expressédo de genes de autofagia em Arabidopsis, gerando morte do
tecido (Lai et al., 2011).
Simultaneamente ocorre a formacdo e acumulo de calose e modificacfes
na parede celular no local da infeccdo, a fim de reforca-la para evitar a
proliferacdo do patégeno. Além destes mecanismos, a planta produz compostos
como as espécies reativas de oxigénio (ROS) e metabdlitos secundarios com
acao antimicrobiana, que sdo amplamente chamados fitoalexinas (Mengiste,
2012). As ROS sao sintetizadas pela planta para tentar evitar o crescimento do
patdogeno. Estas moléculas possuem acdo antimicrobiana, e ao mesmo tempo
agem como sinalizador de mecanismos de resisténcia, pois ao ser liberada no
apoplasto, ativam os canais de Ca?*. Este ion terd sua concentragio aumentada
e, além de induzir a “explosdo” oxidativa, também ira causar varias respostas
celulares, inclusive de defesa (Yoshioka et al., 2009). Em geral, ROS facilita a
morte celular e, devido a isso, beneficia o0 sucesso da infecgdo por necrotroficos,
sendo que algumas espécies também possuem a capacidade de sintese de ROS
(Mengiste, 2012). As fitoalexinas sdo um grupo heterogéneo de compostos,
considerados marcadores moleculares de resisténcia a doencas, além de
contribuirem efetivamente na defesa (Ahuja et al., 2012). Podem ser citados
exemplos importantes como a camalexina em Arabidopsis, escopoletina em
solanaceas e resveratrol na videira, entre outros tipos de fitoalexinas produzidas

em plantas apds contato com o patégeno (Ahuja et al., 2012).
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Ainda durante o processo de infeccdo, temos a sinalizacdo através de
horménios como o ET, AJ, AS e ABA, entre outros. A alteracdo homeostética
destes horménios pode encaminhar a planta a suscetibilidade ou resisténcia
(Mengiste, 2012). O efeito sinérgico do AJ e ET na defesa contra necrotroficos foi
verificado através de diversas evidéncias genéticas, bem como o antagonismo
com a defesa sinalizada por AS. Porém, de forma independente, o AS pode estar
envolvido na resisténcia a patdégenos necrotréficos, como ja relatado na defesa
em diversas espécies de plantas a B. cinerea (Diaz et al., 2002; Williamson et al.,
2007; El Oirdi et al., 2011). O horménio ABA esta geralmente associado ao
aumento de suscetibilidade da planta a patégenos necrotréficos como Fusarium
oxysporum, B. cinerea e Plectosphaerella cucumerina. Mas também contribui para
a defesa contra Alternaria brassicicola, Sclerotinia sclerotiorum e Leptosphaeria
maculans (Laluk & Mengiste, 2012). Quanto a resisténcia genética, com excecao
da proteina RLM3, uma proteina R envolvida na imunidade de Arabidopsis a
varios patdégenos necrotroficos (Staal et al., 2008), ndo existem genes R
associados a resisténcia a necrotroficos.

O processo de interacdo planta-necrotréfico apresenta diversas vias de
infeccdo, por parte do patdogeno, e de reconhecimento, por parte da planta
(Mengiste, 2012). Essa complexidade acarreta em dificuldade de controle. Perdas
de colheitas resultantes das doencgas causadas por esses fungos sao elevadas,
mas as estatisticas sobre os danos totais sao dificeis de obter. Apesar de
consideravel, grande perda de rendimento causada por fungos como Sclerotinia
sclerotiorum e Botrytis cinerea, relatado por Laluk & Mengiste (2010), representa
apenas uma pequena fracdo do impacto econémico mundial de patdégenos
necrotroficos, ndo se sabendo, ao certo, a magnitude e prevaléncia do prejuizo

causado por esses agentes. Assim, como resultado do alto custo do controle, bem
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como da frequéncia de resisténcia a fungicidas, é importante haver um aumento
na identificacdo da resisténcia genética a patdgenos necrotroficos (Laluk &
Mengiste, 2010). A caracterizacdo de componentes celulares envolvidos na
transducédo de sinais e o entendimento do papel de sinais moleculares da defesa
em plantas sdo de grande importancia para um entendimento do reconhecimento

do patégeno e a ativacdo de respostas de defesa na planta.

2.2.1 Botrytis cinerea

A espécie B. cinerea Pers. (teleomorfico Botryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetzel) é um fitopatdgeno necrotréfico ndo especifico, capaz de colonizar mais
de 200 espécies de plantas no mundo, entre elas importantes espécies cultivadas,
podendo causar grandes perdas e danos em plantacbes e em frutos apds sua
colheita. Dentre as espécies estao videira, morangueiro, tomateiro, pepino, batata
e tabaco (Williamson et al., 2007; Zhang & Van Kan, 2013). Essa ampla gama de
hospedeiros se deve a capacidade de B. cinerea em infectar diferentes partes da
planta como folhas, flores, frutos, caules, e em alguns casos a parte superior da
raiz, a base do caule e érgdos de armazenamento, como a cenoura (Droby &
Lichter, 2007). Além disso, sua capacidade de sobreviver por extensos periodos e
nas mais diversas faixas de temperatura, seja na forma de estrutura de
resisténcia, o esclerédio, ou de micélios e conidios, faz com que esta espécie seja
um dos fungos patogénicos necrotréficos mais estudados e, ainda assim, com
grande dificuldade de controle.

O processo de infeccéo de B. cinerea ocorre através da penetracdo da hifa
ou do conidio por ferimentos, aberturas naturais, como os estdmatos, e também
diretamente, através da formacéo de apressorio, que é distinto dos tipos classicos

encontrados em Colletotrichum ou Magnaporthe (Tenberge, 2007; Williamson et
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al., 2007). Apos penetrar no tecido do hospedeiro, através do tubo germinativo do
conidio, havera a liberacdo de enzimas para degradacdo do tecido, como
cutinases e lipases, que acarretara na morte celular, formando a primeira lesao.
Com a expanséao da lesdo, e consequentemente, colonizacéo pelas hifas, havera
a esporulacéo, permitindo a dispersao dos novos conidios (van Kan, 2006; Holz et
al., 2007). Durante este processo, assim como grande parte dos patégenos
necrotroficos, ha liberacdo de metabdlitos fitotoxicos, sendo a toxina botrytial a
mais conhecida e estudada (Nakajima & Akutsu, 2013). Devido as suas
caracteristicas, este patdégeno € a segunda espécie mais estudada em pesquisas
moleculares (Dean et al., 2012) na interacado com diferentes hospedeiros.

Nessa relacédo planta-patdgeno, varias pesquisas foram feitas relacionando
as principais vias hormonais — ET, acido salicilico (AS) e do acido jasmonico (AJ)
— com a defesa a B. cinerea em diferentes espécies. Classicamente, a sinalizacédo
por AS esta envolvida na resisténcia a biotroficos e hemibiotroficos, enquanto que
a combinacdo de AJ e ET sinalizam a resisténcia contra patdgenos necrotréficos
(Rowe et al., 2010; Robert-Seilaniantz et al., 2011). No entanto, essa relagdo nao
€ encontrada na defesa contra B. cinerea.

Diaz et al. (2002) verificaram a influéncia do ET e do AS na resisténcia de
tomate a B. cinerea. Neste estudo, quando tomateiros foram tratados
simultaneamente com ET e AS exdgenos apresentaram menor suscetibilidade a
B. cinerea, do que quando os hormoénios foram aplicados separadamente. O ET
acelera a senescéncia em folhas, estimulando o desenvolvimento de necrose,
que, por sua vez, facilitaria a disseminacéo do patogeno (Diaz et al., 2002).

A inducéo de resisténcia a B. cinerea pelo tratamento com AS foi também
relatado em feijdo (Meyer & Hofte, 1997) e em tabaco (Murphy et al., 2000). El

Oirdi et al (2011) mostraram que B. cinerea produz um exopolissacarideo (EPS),



14
considerado um fator de viruléncia chave, que ativa a rota do AS em plantas de
tomate. Esse acumulo suprime a sinalizacéo por AJ ap0s sua sintese, através da
manipulacdo do NPR1, que esta envolvido na supressao da sinalizacdo de AJ
mediada por AS (El Oirdi et al., 2011).

Em A. thaliana, a resisténcia a B. cinerea envolve a contribuicdo das rotas
mediadas por AJ e ET, enquanto que a via do AS nao apresenta efeitos
significativos. Plantas mutantes insensiveis a AJ apresentaram maior
suscetibilidade a B. cinerea, enquanto que mutantes insensiveis na resposta por
AS foram tdo resistentes quanto as selvagens (Thomma et al., 1998). J4 as
plantas de Arabidopsis mutantes defectivas na rota de sinalizagédo do foram mais
suscetiveis a B. cinerea (Thomma et al., 1999).

Outros fitohormonios tém sido estudados na interacdo com B. cinerea,
inclusive mostrando a capacidade do patégeno em produzir tais horménios, como
€ 0 caso do ABA (Sharon et al., 2007). Beyers et al. (2014) concluiram, a partir de
estudos em tomate, que a resisténcia absoluta a B. cinerea ndo depende das vias
de sinalizacdo principais apenas, mas da combinacdo entre elas, que pode
apresentar grandes variagcées conforme o hospedeiro (Diaz et al., 2002; Beyers et
al., 2014).

Outros compostos produzidos pela planta durante o processo de
resisténcia foram estudados quanto a sua capacidade de acao contra B. cinerea.
Os metabdlitos secundarios denominados fitoalexinas sdo os mais conhecidos,
pois séo produzidos em diferentes espécies de plantas, com acdo antimicrobiana
ja conhecida (Van Baarlen et al., 2007). Em tabaco, por exemplo, podem
aumentar a resisténcia a B. cinerea a partir da inibicdo da germinacdo do esporo

(El Oirdi et al., 2010).
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Os oligogalacturonideos (OGAs), liberados da parede celular da planta
durante a invaséo de patdgenos, também induzem varias respostas de defesa no
hospedeiro. No estudo de Ferrari et al. (2007), foi verificado que os OGAs
aumentaram a resisténcia em Arabidopsis contra B. cinerea independentemente
da sinalizacdo mediada por AJ, AS e ET.

A sistemina, encontrada em espécies da familia Solanaceae, como tomate,
batata, pimenta e fumo, é outro destes compostos (El Oirdi et al., 2011). Este
oligopeptideo estad envolvido na resisténcia de tomate a B. cinerea,
independentemente da via do ET (Diaz et al., 2002). Além destes, foi encontrada
uma atividade inibitéria causada por proteinas PR extracelulares no crescimento
das hifas de B. cinerea in vitro. Porém na planta a inducdo de tais proteinas
ocorreu em baixos niveis, levando os autores a sugerir que a infeccdo agressiva
de B. cinerea pode ter causado a morte das células do hospedeiro antes que a
resposta de defesa pudesse ter ocorrido (Murphy et al., 2000).

Além desse envolvimento de diferentes compostos na defesa, 0 modo de
infeccdo de B. cinerea pode estar envolvido na capacidade do hospedeiro em
ativar suas rotas de defesa. Como é o caso da espécie Nicotiana tabacum cv.
Petit Havana, que apresentou sintomas mais severos da doenc¢a quando infectada
com fragmentos de meio contendo micélio do que quando inoculada com esporos.
Os autores sugerem que o maior acumulo de escopoletina, que é um metabdlito
antimicrobiano sintetizado pelo tabaco, e de proteinas PR nas plantas inoculadas
com esporos, € parte da resposta. Além disso, o micélio do fungo é capaz de
metabolizar a escopoletina e de produzir mais proteinas de viruléncia efetivas,
dessa forma causando mais sintomas da doenca (El Oirdi et al., 2010).

Todos estes estudos apresentados demonstram que a planta pode usar

diversas rotas e compostos na tentativa de impedir a infeccdo por B. cinerea.
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Devido a isso, o controle da doenca através de resisténcia genética € considerado
muito dificil de ser alcancado. Atualmente, o controle através do uso de quimicos
continua sendo o principal meio de reduzir a ocorréncia de B. cinerea nas
principais culturas, devido a auséncia de cultivares resistentes (Nakajima &
Akutsu, 2013). O mais comum €é o uso de fungicidas por pulverizacdo das partes
aéreas da planta e também nos frutos apds sua colheita (Leroux, 2007). Porém, o
uso intensivo de fungicidas, como o benzimidazol e a dicarboximida, levou a uma
rapida selecdo de linhagens resistentes em varios paises (De Miccolis Angelini et
al, 2014a). Conforme o caso, a aplicacdo de mdultiplos fungicidas, intercalados
numa mesma estacdo, é indicada para evitar o surgimento de resisténcia
(Williamson et al., 2007; De Miccolis Angelini et al., 2014Db).

Por essas razfes, existe a necessidade de uma maior compreensado da
interacdo de B. cinerea com seus hospedeiros especificos. O custo para gerar um
novo fungicida é tdo grande que apenas as principais culturas atraem interesse
suficiente para isso (Williamson et al., 2007). Para desvendar essa complexidade
€ necessario entender melhor o papel de diferentes vias de resisténcia da planta,
e, especialmente, os métodos pelos quais B. cinerea interfere e explora os
sistemas de defesa de plantas para o seu préprio beneficio (Williamson et al.,

2007).

2.2 Genbmica funcional

2.2.1 Uso de plantas modelo

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, cada vez mais
sofisticadas e caras, € necessario seu uso de forma mais eficiente facilitada pelo
uso de organismos modelo (Dickinson, 2003). O uso de plantas modelo para

estudos de rotas metabdlicas e principalmente para descoberta de genes e outros
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fatores relacionados a resisténcia em plantas € devido a facilidade de
manutencao e ciclo de vida mais curto (Dickinson, 2003). Dentre as espécies de
planta modelo mais utilizadas em estudos estdo Arabidopsis thaliana (Dickinson,
2003; Burch-Smith et al., 2006; Huffaker et al., 2006; Huffaker & Ryan, 2007,
Laluk & Mengiste, 2010) e Nicotiana benthamiana (Dean et al., 2005; Goodin et
al., 2008; Lico et al., 2008; Oh et al, 2010; Schneider & Collmer, 2010).

N. benthamiana é uma espécie suscetivel a uma ampla variedade de
fitopatdgenos, tornando-a importante nos estudos de interacao planta-patégeno,
principalmente em estudos da imunidade inata e sua sinalizacdo (Zhu et al.,
2012). Seus primeiros usos foram no estudo de doencas causadas por virus.
Posteriormente tornou-se popular em outras areas devido ao avanco tecnolégico,
principalmente de trés técnicas: a expressdo local de genes externos a planta
através do uso de vetores, a técnica de VIGS e a agroinfiltracdo. A expressao
local, por exemplo, € utilizada para visualizacdo de proteinas fusionadas a
proteinas fluorescentes como a proteina verde fluorescente (GFP), através de sua
expressao transiente que permite localizagéo celular (Goodin et al., 2008). Estas
ferramentas tém sido muito utilizadas em N. benthamiana e pouco em A. thaliana,

a planta mais utilizada no estudo de genética molecular (Burch-Smith et al., 2006).

2.2.2 Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

Em plantas, o silenciamento génico pos-transcricional (PTGS) é um
importante e eficiente mecanismo natural de defesa contra a infeccao viral
(Rodriguez-Negrete et al., 2009). As plantas de interesse podem ser infectadas
por virus recombinante, induzindo o mesmo mecanismo natural de defesa, que
por sua vez terA como alvo o RNA correspondente ao transgene inserido

(Voinnet, 2001). Dessa forma, a técnica de VIGS permite o estudo da funcdo de
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genes por meio da utilizacdo de vetores virais, nos quais € inserido um fragmento
de interesse para formar o RNA dupla fita (dAsRNA) (Unver & Budak, 2009). Apos
a formacéo do dsRNA, este é clivado em fragmentos de 21 a 26 nucleotideos pela
DICER, uma enzima com dominios de RNase lll. Estes fragmentos resultantes,
denominados pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs), sdo incorporados no
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), que ira degradar os RNAs
mensageiros (MRNAs) que possuam identidade com a sequéncia do SiRNA
(Baulcombe, 2004; Unver e Budak, 2009).

Diversos autores relatam o sucesso do silenciamento de genes, em
espécies do género Solanum, através da utilizacdo do vetor baseado em TRV
(Hartl et al., 2008; Jablonska et al., 2007). Velasquez et al.(2009) estabeleceram
um protocolo de silenciamento utilizando TRV em tomateiro e em N. benthamiana,
onde apresentam o silenciamento do gene da fitoeno desaturase (PDS), o qual
codifica uma enzima que catalisa as reac¢des iniciais na conversdo do fitoeno em
carotendides coloridos. As plantas silenciadas apresentam fotobranqueamento
caracteristico que pode ser usado como controle do método. Outros autores ja
utilizaram TRV para silenciamento em N. benthamiana (Senthil-Kumar et al.,
2007; Senthil-Kumar & Myrose, 2011) e em outras solanaceas. Senthil-Kumar &
Myrose (2011) utilizaram VIGS em N. benthamiana e tomate, através do uso de
TRV, para genes marcadores que provocavam fenétipo visivel, incluindo o gene
PDS. Os autores relataram a capacidade do silenciamento génico ocorrer por
mais de dois anos, pela transmissao de VIGS para a progénie via semente. Essa
capacidade pode facilitar estudos de genes relacionados ao desenvolvimento da

planta e a sua resisténcia a estresses (Senthil-Kumar & Myrose, 2011).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

As sementes de Nicotiana benthamiana foram desinfestadas por 5 min em
alcool etilico 70%, 5 min em hiplocorito de sédio 1,75%, acrescido de 0,1% de
Tween-20 seguidas de cinco lavagens com agua destilada e autoclavada (ADE)
(Steenkamp, 2011). Em seguida foram dispostas em copos de 400 mL contendo
substrato comercial (Garden Plus®) previamente autoclavado e vermiculita
expandida (Carolina Soil®) na proporcao 2:1, respectivamente. As plantas foram
mantidas em camara de crescimento a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h de luz por

um periodo especifico, conforme cada experimento.

3.2 Isolado de Botrytis cinerea

O isolado de B. cinerea utilizado neste trabalho foi coletado de Petunia
hibrida e faz parte da colecdo do Laboratorio de Fitopatologia Molecular,
Departamento de Fitossanidade, Faculdade de Agronomia, UFRGS. O isolado foi
mantido em meio de cultivo Batata-Dextrose-Agar (BDA) em placas de Petri,

contendo 2% sacarose, 2% agar e 30% de caldo de batata.
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3.2.1 Teste de patogenicidade e visualizac&o de estruturas do fungo

Para o teste de patogenicidade foram preparadas duas metodologias: um
in6culo a partir de uma suspensao de esporos e outro constituido de micélio em
um cilindro de BDA com 5 mm de diametro do isolado de B. cinerea, denominado
plug. Para o método de suspensédo de esporos, um plug de BDA com micélio foi
transferido para uma placa de Petri contendo BDA e mantido sob fotoperiodo de
16 h de luz por 21 dias, a 25 + 2 °C. Esta placa foi entdo lavada com 3 mL de
ADE para retirada dos esporos e a suspensao foi observada em microscopio, com
uso da camara de Neubauer, para contagem de esporos. Foram utilizadas as
concentracdes de 1 x 10° e 1 x 10° esporos.mL™ aplicadas de dois modos
distintos: 10 pL aplicados sobre a face adaxial na forma de gota ou 50 uL
aplicados com um pincel também na face adaxial. O método de plug com micélio,
também utilizado no item 3.6, foi realizado conforme Oirdi et al. (2011). Um plug
foi transferido para uma nova placa de Petri contendo BDA, que foi mantida sob
fotoperiodo de 16 h de luz por 7 dias, a 25 + 2 °C. Apds este tempo, foram
retirados plugs e depositados cuidadosamente sobre a face adaxial da folha, com
a superficie contendo micélio em contato direto com a superficie da folha. Estas
folnas foram mantidas em camara Umida, que consistiu em placas de Petri
contendo papel filtro umedecido com 1,5 mL de ADE. As folhas foram mantidas
acima do papel filtro com suportes de madeira e as placas foram vedadas com
parafiime e mantidas sob fotoperiodo de 16 h de luz a 22 + 3 °C. Os sintomas
foram observados diariamente e as folhas foram fotografadas entre 2 e 3 dias
apos a inoculacdo. Algumas folhas, trés dias apds a inoculagdo, foram
descoloridas em metanol 100% por 24 h, coradas com azul de Trypan 0,5%
(2,125 g de NaCl, 1,25 g de Azul de Trypan e 250 mL de agua) e observadas em

microscoépio optico.
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3.2.2 Quantificacdo do patdégeno por RT-gPCR

As folhas provenientes da camara umida foram avaliadas quanto ao
crescimento do patdgeno através da RT-gPCR. Para isso, algumas folhas foram
separadas para extracdo de RNA total e sintese de cDNA (itens 3.3.2 e 3.3.3,
respectivamente). Foi realizada a analise da expressdo do gene de actina
(Bcactin), um marcador de crescimento ativo de B. cinerea (Diaz et al., 2002,
Wang et al., 2013). A expresséo relativa de Bcactin foi determinada atraves da
quantificacdo de mRNA, por meio de PCR gquantitativo em tempo real — RT-qPCR.
Nesta etapa incluiu os oligonucleotideos iniciadores para o gene enddgeno
(NbEF-7a) e Bcactin (Tabela 1) . A RT-gPCR consistiu de 4 pL de cDNA diluido
40 vezes; tampao 1X (Invitrogen); 2mM de MgCl;; 0,1 mM de cada dNTP; 0,2 uM
de cada oligonucleotideo iniciador; SYBR® Green (Invitrogen) diluido 10000X; 0,2
puL de ROX (Invitrogen); 0,25 U de Platinum® Tag e 3,05 pL de agua
ultrapura para completar o volume de 10 pL. As reacBes em tempo real foram
executadas em um sistema de deteccdo de sequéncia modelo 7300 Applied
Biosystems, com as seguintes condi¢des: 2 min a 50 °C; 10 min a 95 °C; 40 ciclos
de 15 sa 95 °C e 1 min a 60 °C. Ao final destes ciclos foi realizada a etapa de
dissociacao que consistiu de 15 s a 95 °C; 1 mina 60 °C; 15sa 95 °C; 15 s a 60
°C. A especificidade da reacao foi verificada através de gel de agarose e pela
curva de dissociacdo. O limiar de fluorescéncia foi estabelecido automaticamente
pelo programa 7000 System SDS — Sequence detection, version 1.4 (Applied
Biosystem), bem como o céalculo de ciclo limiar (Ct) de cada reacdo. Os valores de
Ct gerados foram exportados para o programa “Excel” (Microsoft). A quantificagao
relativa do gene de interesse em relacdo ao gene enddgeno foi determinada
conforme a fungdo ACt = Ctgene de interesse — Ctgene enddégeno. A média das

plantas coletadas na segunda semana foi utilizada como padrédo (calibrador) na
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comparacao ao longo do tempo e a média das folhas na comparacao entre
diferentes érgaos. Para isso foi utilizada a fungao AACt = ACt (plantas na semana
especifica/orgao especifico ou tratada) — ACt (plantas da primeira coleta/folha ou
controle). Finalmente, a abundancia de transcritos de cada gene foi determinada

pela formula; 2745

(Livak & Schmittgen, 2001). Todas posteriores analises de
expressao relativa por RT-qPCR foram conduzidas nas mesmas condi¢bes aqui

citadas, mudando apenas os oligonucleotideos iniciadores.

3.3 Busca e identificacdo do ortélogo do gene AtPROPEP1 em
Nicotiana benthamiana

A busca do ortélogo do gene AtPROPEP1 em N. benthamiana foi realizada
com base nas sequéncias previamente descritas em Arabidopsis thaliana,
Solanum lycopersicum e S. tuberosum, através da compara¢do com sequéncias
depositadas no GenBank (NCBI, Bethesda, MD, EUA) e nas bases de dados Sol
Genomics Network (Bombarely et al., 2011) e “The Nicotiana benthamiana
Sequencing Consortium” [http://www.benthgenome.com], utilizando os programas
BLAST [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST (Altschul et al., 1997)] e Genomatix-
Software Suite v3.0 [http://www.genomatix.de/].

Os oligonucleotideos iniciadores para o0s genes NbPROPEP1 e
NbPROPEP2 (Tabela 1) foram projetados, sempre que possivel, com localizacao
nas regides codificantes, as quais foram identificadas por meio do alinhamento
entre as sequéncias das espécies citadas no item 3.3. Foram incluidos sitios para
as enzimas de restricdo Hpal e EcoRI nos oligonucleotideos iniciadores para
permitir a clonagem direcional da sequéncia de cDNA no vetor viral TRV. A PCR
para amplificacdo de partes dos genes foi composta de tampao 1X (Invitrogen),

2,5 mM de MgCly; 0,1 mM de cada dNTP; 0,5 uM de cada oligonucleotideo
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iniciador; 1 U de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen) e 4 uL de DNA ou
cDNA diluido 40 vezes, sendo o volume final ajustado com agua ultrapura para 10
ou 20 uL. A reacéo foi realizada em termociclador sob as seguintes condi¢des:
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min; 35 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 30
s, pareamento a 60 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 1 min, seguida de uma
extensao final a 72 °C por 5 min. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram
estimados pela comparacdo com o perfil eletroforético do marcador de massa
molecular de 100 pb (Invitrogen) em gel de agarose a 2% em TBE 1X. Os
produtos da amplificacdo foram sequenciados e utilizados para insercdo no

plasmideo pGEM-T© Promega®, conforme descrito posteriormente no item 3.3.4.

TABELA 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas PCR e gRT-PCR.

Direto (5’ a 3) Reverso (5’ a 3’)

NbPROPEP_1 ;g'(:;TAACAAAGAGAGAGGTCGAGG ATGAATTCGCGACTCTGGTTTTGGAGA
NbPROPEP_2 Igi_:TAACCGAGAGAGAGCTCGAGT ATGAATTCGACATACTAGAAGATGAAG
NbPepn2 TRV TGGTTAACAGGGGAAGAACACCACC ATGAATTCTGTTCTGAGGAGGACTTCCT

Pe_ AAGACC CTACT
NbEF-1a’ CTGATTATTGACTCCACCACTG CATCTTGTTACAGCAGCAAATC
NbPR1la CAAGACTATTTGGATGCCCAT TGACCATGAGAATGTACGAGG
NbACO12 ATGCTTGTGAGAACTGGG GCCACCAATTCTTTAAATCTC
NbETR1 CTTGGATCTTTCAAGGCTTGA CACAGATGCAATAGGCTTG
NbERF13 CGGCTCAAACATGCGTAAGC TACAGTAACATCTGGAGGTTCCAAC
Bcactin GACCTTCAACGCCCCTGCATT TGGAACAACGTGAGTAACTCCG
TRV GAGCATAATTATACTGATTT CGAGAATGTCAATCTCGTAGG

* As sequéncias em destaque representam os sitios das enzimas Hpal e EcoRlI inseridos nos
oligonucleotideos iniciadores.
1 - Sequéncias obtidas (total ou parcialmente) do estudo de Shibata et al., 2010;
2 - Sequéncias obtidas (total ou parcialmente) do estudo de Shan & Goodwin, 2006.
3 - Sequéncias obtidas (total ou parcialmente) do estudo de Todd et al., 2010.
3.3.1 Extracao de DNA total
O DNA de N. benthamiana foi extraido de aproximadamente 100 mg de

tecido foliar pelo método CTAB, adaptado de Murray & Thompson (1980).

Aproximadamente 100 mg de tecido foi triturado junto ao nitrogénio liquido. Em
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seguida foram adicionados 750 pL de tampéo de extracdo CTAB (CTAB, 55 mM;
Tris, 100 mM pH 8,0; EDTA, 10 mM; NacCl, 0,7 M) e 15 pL de 2-mercaptoetanol. A
mistura foi homogeneizada vigorosamente por 2 min, incubada a 65°C durante 30
min e, posteriormente, acrescentados 500 pL de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1, v:v). A mistura foi novamente homogeneizada vigorosamente por 1 min e
centrifugada por 10 min a 16000 x g em temperatura ambiente. A fase liquida
sobrenadante foi transferida para um novo tubo (= 500 uL), na qual foi adicionado
igual volume de isopropanol (500 pL) e 50% do volume de acetato de aménio 7,5
M (250 uL). Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min a 16000 x g em
temperatura ambiente. A fase sobrenadante foi desprezada e o precipitado foi
lavado com 1 mL de etanol 70% por duas vezes, centrifugado por 5 min a 16000 x
g, seco a 65 °C e solubilizado em 50 pL de agua ultrapura. O material extraido foi

armazenado a — 20 °C.

3.3.2 Extracdo de RNA total e sintese do cDNA

O RNA total foi extraido de aproximadamente 100 mg de tecido foliar
triturado junto ao nitrogénio liquido. Ao tecido triturado foi acrescentado 1 mL de
TRI Reagent® (Ambion) e a extracdo foi procedida conforme as instru¢cdes do
fabricante. O RNA foi entdo submetido a reacdo com a enzima DNase | (RQ1
RNase-Free DNase — Promega) de acordo com o protocolo do fabricante.

A reacgdo de sintese de cDNA foi composta de aproximadamente 250 ng de
RNA total tratado com DNase [; tampao 1X da GoScript™; 2 mM de MgCl;; 0,4

mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Invitrogen); 1,3 uM de oligo(dT)

B-TTTTTTTTITTTITTTIT T - 3’); 6 U de Recombinant RNasin® Ribonuclease

Inhibitor (Promega) e 48 U de GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega),
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totalizando um volume de 6 pL que foi submetido as seguintes condi¢cfes: 5 min a

25°C,1ha42°Ce 15 mina 70 °C.

3.3.3 Eletroforese em gel de agarose

A concentracdo e qualidade de RNA total extraido, bem como dos
plasmideos, foi estimada através de eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a
0,8%, contendo o tampao TBE 1X [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de H3BO;
e 2 mM de EDTA] sendo utilizado como marcador 500 ng de AHindlll. O gel foi
deixado em contato com tampé&o TBE 1X adicionado de brometo de etidio (0,5 ug
mL?) por 30 min, fotografado e analisado através do sistema de
fotodocumentacdo computadorizado (Loccus Biotecnologia). Todas as demais
separacbes de acidos nucleicos por eletroforese seguiram estes mesmos

procedimentos para analise de gel.

3.3.4 Clonagem do cDNA de NbPROPEP no vetor p-GEM T

A amplificacdo por PCR do cDNA para clonagem foi realizado conforme
descrito no item 3.3.1. Nesta etapa foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores (Tabela 1) em diferentes combinagdes: NbPROPEP_1 F e R,
NbPROPEP_2 F e R, NbPROPEP_1 F e NbPep2_TRV R, NbPROPEP_2 F e
NbPep2_TRV R, NbPep2_TRV F e R. Os cinco diferentes fragmento originados
foram inseridos no vetor de clonagem pGEM-T© Promega® conforme indicagcao

do fabricante.

3.3.5 Transformacédo genética de Escherichia coli
O produto de ligacao entre os insertos e o vetor pGEM-T foram inseridos

em células eletrocompetentes de Escherichia coli XL-1 (Stratagene, CA, USA)
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com auxilio do eletroporador MicroPulser™ (BIO RAD). Primeiramente, 2 uL da
reacao de ligacdo foram adicionados a 40 pL de células eletrocompetentes, sendo
a mistura incubada durante 1 min em gelo. Foi aplicado um pulso de 1,8 kV para
eletroporacéao, realizada em cubetas de 0,1 cm (BIO RAD). Imediatamente apds
foi acrescentado 1 mL de meio Luria-Bertani (LB) liquido contendo 1% de
peptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% NaCl, pH 7,5 (Sambrook et al.,
1989). As células foram, entéo, transferidas para tubos de vidro e incubadas por 1
h a 37 °C sob agitacdo de 225 rpm. Apés este periodo, uma aliquota de 100 uL da
cultura foi plagueada em meio LB soélido contendo 1,4% de agar, acrescido de 40
nug mL™ de IPTG, 80 pg mL™ de X-Gal, 50 pg mL™ de ampicilina e 15 pg mL™ de
tetraciclina. As bactérias foram mantidas a 37 °C em estufa por 12 h ou mais,
conforme crescimento.

ApOs o cultivo das células transformadas, parte de cada coldnia
recombinante foi utilizada na PCR para a identificacdo das colbnias. Nesta
reacao, foi utilizado tampao 1X (Invitrogen); 1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada
dNTP; 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (pUC/M13 F 5- CGC CAC GGT
TTT CCC AGT CAC GAC -3’ e pUC/M13 R 5’- TCA CAC AGG AAA CAG CTA
TGA C -3'); 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura para
completar o volume de 20 pL. A reacéo foi realizada sob as seguintes condi¢des:
desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min; 30 ciclos constituidos de desnaturacdo a
94 °C por 1 min, pareamento a 55 °C por 1 min, extensdo a 72 °C por 2 min;
extensao final a 72 °C por 7 min. Os produtos da PCR foram analisados em gel de

agarose a 2%, permitindo a identificagdo das colbnias transformadas.
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3.3.6 Extracao de plasmideos recombinantes

A extracdo dos plasmideos recombinantes a partir das colbnias
confirmadas foi realizada conforme protocolo descrito por Brasileiro & Carneiro
(1998). Para cada um dos transformantes foram transferidas trés colbnias para
100 mL de meio LB liquido acrescido de 50 pg mL™ de ampicilina e 15 ug mL™ de
tetraciclina. O meio foi mantido sob agitacdo (225 rpm) em torno de 24 h a 37 °C.
As células foram coletadas por centrifugacédo a 4.000 x g durante 5 min a 4 °C.
Em seguida, foram ressuspendidas em 200 pL de solucdo P1 (RNase 100 ug. mL’
1 Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM), seguida da adicdo de 200 pL da
solugdo P2 (NaOH 200 mM; SDS 1 %) e inversdo do tubo para completa
homogeneizagdo, observando a formagdo de uma solucdo viscosa indicando lise
celular. Na etapa seguinte, foi adicionado 200 uL da solucdo P3 (acetato de
potassio 3M, pH 5,5), inversdo do tubo para a homogeneizacédo, seguida de
centrifugacdo a 16.000 x g por 10 min. A fase superior do centrifugado foi
transferida para novo tubo e realizadas duas extracdes pela adicdo de igual
volume (aproximadamente 500 plL) de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, viv) e
agitacao, seguida de centrifugagcéo a 16.000 x g por 2 min. Para a precipitacdo do
material, foi utilizado igual volume de isopropanol (aproximadamente 500 ulL) e 10
% de acetato de sédio 3M com pH 5,2, mantendo durante 2 h a —20 °C com
posterior centrifugacdo a 16.000 x g por 15 min a 4 °C. O precipitado obtido foi
entdo lavado com 1 mL de etanol 70 %, centrifugado a 16.000 x g por 5 min a 4
°C e ressuspendido em 50 uL de &gua ultra pura. A concentracdo dos plasmideos
extraidos foi estimada por eletroforese em gel de agarose conforme descrito no

item 3.3.3.
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3.3.7 Reacéao de sequenciamento
A partir da amplificacdo por PCR descrita no item 3.3.5 foi realizado o
sequenciamento dos possiveis genes NoPROPEP1 e NbPROPEP2. A reacado de
sequenciamento foi realizada na empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda.
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS), utilizando o sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer. Antes do seguenciamento, O
produto da PCR contendo aproximadamente 50 ng foi tratado com as enzimas
exonuclease | (EXOI) e a fosfatase alcalina de camarao (SAP), por 30 min a 37 °C
e 15 min a 65 °C, conforme instru¢cbes do fabricante, e 0,25 uM do
oligonucleotideo iniciador universal pUC/M13 R.
Os eletroferogramas obtidos pelo sequenciamento foram analisados
atravées do programa Chromas Lite (Technelysium pty Ltd., Version 2.01),
comparando as sequéncias obtidas no sequenciamento com as sequéncias

depositadas nas bases de dados.

3.3.8 Analise da expressao dos genes NbPROPEP

Plantas de N. benthamiana foram mantidas em camara de crescimento a
25 £ 2 °C e fotoperiodo de 16 h de luz, conforme descrito no item 3.1. Diferentes
partes de trés plantas distintas foram coletadas a cada semana, iniciando na
segunda semana de crescimento. Somente na segunda e terceira semanas foram
coletadas as plantas inteiras. Na quinta e sexta semanas foram coletadas a parte
aérea e raiz separadamente. Na oitava e décima foram coletadas separadamente
a folha, raiz e caule. E na ultima coleta, da décima sexta semana, foi coletada a
folha, raiz, caule e flor, também separadamente. A partir deste material, foi
realizada a extracdo de RNA total e a sintese da fita de cDNA conforme

anteriormente descrito no item 3.3.2 e 3.3.3, respectivamente. A partir do cDNA
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foi realizada a PCR em tempo real conforme descrito no item 3.2.2, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores para o0 gene enddgeno (NbEF-1a) e para

NbPROPEP1 e NboPROPEP2.

3.4 Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

3.4.1 Insercdo do NbPROPEP no plamideo pTRV2b

O vetor viral TRV foi cedido gentilmente por Jane Shaw e Christophe
Lacomme do Instituto de Pesquisa Agricola da Escécia, Dundee. Este vetor é
dividido em dois plasmideos: o pTRV1 e o pTRV2b-GFP. O primeiro possui as
sequéncias que codificam a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),
responsavel pela replicacdo, a proteina ligada ao movimento viral (MP) e a
proteina 1b ou 16K, que parece atuar como um supressor fraco do silenciamento
(Martin-Hernandez & Baulcombe, 2008). Este plasmideo ndo é manipulado,
sendo apenas inserido e multiplicado em bactérias. O pTRV2b-GFP codifica para
a proteina responsavel pela producdo do capsideo (CP) e para a proteina 2b
ligada ao movimento para raiz, além de conter o sitio multiplo de clonagem. Esta
regido possui os sitios de restricdo das enzimas Hpal e EcoRlI, entre os quais
havera a insercdo da sequéncia que sera silenciada quando infiltrada na planta.
Para que esta insercdo seja possivel, estes sitios devem estar presentes no
fragmento a ser inserido. ApOs a confirmacdo por sequenciamento dos
fragmentos inseridos no plasmideo pGEM-T, apenas o produto originado pela
combinacdo dos oligonucleotideos iniciadores NbPep2 TRV F e R foi digerido
com as enzimas Hpal e EcoRlI, simultaneamente ao vetor TRV2b-GFP. Para isso
foi utilizado 550 ng de DNA plasmidial, tampéo da EcoRI 1X, 10 U de EcoRI, 5 U
de Hpal e agua ultrapura para completar o volume final de 50 uL. As reacdes

foram incubadas a 37 °C por 2 h. Imediatamente apds o periodo de incubacao, as
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reacoes passaram por uma re-extracdo para inativar a atividade das enzimas. O
volume dos produtos das digestbes foi ajustado para 500 pL, ao qual foi
acrescentado igual volume de fenol. Apés a homogeneizacao foi realizada uma
centrifugacéo por 2 min a 16000 x g em temperatura ambiente. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo onde foi acrescentado 1/2 volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A nova mistura foi homogeneizada e
centrifugada por 2 min a 16000 x g em temperatura ambiente. A fase aquosa foi
novamente transferida para outro tubo onde foi procedida a etapa de precipitacéo,
a qual diferiu de acordo com o tamanho do fragmento que se desejava recuperar.
No caso do produto de digestdo do pTRV2b-GFP a precipitacdo realizada
favorece a recuperacdo de moléculas grandes, ou seja, do vetor pTRV2b e ndo
da GFP. J4 o método de precipitacdo realizado para o produto de digestdo do
pGEM-NbPROPEP visa otimizar a recuperacéo de fragmentos pequenos, ou seja,
do inserto de NbPROPEP (originado da amplificacdo com os oligonucleotideos
iniciadores NbPep2_ TRV F e R). Dessa forma, o primeiro método, para moléculas
grandes, consistiu na adi¢cdo de 2,5 volumes de etanol absoluto e mais 10% do
volume inicial de acetato de amobnio (7,5 M) sobre a fase aquosa. A mistura foi
homogeneizada e incubada a -20 °C por 1 h. Apdés a incubacdo, foi realizada uma
centrifugacéo a 16000 x g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%, sendo feita uma udltima
centrifugacédo a 16000 x g por 5 min a 4 °C. Por fim, o sobrenadante foi
novamente descartado e o precipitado ressuspendido em 25 pyL de agua
ultrapura. O outro método de precipitacdo, para a recuperacdo de fragmentos
pequenos, consistiu na adicdo de 2 volumes de etanol absoluto sobre a fase
aguosa, homogeneizacéo e incubacao a -80 °C por 1 h. Subsequentemente, a

mistura foi centrifugada a 16000 x g por 30 min a 3 °C. O sobrenadante foi
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descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 95%. Em seguida, foi
feita uma centrifugacdo a 16000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi
novamente descartado e o precipitado ressuspendido em 25 pL de agua
ultrapura. Logo ap0s a etapa de precipitagcdo, a concentracdo das moléculas
digeridas foi estimada em gel de agarose a 0,8%, utilizando o AHindlll como
marcador de massa molecular. Para a reagao de ligacao foi utilizado tampéao para
ligacdes rapidas 1X (Promega), 100 ng de vetor pTRV2b (12300 pb), 20 ng de
inserto NbPROPEP (55 pb), 3 U de T4 DNA ligase (Promega) e agua ultrapura
para completar o volume final de 20 uL. Esta reacéo foi incubada a 4 °C por 16 h.
Os produtos das ligacdes foram utilizados para a transformacdo de células
eletrocompetentes de E. coli XL1, sendo seguida a metodologia descrita no item
3.3.5. Uma aliquota de 100 pL da cultura de células transformadas foi aplicada em
placa de Petri contendo meio LB sélido, acrescido de 15 ug mL™ de tetraciclina e
100 pg mL™ de canamicina. As bactérias foram mantidas em estufa a 37 °C por
12 h.

Parte das colbnias que cresceram no meio de cultura acima descrito foram
avaliadas por PCR, possibilitando a identificacdo de colbnias contendo o
plasmideo de interesse. A PCR destas colbnias foi realizada conforme descrito no
item 3.3.5, porém empregando os oligonucleotideos iniciadores correspondentes
para este vetor (TRV, Tabela 1). As colbnias que apresentaram tamanho de
fragmento esperado foram utilizadas no processo de extracdo de plasmideo,

conforme descrito no item 3.3.6.

3.4.2 Transformacdo genética de Agrobacterium tumefaciens
Apbs confirmacgéo da obtencgéo do plasmideo pTRV2b-NbPROPEP, este foi

inserido em células eletrocompetentes de A. tumefaciens. As células de A.
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tumefaciens GV3101 utilizadas nesta etapa foram gentilmente fornecidas por José
Antdnio Peters do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas. Sendo assim, 2 pL de cada plasmideo foram,
separadamente, misturados a 20 pL de células eletrocompetentes e deixados em
gelo por 1 min. A mistura foi transferida para cubetas de 0,1 cm (BIO RAD), sobre
a qual foi aplicado um pulso de 2,2 kV (MicroPulser™ - BIO RAD). As células
foram rapidamente ressuspendidas em 1 mL de meio LB liquido, transferidas para
tubos de vidro e incubadas por 3 h a 28 °C sob agitacdo de 190 rpm. ApGs este
periodo, uma aliquota de 200 puL de cada cultura de células transformadas foi
transferidas para placas contendo meio LB sélido, acrescido de 100 ug mL™ de
rifampicina e 100 pg mL™ de canamicina. As placas foram incubadas em estufa a
28 °C até a visualizacao das colbnias transformadas (aproximadamente 48 h). As
colénias obtidas foram avaliadas por PCR, possibilitando a identificacdo daquelas
contendo o plasmideo de interesse. A PCR destas colbnias foi composta de
tampéo 1X (Invitrogen); 2 mM de MgCl,; 0,25 mM de cada dNTP; 0,5 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (TRV F e R); 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e
agua ultrapura para completar o volume de 20 uL. As reacfes foram submetidas
as seguintes condi¢cbes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 min; 30 ciclos
constituidos de desnaturacdo a 94 °C por 45 s, pareamento a 45 °C por 30 s,
extensdo a 72 °C por 1 min; extensao final a 72 °C por 5 min. Os produtos da

PCR foram analisados em gel de agarose a 2%.

3.4.3 Agroinfiltracao
As colbnias de A. tumefaciens transformadas e confirmadas anteriormente
foram utilizadas para a agroinfiltracdo. Além destas, foram preparados inéculos de

colénias com os plasmideos: pTRV1, pTRV2b-GFP, pTRV2b-PDS e pTRV2b-
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SIPPROPEP, previamente construidos e descritos em Trivilin et al.(2014). Para o
pré-inéculo, foram transferidas 3 colonias, separadamente, para meio de cultura
LB acrescido de 100 pg mL™ de rifampicina e 100 ug mL™ de canamicina e
mantidos por 16 h a 28 °C, em agitacdo a 180 rpm. Apés, foi preparado o indculo,
gue consiste de 20 mL de LB acrescido de rifampicina e canamicina nas mesmas
concentracbes, 10 mM de acido 2-morfolino etanosulfénico (MES), 20 uM de
acetoseringona e 400 pL do pré-indculo Este indculo foi mantido nas mesmas
condi¢cdes do pré-indculo, porém por 18 h. Apds crescimento, foi realizada a
leitura em espectrofotometro (D.O.s00nm) das cinco diferentes culturas bacterianas
que foram entdo transferidas para tubos tipo Falcon para precipitacdo das células
por 10 min a 5.000 x g. Em seguida o precipitado foi ressuspendido em tampéao de
infiltracdo, contendo 10 mM de MgCl,, 200 uM de acetoseringona e 10mM de
MES, sendo a D.O. das culturas ajustada para 2.
As células ressuspendidas foram mantidas a temperatura ambiente por 3 h.
Para a infiltracdo, a suspensédo de A. tumefaciens com TRV1 foi misturada a cada
uma das construcdes na proporcéo 1:1 (TRV-GFP, TRV-PDS, TRV-NbPROPEP e
TRV-SIPROPEP), independentemente. A agroinfiltracdo com estes in6culos foi
realizada na face abaxial das folhas mais inferiores de N. benthamiana com 5 a 6
semanas de crescimento utilizando seringas de 3 mL. Foram utilizadas 10 plantas
para cada evento de silenciamento e a construgdo TRV-PDS foi empregado em
todas as repeticbes dos experimentos de silenciamento para o controle das
condicbes do ambiente, os quais foram sempre realizados em camara de
crescimento a 20 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h, sendo entdo transferidas, 3 a 5

dias ap0s, para camara de crescimento a 25 + 2 °C.
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3.4.4 Andlise da expresséo génica por RT-qPCR
Nesta etapa foi realizada a analise de expresséo dos genes NbPROPEP1 e
NbPROPEP2 a fim de avaliar o nivel de silenciamento através da quantificacéo de
MRNA, por meio de PCR quantitativo em tempo real — RT-gPCR. Para isto, foram
utilizados oligonucleotideos externos a sequéncia silenciada (NbPROPEP_1 e
NbPROPEP2; Tabela 1). Foram também utilizados oligonucleotideos iniciadores
para 0 gene enddégeno NbEF-7a. Para isto, folhas superiores da planta foram
coletadas 3 a 12 dias apds a agroinfiltracdo, conforme a necessidade, e
armazenadas instantaneamente em nitrogénio liquido. A partir deste material, foi
realizada a extracdo de RNA total e a sintese da fita de cDNA conforme
anteriormente descrito no item 3.3.2 e 3.3.3. A seguir, foi realizada a RT-gqPCR,
nas mesmas condi¢cdes e quantidades ja descritas (item 3.3.8), bem como as

analises de expressao relativa e a analise de significancia estatistica.

3.5 Infiltracédo do peptideo

A sintese da sequéncia de aminoacidos correspondente ao possivel
peptideo NbPep foi realizada pela empresa Sintese Biotecnologia. O produto foi
diluido em agua ultrapura para todos os testes utilizados. A infiltracéo foi realizada
na face abaxial das folhas de N. benthamiana com 5 a 6 semanas, utilizando para
isso uma seringa de 3 mL sem a agulha, até a folha ficar encharcada. A fim de
verificar se o0 peptideo sintetizado NbPep induz a expressdo de genes e se
apresentavam algum efeito durante a infeccdo por B. cinerea (item 3.5.2) , foram

utilizados os métodos descritos a seguir.
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3.5.1 Teste da concentracdo contra a doenca
A infiltracdo do peptideo foi realizada conforme citado anteriormente (item
3.5). Foram utilizadas as seguintes concentra¢cdes: 0 (controle), 1, 10 e 1000 nM
do peptideo. Apés 2 h da infiltracdo, a folha foi coletada para realizacdo da
inoculacdo em camara umida. A folha foi entdo disposta em placa de Petri
contendo uma folha de papel filtro, embebido em 1,5 mL de ADE, com auxilio de
suportes de madeira para evitar que a folha ficasse em contato direto com o
papel. Sobre a folha foi colocado um plug de 5 mm de B. cinerea, conforme
descrito no item 3.2.1. As placas foram vedadas com parafiime e deixadas em
camara de crescimento, em fotoperiodo de 16 h de luz, a 24 £ 2 °C. As folhas
foram observadas diariamente e fotografadas em 2 e 3 dias ap06s a inoculagéo do
patégeno. A area correspondente a lesdo causada por B. cinerea, foi calculada
através do programa AxioVision software (version 4.8.2, 2010). Foram utilizadas
10 plantas para cada concentracdo. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas com a aplicacdo do teste Tukey (p <

0,05).

3.5.2 Teste de inducao da expressdo de NoPROPEP1 e NbPROPEP2

Nesta etapa o peptideo sintético foi diluido na concentragcdo de 20 nM,
sendo a agua utilizada como controle. O peptideo foi infiltrado na segunda ou
terceira folha, conforme o tamanho. Apos 2 h da infiltracdo, uma parte da folha foi
recortada e rapidamente armazenada em nitrogénio liquido, para posterior
extragcdo de RNA total. Da mesma forma, foram coletadas partes da folha nos
tempos de 30, 60, 90 min; 4, 6 e 8 h apos a infiltracdo do peptideo. A partir destas
amostras, foi realizada a extracdo de RNA total (item 3.3.2) e posteriormente a

sintese da fita de DNA complementar (item 3.3.3). Para a expressao por RT-
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gPCR foram utilizados os mesmo reagentes e condi¢des descritos no item 3.3.8,
sob as mesmas condicbes de temperaturas. Os oligonucleotideos iniciadores
usados para as amostras infiltradas foram aqueles que amplificam para os genes
NbEF-71a, NbPROPEP1, NbPROPEP2 (Tabela 1). A quantificacdo relativa do
gene de interesse em relacdo ao gene enddgeno foi determinada conforme

descrito no item 3.3.8.

3.6 Teste da doenca nas plantas silenciadas e/ou infiltradas com o
peptideo

Com a finalidade de verificar a influéncia do peptideo NbPep na defesa a B.
cinerea, diferentes plantas de N. benthamiana receberam o0s seguinte
tratamentos: agroinfiltracdo com o vetor para silenciamento TRV-NbPROPEP ou
TRV-SIPROPEP em seis dias antes da inoculacdo do patégeno (item 3.4.3),
infiltracdo do peptideo sintético na concentracdo de 20 nM, em torno de 2 h antes
da inoculacéo (item 3.5), infiltracdo do peptideo, ha mesma concentracao e tempo
(tem 3.5) em folhas previamente agroinfiltradas com o vetor TRV-NbPROPEP,
nos mesmo tempo previamente citado (item 3.4.3) e infiltracdo de ADE (controle).
Em seguida, as plantas foram submetidas a inoculacéo de B. cinerea conforme ja

descrito (item 3.2.1), utilizando o método de plug.

3.6.1 Avaliacédo da doencga

A inoculacdo de B. cinerea foi realizada em camara Umida, conforme
detalhado no item 3.2.1. A severidade da doenca foi avaliada através da area
correspondente a lesdo causada por B. cinerea através do programa AxioVision
software (version 4.8.2, 2010). A fim de comparagédo, foram utilizadas no minimo 6

folnas em cada tratamento, com pelo menos duas repeticbes independentes. Os
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resultados foram submetidos a analise de varidncia e as médias foram

comparadas com a aplicacéo do teste Tukey (p < 0,05).

3.6.2 Analise da expresséo génica por RT-gPCR

Para verificar a expressao de diversos genes no momento da inoculacéo
de B. cinerea, foi coletada uma folha por planta por tratamento anteriormente
citado e realizado todos os procedimentos ja descritos para extracdo de RNA,
sintese do cDNA, gPCR e analise de expressao relativa (itens 3.3.2, 3.3.3, 3.3.8).
Nesta etapa foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores correspondentes
para o0os seguintes genes: NbPROPEP1, NbPROPEP2, NbETR1, NbERF1,
NbACO1l e NbPR1a, além do controle enddégeno (NbEF-7a) utilizado para
normalizar os valores de Cts encontrados. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e as médias foram comparadas com a aplicacdo do teste

Tukey (p < 0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo do gene ortdlogo de AtPROPEP1 de Arabidopsis
thaliana em Nicotiana benthamiana

Inicialmente foi realizada a busca in silico da sequéncia de nucleotideos
ortbloga de AtPROPEP a partir das sequéncias obtidas em tomate (Solanum
lycopersicum) e em batata (Solanum tuberosum; Huffaker et al., 2006a). A partir
da busca na base de dados Sol Genomics Network foi encontrado um EST
(Apéndice 1), o qual apresentou similaridade de 54% com a regido codificante do
SIPROPEP de S. lycopersicum e 46% com a regido codificante do gene
correspondente de S. tuberosum. Quando comparadas apenas as regibes que
codificam a sequéncia predita do peptideo, a similaridade aumenta para 84% na
comparacdo tanto com tomate quanto com batata. Na comparacdo entre as
proteinas deduzidas (Figura 1A) a partir das regifes codificantes anteriormente
comparadas, a similaridade foi de 37% tanto com a proteina de tomate como a de
batata. A similaridade entre as sequéncias, principalmente na regido
correspondente ao provavel peptideo, indica que N. benthamiana possui um
possivel ortdlogo da familia PROPEP. Em milho (Zea mays), a proteina
precursora do ZmPep apresentou identidade de apenas 14% com AtPROPEP1
(Huffaker et al.,, 2011). Mesmo com a baixa identidade, a sequéncia foi
considerada um ortélogo potencial devido a caracteristicas importantes presentes

na proteina ZmproPepl, comparadas com AtproPepl. Essas caracteristicas sao
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também encontradas em comum entre a proteina predita como NbproPep em N.
benthamiana e as demais espécies, incluindo AtproPepl. Uma delas é a presenca
de multiplas repeticbes EKE, que sdo altas densidades de acido aspartico (D) e
acido glutamico (E) intercalados com lisinas (K) e argininas (R) (Figura 1A). Outra
caracteristica é a presenca do peptideo sinalizador contendo 23 aminoacidos na
porcdo C-terminal da proteina. Através da andlise de similaridade, pode se sugerir
a presenca do peptideo sinalizador bioativo em N. benthamiana, que passou a ser
chamado NbPep. Entretanto ndo foram realizados testes com o peptideo isolado
da planta para confirmar sua atividade.

A comparacdo de similaridade entre a sequéncia de aminoacidos que
corresponde ao provavel peptideo de N. benthamiana com as outras espécies foi
de 39% com A. thaliana, 60% com S. tuberosum e 65% com S. lycopersicum
(Figura 1B). A similaridade foi maior entre N. benthamiana e as sequéncias de
tomate e batata, conforme esperado, visto que as trés espécies pertencerem a
mesma familia (Solanaceae). Pearce et al. (2008), através de delecdes e troca de
aminoéacidos, demonstraram que os 10 residuos de aminoacidos finais de AtPepl
sdo 0s mais importantes para manutencdo da atividade. Observando esta regido
no provavel peptideo de N. benthamiana, € possivel verificar que os residuos
conservados entre as duas espécies encontram-se na mesma porcao C-terminal
(Figura 1B). Além disso, os aminoacidos serina (S) da posi¢cdo 15, glicina (G)
posicdo 17 e asparagina (N) posicdo 23, que sédo de extrema importancia por
estarem envolvidos no reconhecimento pelo receptor e sinalizagdo em AtPepl
(Pearce et al., 2008), estdo presentes na sequéncia do peptideo de N.
benthamiana. O residuo de glicina é também normalmente encontrado em
homologos e ortdlogos de AtPROPEP (Huffaker et al., 2006a; Huffaker et al.,

2011).
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A

AtproPepl

IMEKS SEESHLWIPLQCLDQTLRAILKCLGLFHQDSPTTSSPGTSKQP VTM
VVVTSRATKVKAKQORGKEKVSSGRPGQHN

StproPep

MFYLQEGIKAILKCLGFESSKLVHQASSSSSSSSMSDINKN SEKQEQECVLFQEDGN

QGSDSTNDNYKNDPPVEN PPQSETLILPTERRGRPPSRPKVGSGPPPONN

SlproPep

M SRSSVYDEVITKNPFFYLQEGIKAILKCLGFESSKLVHQASSSSSSSSSSSSSSSSS

\MLGTNN SEKQEQECVLFHEDGKKQGSDSTNDNYENDPPAETN PTLILATDR

RGRPPSRPKVGSGPPPONN

Suposta proteina NbproPep
MSDN NN PEGKQASTDNNNDNPNTPSADDPPQTQALLTPPAPPPPPGGSPAP
PGNHQIEAATRRGRTPPRPGVSRGSPPONN

B
AtPepl ATKVKAKQRGKEKVSSGRPGQHN *
NbPep AATRRGRTPPRPGVSRGSPPQNN *

FIGURA 1. Comparacdo entre ortdlogos de AtPROPEP. (A) Sequéncia de
aminoacidos de Arabidopsis thaliana (AtproPepl), Solanum
tuberosum (StproPep), S. lycopersicum (SlproPep) e Nicotiana
benthamiana (NbproPep). As bases em laranja indicam as multiplas
repeticbes EKE e a regido sublinhada representa a porgéo
identificada como sequéncia predita para o peptideo sinalizador. (B)
Sequéncia do provavel peptideo, onde os residuos conservados entre
NbPep e AtPepl estdo indicados em vermelho.

Ainda através das analises in silico foram encontradas duas sequéncias
gendmicas a partir do EST encontrado previamente, nomeadas no presente
estudo NbPROPEP1 (Apéndice 2) e NbPROPEP2 (Apéndice 3). Estas
sequéncias apresentam total identidade na regido que codifica o predito peptideo
sinalizador, mas apresentam diferencas no restante da sequéncia. A partir destas
sequéncias, foram projetados oligonucleotideos iniciadores que distinguissem as
sequéncias e que abrangessem toda regido do peptideo. Através da PCR com
estes oligonucleotideos iniciadores foi constatada a existéncia destas duas
sequéncias em N. benthamiana. Apds o sequenciamento desta regido, a partir da

sequéncia em DNA e RNA, foi observado que ambos possuem introns, que sao

diferentes em posicao e tamanho entre NboPROPEP1 e NbPROPEP2 (Apéndice 2
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e 3, respectivamente). Comparando apenas a regido expressa encontrada, foi
observada uma semelhanca de 89%. Devido as diferencas encontradas entre os
dois genes, as analises de expressao foram feitas com ambas as sequéncias, a
partir de oligonucleotideos iniciadores projetados na regido mais distinta entre

ambos.

4.1.1 Analise da expressao dos genes NbPROPEP1 e NbPROPEP2 nos

diferentes 6rgaos da planta

Conforme observado em outros trabalhos que identificaram peptideos
sinalizadores enddgenos (Huffaker et al., 2006a; Pearce et al., 2010; Trivilin et al.,
2014), a andlise da expressao dos genes codificantes da proteina que origina o
peptideo nas diferentes partes da planta € importante para indicar a possivel
localizacéo e funcéo da proteina. Além disso, devido a existéncia de dois genes
muito semelhantes, que possuem os 23 aminoacidos finais idénticos, regido
considerada do peptideo sinalizador, € importante analisar a expressao relativa de
ambos os genes para fins de comparacao.

Com este intuito, foram coletados diferentes 6rgdos de N. benthamiana e
analisados quanto a expressédo dos genes NbPROPEP1 e NbPROPEP2 (Figura
2). Foi escolhida a 162 semana devido a presenca das flores totalmente
desenvolvidas, importante para a obtencdo do RNA devido a quantidade de
tecido. Para ambos os genes a folha foi o 6rgdo que apresentou menor
expressdo, e por isso foi utilizada como calibrador nos calculos de expressao
relativa. A expressdo no caule mostrou-se elevada para ambos 0s genes,
apontando para a possibilidade de alguma funcdo neste 6rgéo da planta ou ainda
devido a presenca do mRNA no sistema vascular. Porém, em outros trabalhos

semelhantes ndo houve essa distingdo neste tecido. Na raiz, NbPROPEP1
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(Fig.1A) foi significativamente mais expresso do que NbPROPEP2 (Fig.1B). A
superexpressao de AtPROPEP1 e AtPROPEP2 em A. thaliana resultou em
plantas com raizes maiores e com mais volume, comparadas as plantas controles
(Huffaker et al., 2006a), indicando que pode haver alguma relacdo desta familia
génica com as raizes, bem como encontrado no presente estudo para o gene
NbPROPEP1. Yamaguchi et al. (2011) também encontraram uma alta expressao
dos peptideos GMPROPEP914 e GmPROPEPB890 nas raizes de plantas.

Nas flores a expressdo dos dois genes € semelhante a expressdo nas
folhas, que ndo é baixa, mas menor que no caule. Em A. thaliana, Huffaker et al.
(2006a) encontraram AtPROPEP1 sendo expresso em baixa quantidade
igualmente em todos os 6rgdos e por isso nao foi possivel relacionar o local da

expressao com sua respectiva funcao.
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FIGURA 2. Expresséao relativa dos genes (A) NbPROPEP1 e (B) NoPROPEP2 de
Nicotiana benthamiana nos diferentes 6rgaos. Todos os valores de
Cts foram normalizados em relacdo aos valores dos Cts do controle
endogeno (NbEF-7a). Os valores da expressao representam o
numero de vezes que a expressao aumenta ou diminui em relacdo ao
calibrador (folha). Dados transformados por log (Y). Resultados com a
mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

A andlise da expressdo nos diferentes 6rgados apresentou variacdes, tanto
entre 0rgaos como entre 0s genes. Em conjunto a outros dados também obtidos

no presente estudo, € possivel observar que a expressao de cada um dos genes
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€ bastante diferente e variavel, o que indica que eles podem possuir funcdes
diferentes na planta. Além disso, a expressdo de ambos os genes apresenta
variacfes ao longo de seu desenvolvimento, o que possibilita supor que esses
valores encontrados para os diferentes 6rgaos poderiam variar conforme a idade

da planta.

4.1.2 Analise da expressédo dos genes NbPROPEP1 e NbPROPEP2 ao

longo do desenvolvimento

A expressdo e controle dos genes nas plantas podem variar ndo apenas
em diferentes 6Orgdos da planta, conhecida como regulacdo de expressao
espacial, como também em diferentes etapas de seu crescimento, indicando
possiveis relacbes entre 0 gene e a etapa de desenvolvimento, gerando uma
regulacdo temporal (Cullis, 2004). Devido a isso, NoPROPEP1 e NbPROPEP2
foram analisados quanto a sua expresséo ao longo do crescimento da planta. A
amostra coletada na segunda semana foi utilizada como calibrador nos calculos
de expresséao.

A Figura 3 apresentam a expressao nas plantas de NbPROPEP1 e
NbPROPEP2 nas diferentes semanas. As semanas iniciais de desenvolvimento
(3% e 5% semanas) apresentaram expressao semelhante a primeira semana (S2)
para ambos os genes. As plantas com seis e oito semanas apresentaram a maior
expressdo de NbPROPEP1 (Figura 3A) e NbPROPEP2 (Figura 3B), mas
significativo apenas para o primeiro gene. Conforme observado, as plantas
iniciaram a formacao das flores em torno da 92 e 102 semana. Em A. thaliana, a
superexpressao de AtPROPEP1 e AtPROPEP2 proporcionou aumento no volume
da raiz, melhorando o crescimento (Huffaker et al., 2006a), indicando uma relacéo

com o desenvolvimento da planta. O mesmo pode estar ocorrendo em N.
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benthamiana. O gene NbPROPEP1 pode estar envolvido nesta etapa de
desenvolvimento, visto que apresenta expressao significativamente maior nas
semanas que antecedem a formacéao da flor e sementes. Todos 0s experimentos
de agroinfiltracdo foram realizados proximos a 62 semana, na tentativa de fazer
um silenciamento mais eficiente por ser o momento do desenvolvimento em que
ambos 0s genes apresentam maior expressao, além de ser o tamanho adequado

de folha, geralmente utilizado em outros trabalhos com esta espécie.
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FIGURA 3. Expresséo relativa dos genes (A) NbPROPEP1 e (B) NoPROPEP2 em
Nicotiana benthamiana ao longo das semanas de desenvolvimento.
SO corresponde a semana na gqual as sementes séo plantadas. Todos
os valores de Cts foram normalizados em relacéo aos valores dos Cts
do controle endogeno (NbEF-7a). Os valores da expressao
representam o nimero de vezes que a expressao aumenta ou diminui
em relacdo ao calibrador (S2). Resultados com a mesma letra nao
diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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4.2 Teste de patogenicidade

4.2.1 Inoculacao

A fim de verificar se o isolado de B. cinerea causava doenca em N.
benthamiana foi realizado o teste de patogenicidade com diferentes formas de
inoculacao.

Inicialmente, uma suspenséo de 1 x 10° esporos. mL™ foi aplicada em
plantas inteiras de N. benthamiana com 1 a 6 semanas. Dentre 18 plantas de
diferentes idades, apenas 5 apresentaram algum sintoma, porém em uma folha
cada (dados ndo apresentados). Com base no objetivo de avaliar a relacdo da
doenca com o peptideo, foi necessario buscar uma metodologia que permitisse a
observacédo dos sintomas de forma mais padronizada entre as plantas. Para tanto
foi utilizado o método de camara Umida, também empregado em outros trabalhos
com B. cinerea (El Oirdi & Bouarab, 2007; Zhang & Van Kan, 2013). Foram
testados trés tipos de indculos diferentes: suspensdo de esporos dispersos na
folha (Figura 4A), suspenséao de esporos aplicado em gota (Figura 4B) e aplicacéo
de plug com micélio (Figura 4C). Os trés métodos utilizados resultaram em
doenca, conforme pode ser visualizado na Figura 4. O método de plug com
micélio foi 0 método escolhido nos experimentos seguintes, pois foi aquele que
apresentou lesdo mais caracteristica, além do seu uso comum em trabalhos com

B. cinerea (El Oirdi et al., 2010; El Rahman et al., 2012).
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FIGURA 4. Folhas de Nicotiana benthamiana 2 dias apds a inoculacéo (dai) em
camara Umida. (A) Inoculacdo de 50uL de suspensdo a 1 x 10°
esporos.mL™ espalhada nas folhas com pincel. (B) Inoculacéo de gota
com 10uL de suspensdo a 1 x 10° esporos.mL™. (C) Inoculacdo de
plug com micélio crescido por 7 dias.

4.2.2 Estruturas do patdogeno
Posteriormente ao aparecimento da lesdo, as folhas foram fotografadas e
passaram entdo por um processo de despigmentacdo e coloragdo com azul de

Trypan, para visualizacdo de estruturas do patdgeno. Além disso, esta coloragéo

permite a visualizacdo das regides com morte celular, processo caracteristico

decorrente da infec¢do por fungos necrotroficos. E possivel observar que trés dias
apos a inoculagdo do plug com micélio houve uma intensa esporulacao,
visualizada através do desenvolvimento de conidiéforos e conidios caracteristicos
desta espécie (Figura 5A). Ao observar a folha no microscépio, foi possivel
verificar uma grande quantidade de hifas presente no tecido nas margens da
leséo, indicando que o fungo era o responsavel pela morte do tecido (Figuras 5B).

Em meio a este micélio, e em varios pontos da lesdo, foram encontrados também

conidios ja germinados (Figuras 5C e D). Além disso, foi possivel a observacao

das hifas em diferentes niveis de profundidade no tecido foliar, indicando que seu

crescimento ocorreu ndo apenas superficialmente, mas entre as células da folha.

Também foi observada grande quantidade de micélio na face abaxial na regido da
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lesdo. A presenca destas estruturas comprova que a morte celular observada

decorrente da infec¢ao por B. cinerea.

FIGURA 5. Folhas de Nicotiana benthamiana apresentando estruturas de Botrytis
cinerea. (A) Folha com plug 3 dias pés inoculagcdo com intensa
formacgéo de conidioforos e conidios caracteristicos (seta). (B) Folha
corada com azul de Trypan, apresentando intenso crescimento de
micélio em diversos niveis do tecido; (C) presenca de conidio
germinado e (D) em detalhe (seta). (B) e (C) aumento de 400x e (D)
em aumento de 1000x.

4.2.3 Quantificacdo do patégeno por RT-gPCR

A fim de confirmar se a relagcdo da area de lesédo correspondia com o
crescimento do patdégeno na folha foi realizada a quantificacdo por RT-qPCR da
expressdo do gene de actina de B. cinerea (Bcactin), um marcador de
crescimento ativo desta espécie (Wang et al., 2013; Diaz et al.,, 2002). Esta
avaliacdo permite afirmar que a area de lesdo medida nos experimentos é
decorrente do crescimento do patdégeno e ndo apenas devido a processos

celulares da folha em resposta a infeccao.
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A quantificacdo por RT-gPCR encontrada para as amostras de camara
umida foi correspondentemente maior conforme a area da lesdo medida para a
respectiva folha (Figura 6). Apenas algumas amostras foram testadas, devido a
dificuldades na obtencdo do RNA das folhas ja danificadas pelo patogeno. As
lesbes observadas apresentam correspondéncia com o nivel de expressao,

indicando que a area calculada corresponde ao crescimento de B. cinerea.
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FIGURA 6. Avaliacdo da doenca. (A) Area da lesdo em folha (barras, em mm2)
com a respectiva expressao relativa do gene enddgeno da actina de
Botrytis cinerea (m). Todos os valores de Cts foram normalizados em
relacdo aos valores dos Cts do controle enddgeno de Nicotiana
benthamiana (NbEF-7a). Os valores da expressao representam o
namero de vezes que a expressdao aumenta ou diminui em relacéo ao
calibrador, em escala logaritmica. (B) Folhas de N. benthamiana
inoculadas com plug contendo micélio de B. cinerea, correspondentes
ao numero no grafico (1, 2, 3 e 4).
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4.3 Caracterizacdo do papel de NoPROPEP na resisténcia de Nicotiana

benthamiana a infec¢cdo por Botrytis cinerea

4.3.1 Silenciamento génico induzido por virus de NoPROPEP

A avaliacdo do papel de um gene em um organismo pode ser obtida
através de diversas técnicas, dentre elas esta o silenciamento génico induzido por
virus (VIGS) (Senthil-Kumar et al., 2007; Senthil-Kumar & Myrose, 2011). Devido
a finalidade de observar a relagdo de ambos os genes e do peptideo de N.
benthamiana com a resisténcia a B. cinerea, a sequéncia inserida no vetor de
silenciamento foi parte daquela que codifica o peptideo. Além disso, este vetor
tem como alvo o silenciamento de ambos os genes, NbPROPEP1l e
NbPROPEP2.

Através da analise da expressdo de folhas em diferentes dias apds a
agroinfiltracdo, foi possivel observar uma reducdo na expressdo de ambos 0s
genes em relacdo ao controle (Fig. 7). Em trés dias, NoPROPEP1 apresentou
maior expressao que o controle, porém NbPROPEP2 ja apresentava reducdo na
expressdo. A partir do sexto dia apos a agroinfiltracdo, ambos 0s genes ja
apresentavam visivel reducdo na expressdo, confirmando o silenciamento.
Embora o sexto dia ndo apresente diferenca significativa para o terceiro, as
plantas sdo consideradas silenciadas devido a variagdo entre plantas, o que
justifica os desvios. Velasquez et al. (2009) indicaram que avaliacbes de N.
benthamiana silenciadas podem ser realizadas 24 dias apos a agroinfiltragdo. No
entanto, afirmam que em torno de oito dias jA é possivel visualizar o fenétipo do
silenciamento, no caso do gene PDS, que desenvolve o fotobranqueamento da
planta. No presente estudo, a expressao nédo foi avaliada apés o 12° dia visto que
a expressdo mostrou-se igual ao 6° dia apos a agroinfiltracdo. Portanto, pode-se

afirmar que ocorreu o silenciamento dos dois genes a partir do sexto dia apés a
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agroinfiltracdo. Além disso, o silenciamento para o gene PDS foi também utilizado

neste trabalho a fim de controlar as condicbes do ambiente, principalmente de

temperatura.
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FIGURA 7. Expresséo relativa dos genes (A) NboPROPEP1 e (B) NbPROPEP2
em folhas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas com o vetor viral
TRV-NbPROPEP. Todos os valores de Cts foram normalizados em
relacdo aos valores dos Cts do controle endégeno (NbEF-7a). Os

valores da expressdo representam o numero de vezes que a

expressdo aumenta ou diminui em relacdo ao calibrador (controle,
equivalente ao valor 1), em escala logaritmica. Barras com letras

iguais nao diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey

(P<0,05).

4.3.2. Efeitos da agroinfiltragcdo de TRV-NbPROPEP e TRV-SIPROPEP

Ap0s o processo de agroinfiltracdo de TRV-NbPROPEP, as plantas foram

mantidas em camara de crescimento, sendo posteriormente retiradas as folhas

necessarias para os experimentos. O restante de cada planta foi mantido em

camara de crescimento a 25 + 2 °C. Nestas plantas foi observado o surgimento de

clorose e morte celular nas folhas em torno de 10 a 12 dias ap0s a agroinfiltracao

(Figura 8). Este fendtipo foi observado em praticamente todas as folhas de

plantas TRV-NbPROPEP, iniciando na regido das nervuras e seguindo para o

restante da folha (Figura 8H). Em 18 a 20 dias, algumas folhas ja apresentavam

predominéancia de morte celular (Figura 8I). As plantas TRV-GFP e controle

(dgua) nao apresentaram tal fenétipo (Figuras 8A e D). Interessantemente, as

plantas que foram mantidas em temperaturas superiores ao padréo (28 = 2 °C)
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apresentaram o fenétipo de morte celular em menor tempo e com maior
intensidade, inclusive no caule (Figura 8E) e na regido da insercdo das folhas,
ocasionando sua curvatura para baixo (Figuras 8B e E).

A agroinfiltracdo do vetor TRV pode gerar sintomas nas plantas, que
tendem a ser fracos (Unver & Budak, 2009). Contudo, as plantas agroinfiltradas
apenas com o pTRV2b-GFP néo apresentam morte celular. As plantas pTRV2b-
NbPROPEP exibiram uma morte celular sistémica, surgindo inicialmente na
regido mais apical das plantas. E possivel supor que o vetor viral tenha
desencadeado uma HR sistémica (SHR) devido a auséncia do peptideo. Ou seja,
o peptideo codificado pelos genes NbPROPEP1 e/ou NbPROPEP2 estaria
envolvido na sinalizacdo e desenvolvimento da morte celular programada (PCD)
na planta. Sua reducdo na planta permitiia o surgimento da morte celular
induzida pela agroinfiltracdo com TRV. Outros trabalhos apresentam a morte
celular como consequéncia de silenciamento (Lau et al., 2006; Lin et al., 2007) ou
super-expressao (Weingartner et al., 2004) de genes envolvidos no ciclo celular.
Isso indica que NbPROPEP1 e NbPROPEP2 podem também estar envolvidos na
regulacdo e controle da PCD de forma direta. Independente do TRV, a reducéo na
expressdo dos genes alteraria rotas de sinalizacdo, gerando o fendtipo
observado. Este envolvimento pode ainda estar relacionado aos processos de
senescéncia, visto que tais genes apresentam baixos niveis de expresséao no final
do ciclo de vida da planta (Figura 3). Além disso, a HR estd associada a
sinalizacdo por AS (Rao & Davis, 1999). Esta inducdo estaria de acordo com
outros resultados encontrados, como o aumento da expressao de NbPRla em
plantas silenciadas (Fig. 9D).

Do mesmo modo, plantas de N. benthamiana foram agroinfiltradas com

TRV-SIPROPEP. Este vetor € semelhante a TRV-NbPROPEP, porém contendo a
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sequéncia que codifica o peptideo em S. lycopersicum. As plantas também
apresentaram o fenotipo de morte celular (Figuras 8C e 8F). Em alguns casos, a
morte celular das plantas TRV-SIPROPEP surgiu em menor tempo e avangou
mais rapidamente. As observaces de morte celular ndo foram quantificadas nem

verificadas com testes estatisticos quanto a significancia destas diferencas.

FIGURA 8. Clorose e morte celular em Nicotiana benthamiana. (A) e (D) Plantas
agroinfiltradas com agua (controle), (B) e (E) TRV-NbPROPEP e (C)
e (F) TRV-SIPROPEP e fotografadas com 12 dias apés a
agroinfiltracdo. Em detalhe, folha apresentando sintoma de (G)
clorose em 18 dias, e morte celular em (H) 10 e (I) 18 dias apoés a
agroinfiltragéao.
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O teste do efeito de genes em sistemas heterélogos € usado comumente

para evidenciar a conservacdo de vias de transducdo de sinais, como por
exemplo, o gene Sw-5 de tomateiro, que confere resisténcia em varias espécies
da familia Solanaceae como o tabaco e a berinjela (Lau et al., 2006). No presente
estudo foi utilizada a construgcdo TRV-SIPROPEP que causa silenciamento em S.
lycopersicum (Trivilin et al., 2014). Em N. benthamiana, a similaridade entre as
sequéncias é de 80%, porém ndo ha 20 a 23 nucleotideos idénticos (mesmo
nucleotideo e mesma posi¢cdo), 0 minimo necessario para a ocorréncia do
silenciamento. Entretanto, as plantas agroinfiltradas com TRV-SIPROPEP
desenvolveram o mesmo fenétipo de morte celular. Cabe ressaltar que até o
momento, nenhum trabalho com peptideo enddgeno sinalizador apresentou este
tipo de fendtipo. Estes resultados indicam a possibilidade de NbPep estar

relacionado com rotas de controle e regulacdo da PCD ou a HR ao virus.

4.3.3 Desenvolvimento da doenca em plantas TRV-NbPROPEP e TRV-
SIPROPEP inoculadas com Botrytis cinerea
A relacdo de peptideos enddgenos sinalizadores com a amplificacdo de
sinais de defesa a patdégenos ja foi amplamente demonstrada em varios trabalhos
(Huffaker et al., 2006a; Pearce et al., 2010; Huffaker et al., 2011; Trivilin et al.,
2014). Devido a isso, as plantas pTRV2b-NbPROPEP e também as plantas
pTRV2b-SIPROPEP foram inoculadas com B. cinerea seis dias apés a

agroinfiltracéo.
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FIGURA 9. Relacéo da agroinfiltracdo de TRV-NbPROPEP, TRV-SIPROPEP e o

A expressdao de NbPROPEP1 e NbPROPEP2 foi avaliada em plantas

peptideo sintético em Nicotiana benthamiana. Expressao relativa de
(A) NbPROPEP1 e (B) NbPROPEP2. (C) Area da leséo de folhas de

N. benthamiana inoculadas com plug contendo micélio de Botrytis

cinerea e (D) a expressao relativa de genes relacionados a defesa.
Todos os valores de Cts foram normalizados em relacéo aos valores
dos Cts do controle enddégeno (NbEF-71a). Os valores da expressao
representam o nimero de vezes que a expressao aumenta ou diminui
em relacdo ao calibrador (valor 1,0), em escala logaritmica. Colunas
com letras diferentes diferem significativamente de acordo com o

teste de Tukey (P<0,05).

pTRV2b-NbPROPEP no momento da inoculacdo do patdégeno. A partir dos

resultados obtidos, pode-se observar que ambos os genes foram silenciados com

relacdo ao calibrador (planta controle, infiltrada com ADE) (Figuras 9A e B) e as
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plantas agroinfiltradas com pTRV2b-GFP. A severidade da doenca (Figura 9C)
nas plantas silenciadas foi maior que das plantas TRV-GFP, mas o mesmo nivel
que o controle. Tais resultados indicam que a infiltracdo de TRV gera alguma
alteracdo na planta, afetando a severidade da doenca. Essa influéncia ndo é
observada na expressédo de NbPROPEP1 e NbPROPEP2, mas de outros genes
relacionados a defesa (Figura 9D). Ao observar os mesmos resultados de
algumas destas amostras individualmente (Figura 10) observou-se que existe
uma fraca relacdo. Algumas plantas com reduzida expressdo do gene
NbPROPEP1 apresentaram aumento da area de lesédo (Figura 10, amostras 2, 3,
8, 1 e 6), ndo sendo observado o mesmo para o gene NbPROPEP2 (dados néo
apresentados), o que indica a possibilidade de NbPROPEP1 estar envolvido com
a doenca.

O peptideo da familia PROPEP foi caracterizado por amplificar sinais de
defesa relacionados a via de sinalizacdo por ET em diversas espécies. As rotas
hormonais envolvidas na defesa a B. cinerea variam muito, conforme a espécie
da planta hospedeira, sendo a sinalizacao por ET necesséaria ou ndo. Em A.
thaliana as rotas mediadas por ET, e também por AJ, tém importante contribuicdo
na defesa a B. cinerea (Thomma et al., 1999). Em tomateiro, ET induz ao
aumento de resisténcia a B. cinerea quando aplicado isoladamente, pois em
conjunto com AS nao difere das plantas controles (Diaz et al., 2002). Além disso,
Chagué et al. (2002) mostraram que B. cinerea é capaz de sintetizar um
composto que em presenca de luz é oxidado, liberando ET, podendo afetar os
niveis deste hormdnio durante a infec¢éo da planta. A presenca do ET acelera a
senescéncia, e o0 desenvolvimento de necrose, que beneficia patdogenos
necrotroficos (Diaz et al., 2002), como € o caso de B. cinerea. Ou seja, na

auséncia do peptideo para amplificar os sinais da via de sinalizacdo por ET, o
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préprio patdogeno pode sintetizar o horménio. Esta sintese pode favorecer, neste
caso, o crescimento de B. cinerea no presente estudo. Além disso, a ocorréncia
de intensa morte celular nas plantas silenciadas indica que o peptideo pode fazer
parte do controle da morte PCD. A reducdo na expressao de seus genes
precursores estaria favorecendo o avanco do patdégeno, enquanto que o vetor
TRV estaria induzindo a resisténcia, evitando niveis mais severos da doenca.
Devido a isso, as plantas TRV-GFP estariam mostrando mais resisténcia,

observada através da menor area de lesdo encontrada.
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FIGURA 10. Area da lesdo e expressdo de NboPROPEP1 em plantas silenciadas
de Nicotiana benthamiana. Folhas foram inoculadas com plug
contendo micélio de Botrytis cinerea (barras cinzas) e suas
respectivas expressfes relativas (pontos pretos) para o0 gene
NbPROPEP1. Todos os valores de Cts foram normalizados em
relagdo aos valores dos Cts do controle endégeno (NbEF-7a). Os
valores da expressdo representam 0 numero de vezes que a
expressdo aumenta ou diminui em relagéo ao calibrador (valor 1.0).

Diversos trabalhos demonstram ainda que a rota de defesa sinalizada por
AS esta envolvida na defesa a B. cinerea em outras espécies de plantas, como
tomate (Diaz et al., 2002, El Oirdi et al., 2011) e tabaco (Murphy et al., 2000). Em
A. thaliana, o pré-tratamento com o horménio ndo reduziu a doenga, mas a
reducdo de AS a niveis basais aumentou os sintomas (Govrin & Levine, 2002).

Esta pode ser outra forma de sinalizagéo envolvida na defesa de N. benthamiana

a B. cinerea, que lhe permite controlar parcialmente a infeccéo.
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As plantas de N. benthamiana que foram agroinfiltradas com o vetor TRV-
SIPROPEP também foram inoculadas com B. cinerea. As pequenas diferencas na
area da lesao observadas nao foram significativas. Além disso, estas plantas nao
foram analisadas quanto a expresséo de genes utilizados neste estudo. Devido a
isso, e a falta de estudos complementares, ndo € possivel afirmar qual a relacéo
do vetor agroinfiltrado com a doenca.

Com base nos resultados aqui obtidos, pode-se sugerir que o peptideo
NbPep pode estar envolvido na resisténcia de N. benthamiana a B. cinerea. A
reducdo da expressao dos seus precursores nao impede a acao de outras vias de
sinalizacdo, mas permite o avanc¢o do patégeno. Junto ao peptideo ha a possivel
interacdo do vetor TRV, que estaria induzindo mecanismos de resisténcia. Com
isso, as plantas que apresentam niveis normais de expressdo dos genes
NbPROPEP1 e NbPROPEP2 e agroinfiltradas com TRV-GFP sdo capazes de

impedir que a doenca seja mais severa.

4.3.4 Analise da expresséo de genes relacionados a defesa

Ao estudar vias de sinalizacao relacionadas a defesa, € importante avaliar
a expressao de genes relacionados, conforme € visto em trabalhos deste género
(Shan & Goodwin, 2006; Pearce et al., 2010). Com isto € possivel deduzir quais
rotas de sinalizacdo podem estar ativas / reprimidas e seu possivel envolvimento
com a defesa da espécie de planta estudada. Devido a importancia da avaliacdo
da expressao de genes relacionados com a defesa da planta, foi realizada a
analise da expressao de alguns genes através da técnica de RT-gPCR.

A andlise incluiu os oligonucleotideos iniciadores para os seguintes genes:
NbERF1, NbETR1, NbACO1l e NbPR1la (Figura 9D). O gene ERF1 (fator de

ligacdo responsivo a ET) é um fator de transcricdo que age na ativacado das
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respostas sinalizadas por ET e AJ, na defesa contra patdégenos e herbivoros
(Lorenzo et al., 2002). No presente estudo, a expressao deste gene nao foi
detectada nas plantas silenciadas e pTRV2b-GFP, somente nas plantas controle
(infiltradas com ADE; dados nado apresentados). O uso de VIGS através da
agroinfiltracdo pode gerar sintomas na planta, que tendem mais brandos com o
uso do vetor TRV (Unver & Budak, 2009). Com isso pode-se supor que a
agroinfiltracdo do vetor viral gerou uma ativacdo das rotas do ET e/ou do AS no
presente estudo, mesmo que em baixos niveis. Em A. thaliana, a ativacdo de
ERF1 exige que as rotas de sinalizacdo por ET e AJ estejam simultaneamente
ativas, onde mutacdes em uma ou outra rota impedem sua expresséo (Lorenzo et
al., 2002). Em geral, a ativacdo da rota do AS é conhecida por bloquear a
sinalizacao por AJ (El Oirdi et al., 2011). A possivel inducéo da sinalizacdo por AS
bloquearia a rota de AJ, impedindo a expressdo de NbERF1 nas plantas que
foram agroinfiltradas com o pTRV2b-GFP, e por isso encontrada nas plantas
controle em niveis basais.

ETR1 (receptor de ET) € um gene pertencente a uma familia de receptores
de ET, o primeiro a ser identificado em Arabidopsis (Bleecker & Kende, 2000).
ETR1 é normalmente expresso na planta, pois a sinalizacdo por ET esta
envolvida com varias rotas de desenvolvimento na planta. Este receptor, em
conjunto com outros controla as respostas a ET (Grefen et al.,, 2008). Neste
trabalho, a expressao deste gene nao apresentou diferencas significativas (Figura
9D).

ACOL1 (acido 1-carboxilico-1-amino ciclopropano oxidase) € uma enzima
envolvida na sintese do ET, onde faz a conversdo do acido 1-carboxilico-1-amino
ciclopropano em ET (Shan & Goodwin, 2006). ACO1 pertence a uma familia

génica que pode ser induzida por diferentes reguladores bibticos e abiodticos. Em
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N. glutinosa, dois de trés genes ACC oxidase foram induzidos em resposta a
infeccdo por TMV (Tobacco mosaic virus) e ao tratamento com ET. Os resultados
agui obtidos com a expressao relativa do gene NbACOL1 foram de inducdo nas
plantas silenciadas e reducdo em TRV-GFP, sendo esta diferenca significativa
(Figura 9D). Embora haja reducdo na expressdo dos genes NbPROPEP1 e
NbPROPEP2, houve o aumento da expressdo de NbACOL1. Isso comprova que a
via de sinalizacdo por ET, a partir da sua sintese, continua ativa
independentemente da auséncia do peptideo, sendo possivelmente induzida por
outras vias de sinalizacdo. As plantas silenciadas apresentaram morte celular
sistémica (Figura 8), que pode estar relacionada com a presenca de ET. E
possivel que a ativacdo da sinalizacdo por ET tenha induzido ao aumento de
expressdo de NbACO1 nestas plantas. J& nas plantas TRV-GFP, a presenca do
peptideo e do vetor reprimiu a expressao deste gene, indicando que menos ET
esteja sendo sintetizado.
As proteinas PR (proteinas relacionadas a patogénese) estédo divididas em
17 diferentes familias. PR-1 desenvolve um importante papel na defesa contra
patdgenos, além de estar envolvida na protecdo da planta a estresses abidticos
(Zhu et al., 2012). A expressao de seu gene precursor pode ser controlada pela
sinalizacdo por diversos fitohormonios, sendo mais induzida por AS. Em tomate
foi mostrado que AS e ET agem sinergicamente na expressao de PR (Diaz et al.,
2002), além da sua inducdo por ferimento (Francia et al., 2007). A expressao
relativa de NbPRla para as plantas silenciadas neste trabalho foi
significativamente maior que a expressdao de TRV-GFP. Conforme dito
anteriormente, pode-se inferir que houve uma inducao da sinalizacdo por AS, bem
como por ET que, por sua vez, induziram a expressao de NbPR1la nas plantas

silenciadas. As proteinas codificadas por este gene, por estarem em alta
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concentracdo, podem ter colaborado para que a doenca ndo fosse mais severa
nas plantas silenciadas. Em A. thaliana, porém, PR1 é induzida pela inoculacao
de B. cinerea de maneira independente da sinalizagdo por AS (Govrin & Levine,
2002), indicando que a alta expressao deste gene pode ter favorecido a doenca, e
nao reduzido.

A partir da avaliacdo da expresséo relativa destes genes, pode-se inferir
gue as vias de sinalizacdo por AS e ET estejam induzidas nas plantas silenciadas
e reduzidas nas plantas TRV-GFP. Em geral, os genes ACOl e PR1 séo
relacionados a maior resisténcia. Neste estudo a expressdo elevada nas
silenciadas esta relacionada a maior area de lesdo, comparada a reducdo na
expressdo e menor area de lesdo nas plantas TRV-GFP. Esses resultados
corroboram a hipbétese da presenca do ET nas plantas silenciadas e o
favorecimento da doenca. Ou seja, as vias induzidas por ET e AS néo estédo

envolvidas diretamente na resisténcia de N. benthamiana a B. cinerea.

4.4 Avaliacao da importancia do peptideo NbPep para Nicotiana
benthamiana

Conforme j& descrito anteriormente, existe uma relacdo bem descrita dos
peptideos sinalizadores enddgenos com a amplificacdo de sinais através da
inducdo de genes da planta envolvidos na resisténcia. Os trabalhos nesta area
utilizam tanto transformantes para superexpressar o peptideo (Huffaker et al.,
2006a, Trivilin, 2008), como o peptideo sintetizado e aplicado diretamente
(Huffaker et al., 2006a; Pearce et al., 2010, Yamaguchi et al., 2011). A fim de
verificar a importancia do peptideo através do aumento de sua concentracdo foi

utilizada a infiltracéo local do peptideo sintético em folha.
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4.4.1 Influéncia de diferentes concentracdes do peptideo sintético na
doenca por Botrytis cinerea
Inicialmente foi testado o efeito da concentracdo do peptideo infiltrado na
doenca. Conforme pode ser visto na Figura 11, a infiltracdo do peptideo sintético
na concentracdo de 10 nM gerou um aumento significativo da leséo, pois a area
dobrou de tamanho em relacdo ao controle (folha infitrada com ADE).
Semelhante resultado foi observado na concentracdo mais elevada (1000 nM).
Em A. thaliana o peptideo foi testado quanto a sua capacidade de alterar o pH em
cultura de tecido, apresentando atividade em ensaios de alcalinizacdo com 0,25
nM. Nos experimentos de resisténcia e expressdo do mesmo estudo, utilizaram a
concentracdo de 10 nM (Huffaker et al., 2006a). J& os trabalhos que identificaram
peptideos sinalizadores em soja utilizaram 25 nM do peptideo sintético em seus
experimentos de teste de resisténcia (Pearce et al., 2010; Yamaguchi et al.,
2011). Com base na influéncia significativa do peptideo infiltrado a partir de 10
nM, e em conjunto com as informac¢Bes dos estudos anteriores, a concentracao
de 20 nM foi utilizada nos experimentos seguintes.
E interessante observar que diferentemente de quase todos os trabalhos
anteriores com peptideos endogenos sinalizadores, principalmente da familia
PROPEP, a infiltracdo do peptideo ndo favoreceu a defesa da planta, pois

permitiu um maior tamanho de leséo devido ao avanco do patdgeno.
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FIGURA 11. Area da lesdo em folhas de Nicotiana benthamiana infiltradas com
diferentes concentracbes do peptideo sintético NbPep.As folhas
foram inoculadas com plug com micélio de Botrytis cinerea. Colunas
com letras diferentes diferem significativamente de acordo com o
teste de Tukey (P<0,05).

4.4.2 Inducdo da expressdo dos genes NbPROPEP1 e NbPROPEP2

pelo peptideo infiltrado

Conforme o modelo sugerido por Huffaker et al. (2007), o peptideo
sinalizador codificado pela familia génica PROPEP amplifica os sinais de defesa
através da sua sintese induzida por ET, seguida da sua auto inducéo, ou seja, 0
peptideo induz a sintese da sua proteina precursora AtproPep. Com o propdsito
de averiguar se em N. benthamiana também ocorre esta realimentacdo positiva,
foi realizada a infiltracdo do peptideo sintético e a analise da expressao.

A expressdo de NbPROPEP1 foi induzida em 30 min ap0s a infiltracao,
sendo este gene quatro vezes mais expresso que o tempo inicial. Apés 90 min, a
expresséo do gene ja estava no mesmo nivel inicial, sendo reprimido em 2 h apoés
a infiltragao (Figura 12A). O gene NbPROPEP2 foi mais expresso em 60 min.
Houve uma reducdo em sua expressdo também no intervalo de tempo de 2 h,

mas permanecendo mais expresso que o tempo inicial (Figura 12B). Contudo, a

expressdo das plantas controles (infiltradas com ADE) apresentou niveis de
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inducdo muito préximos e sem diferenca significativa para ambos os genes
(Figuras 12A e B). Conforme observado, o peptideo sintético infiltrado nao induziu
a expressdo dos genes NbPROPEP1 e NbPROPEP2 de forma distinta ao
controle. A inducdo da expressao provavelmente se deve pelo ferimento causado
na folha para a infiltracdo do peptideo. O ferimento da planta induz a biossintese
de diversos compostos, entre eles os hormonios também envolvidos nos processo
de defesa a patdégenos (Diaz et al., 2002; Francia et al., 2007) como o AJ, AS, ET
e ABA. Tais horménios induzem a expressdo de genes responsivos ao ferimento
(WR), sendo o ET quem desempenha papel essencial nessa inducao (Francia et
al., 2007). O ferimento causado pela seringa durante a infiltracdo do peptideo
parece induzir a biossintese de ET. A inducdo do gene AtPROPEP por ET é
encontrada em A. thaliana (Huffaker et al., 2006) e em soja do gene
GmPROPEP914 (Yamaguchi et al., 2011). O ferimento por si s6 induz a
expressao de AtPROPEP1 (Huffaker et al., 2006). Com a ocorréncia do ferimento
na folha, € provavel que tenha ocorrido a liberacdo do ET. A possivel presenca de
ET e o ferimento em si teriam induzido a expressdao dos genes NbPROPEP1 e
NbPROPEP2. E, diferentemente dos resultados obtidos por Huffaker et al. (2007),
0 peptideo ndo apresentou a capacidade de induzir sua propria expressao.

A inducdo da expressdo dos genes NbPROPEP1 e NbPROPEP2 foi
analisada ainda em outros intervalos de tempo (Apéndice 5A e B). Esta avaliacao
foi realizada apenas uma vez. Estes resultados apontam para a redugdo na
expressdo de NbPROPEP1 em 2 h, permanecendo reduzido em até 8 h apds a
infiltrac@o, para o peptideo e para o controle. Com relacdo a expressao do gene
NbPROPEP2 (Apéndice 5B), a expressao permaneceu induzida em relacdo ao
tempo inicial, seguindo os resultados de curto prazo (Figura 12B). Estes

resultados em conjunto indicam que a inducdo ou repressao dos genes
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NbPROPEP1 e NbPROPEP2 néo esta relacionada com a presenca do peptideo

sintético infiltrado.

am Agua
4 T =] Peptideo

Expresséo relativa

120

30 60
Tempo (min)

)
N
9

Expresséo relativa

[y
T

=
e

()]
1

oD Agua
=] Peptideo

60
Tempo (min)

FIGURA 12. Expressao relativa de (A) NbPROPEP1 e (B) NbPROPEP2 em
folhas infiltradas com NbPep. Folhas de Nicotiana benthamiana
foram infiltradas com o peptideo sintético na concentracdo de 20
nM e coletadas ao longo do tempo. Todos os valores de Cts foram
normalizados em relacdo aos valores dos Cts do controle
endoégeno (NbEF-71a). Os valores da expressdo representam o
namero de vezes que a expressdo aumenta ou diminui em relacéo

ao calibrador (tempo zero; valor 1).

4.4.3 Infiltracdo do peptideo sintético e desenvolvimento da doenca

por Botrytis cinerea

O peptideo sintético foi infiltrado em N. benthamiana para avaliagdo da

expressdo de NbPROPEP1 e NbPROPEP2 em conjunto com a progressao da

doenca. As plantas infiltradas com o peptideo sintético apresentaram reducao

significativa de aproximadamente 100 vezes na expressédo do gene NbPROPEP1

(Fig. 9A), e um aumento na expressao do gene NbPROPEP2 (Figura 9B), ndo

significativo. Esta diferenca entre os genes foi igualmente encontrada na

avaliacdo da expressdo em 2 h ap0és infiltracdo (Figura 12), tempo utilizado neste

experimento com B. cinerea. Contudo, neste experimento a planta controle ndo
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recebeu o ferimento na folha que foi utlizada (Figuras 9A, B e C), que
provavelmente influenciaria nos resultados.

A éarea da lesdo das plantas infiltradas com o peptideo sintético foi
praticamente a mesma que o controle (infitradas com ADE). Contudo, é
importante lembrar que as plantas controles deste experimento nao receberam o
ferimento na folha destacada. Com isso pode-se supor que a média da area de
lesdo da planta controle poderia ser menor. A partir disso, € possivel também
supor que a doenca das plantas infiltradas com o peptideo poderia ser mais
severa que das plantas controle. Em acordo com outros resultados apresentados
(Figura 11), o peptideo poderia favorecer o desenvolvimento da doenca,
independente das rotas ativadas devido ao ferimento.

Todos os trabalhos que avaliaram esse tipo de peptideo sinalizador
encontraram resultados de aumento de resisténcia. Plantas de A. thaliana
transformadas para expressar constitutivamente a proteina precursora do AtPep
apresentaram elevada expressdo de genes de defesa e maior resisténcia ao
patégeno necrotréfico P. irregulare (Huffaker et al., 2006a). O mesmo efeito de
melhora na resisténcia foi encontrado com a aplicacdo direta do peptideo AtPep
em A. thaliana, na defesa a Pseudomonas syringae pv tomato DC3000
(Yamaguchi et al., 2010). Em milho (Zea mays), o pré-tratamento com o peptideo
ZmPep melhorou a resisténcia a Cochliobolis heterostrophus (Huffaker et al.,
2012). J4 no presente estudo, o peptideo infiltrado permitiu 0 avanco da doenca
da mesma forma que nas plantas silenciadas. Tanto a auséncia como a presenca
do peptideo promoveu o desenvolvimento da lesdo. O favorecimento da doenca
poderia estar envolvida com a reducdo na expressao de NbPROPEP1. Plantas de
A. thaliana transformadas para expressar PROPEP1 constitutivamente

apresentaram maior incidéncia de plantas mortas quando inoculadas com P.
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graminicola e P. dissotocum. Entretanto foram mais resistentes ao patdgeno
necrotrofico Pythium deliense (Trivilin, 2008). Um possivel motivo é o nao
reconhecimento do patdégeno por parte da planta. Sem o reconhecimento das
PAMPs, ndo ha ativacdo das vias de sinalizacao, inclusive do peptideo, o que
permite maior incidéncia de doenca (Trivilin, 2008). Da mesma forma no presente
estudo, N. benthamiana poderia ndo reconhecer o patégeno e, por isso, ndo ativar
as rotas necessérias, permitindo o avanco de B. cinerea de forma semelhante ao
controle. Outra possibilidade é a questdo bem conhecida da viruléncia e
agressividade de B. cinerea. Esta espécie tende a ser mais destrutiva em tecidos
maduros ou senescentes, principalmente em condicfes favoraveis de temperatura
e umidade (Williamson et al., 2007). E estas condicbes sdo encontradas nos
experimento com camara umida. A folha, por ser destacada, inicia 0 processo
natural de senescéncia. Além disso, o ambiente de luz e temperatura é
praticamente o ideal para o patégeno. El Oirdi et al. (2010) demonstraram que o
tipo de inoculo de B. cinerea interfere no desenvolvimento da doenca. A
resisténcia de N. tabacum é menor quando inoculada com micélio, comparado ao
in6culo de esporos. Essa diferenca se deve a acdo da escopoletina, que é capaz
de inibir a germinacdo dos esporos, mas que nao afeta o crescimento do micélio
(El Oirdi et al., 2010). Devido a essa possivel diferenca entre micélio e esporo o
peptideo, no presente estudo, pode nado ter efeito contra este patdgeno,
favorecendo seu crescimento. As vias de sinalizagcdo e compostos utilizados pela
planta para resistir a B. cinerea variam muito conforme a espécie da planta (Diaz
et al., 2002). Em S. lycopersicum, por exemplo, a sistemina é um fator importante
na resisténcia a B. cinerea, independentemente de outras vias de sinalizacao
(Diaz et al., 2002). Ademais o ferimento de raizes aumenta a resisténcia, mesmo

que parcial, a varios patégenos, entre eles B. cinerea (Francia et al., 2007).
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Conforme os resultados obtidos nesta etapa deste estudo, o ferimento em
conjunto com a infiltracdo do peptideo sintético ndo afetou a lesédo, comparada ao
controle. Contudo, este controle ndo recebeu o ferimento, permitindo supor que a
doenca poderia ser menor, e 0 peptideo junto ao ferimento favoreceriam a
doenca. De qualquer forma, outros mecanismos de resisténcia podem estar
agindo impedindo que a area de leséo fosse maior.

Na tentativa de repor a funcdo do peptideo silenciado, algumas folhas das
plantas TRV-NbPROPEP foram infiltradas com o peptideo sintético e avaliadas
nos mesmos parametros. A expressao de NbPROPEP1 (Figura 9A) nas folhas
TRV-NbPROPEP / Peptideo foi significativamente menor e de NbPROPEP2
(Figura 9B) foi um pouco maior que o controle, semelhante ao encontrado para
as plantas infiltradas com o peptideo. O ferimento decorrente da infiltracdo do
peptideo pode estar ativando a via de sinalizacdo por ET (Francia et al., 2007),
alterando a expressdo. De mesmo modo, esta inducdo pode ocorrer diretamente
devido ao ferimento, como visto em A. thaliana (Huffaker et al., 2006).

A severidade da doenca das plantas TRV-NbPROPEP / Peptideo foi
significativamente superior a todos outros tratamentos (Figura 9C). O efeito da
infiltracdo do peptideo e do silenciamento, separadamente, é de aumento da
lesd@o a niveis praticamente iguais. Ao inserir o peptideo em uma folha silenciada,
a lesdo aumenta mais rapidamente. Uma possivel explicacdo é a influéncia do
peptideo em algum nivel pés transcricional, ndo sendo o efeito direto dele na sua
realimentacdo positiva. Teoricamente, 0 peptideo esta presente na folha devido a
infiltracdo. Pearce et al. (2010) observaram essa possibilidade de controle na
acao do peptideo GmSubPep em soja. O gene precursor do peptideo nédo foi
induzido por horménios envolvidos na defesa, mas a presenca do peptideo

induziu a expressao de genes relacionados. Outra possibilidade para o resultado
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observado € a ocorréncia de um efeito de realimentacéo negativa, onde o produto
final inibe ou reduz sua sintese. Os peptideos derivados de genes PROPEP,
conforme ja evidenciado, possuem propriedade de amplificacdo de sinais de
defesa através do mecanismo de realimentacéo positiva (Huffaker & Ryan, 2007).
No presente estudo, o excesso de peptideo induziria a planta a reduzir a
expressao, sendo esta alteracdo em tempo superior ao tempo utilizado na analise
de expressdo. Com isso, o silenciamento acabaria sendo mais intenso. Ou seja,
em ambas as situacodes, o0 peptideo sintético influenciaria no silenciamento. Além
disso, beneficiaria a doenca da mesma maneira que pode ter ocorrido nas plantas
infiltradas com o peptideo. Porém ambos os tratamentos se somariam e, por isso,

permitiriam que B. cinerea crescesse mais rapidamente.

4.4.4 Analise da expresséo de genes relacionados a defesa

Assim como analisada nas plantas silenciadas, a expressado relativa de
alguns genes envolvidos com a defesa foi também avaliada (Fig. 13). O intuito foi
verificar se o0 peptideo induziu a expressdo dos genes avaliados que foram:
NbERF1, NbETR1, NbACO1 e NbPR1la.

NbERF1 ndo apresentou expressao nas plantas infiltradas apenas com o
vetor TRV-GFP. Além disso, as plantas infiltradas apenas com o peptideo
apresentaram uma inducdo de 10 vezes em relacdo ao controle. A partir do
resultado encontrado para este gene (Fig. 13), em conjunto com o resultado das
plantas silenciadas (Fig. 9D), pode-se afirmar de que houve sua indugdo nas
plantas infiltradas com o peptideo, mesmo que ndo significativo. Esta indugéo
pode ser devido ao peptideo sintético ou ao ferimento. Ambas as vias induzem a
rota sinalizada por ET e, por consequéncia, ativariam NbERF1, que codifica

fatores de transcricdo envolvidos na defesa contra necrotréficos (Robert-
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Seilaniantz et al., 2011). Em A. thaliana, o duplo mutante para os receptores do
peptideo, peprl/pepr2, implicam na reducdo da expressdo de ERF1 (Liu et al.,
2013), indicando o possivel envolvimento do peptideo com a regulacdo deste
gene. Neste caso, porém, ndo houve aumento da resisténcia devido a esse gene.

NbETR1 foi expresso em todas as plantas, inclusive naquelas infiltradas
com o vetor viral (TRV-GFP e TRV-NbPROPEP / Peptideo). Essa expresséo foi
proxima ao controle e ndo difere significativamente entre si. ETR1 é um receptor
de ET e por isso é normalmente encontrado na planta.

A expressao relativa do gene NbACOL foi reduzida nas plantas TRV-GFP e
significativamente induzida em ambos os tratamentos com o peptideo sintético
infiltrado (Figura 13). Nas plantas apenas infiltradas com o peptideo sintético, a
inducao da expressao de NbACOL1 pode estar ocorrendo tanto devido a presenca
do peptideo na folha, bem como devido ao ferimento, visto que ambos induzem a
sinalizacdo por ET. Ja as plantas TRV-NbPROPEP / Peptideo, além das vias
citadas, podem ter a sinalizacao por ET induzida por mecanismos relacionados ao
processo de silenciamento, que leva posteriormente a morte celular (Figura 8).

Para o gene NbPR1a, as plantas TRV-GFP tiveram expressao abaixo do
controle. J4 as plantas tratadas com o peptideo apresentaram maior expressao,
nao sendo esta variagcéo significativa. O erro padrao para esse gene mostrou-se
elevado devido a grande variagdo encontrada entre as diferentes plantas. A
inducdo deste gene em ambos os tratamentos envolvendo o peptideo sintético
indicam que possivelmente a inducdo ocorreu pela presenca de AS e/ou ET, em
consenso com 0s demais resultados. Apesar da sua alta expressao, as proteinas
PR nao foram capazes de auxiliar na resisténcia.

A analise de expressao relativa destes genes relacionados a defesa em N.

benthamiana em conjunto apontam que as respostas de sinalizacéo entre plantas
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silenciadas (Figura 9D) e infiltradas com o peptideo (Figura 13) foram
semelhantes. Possivelmente por isso apresentaram a média da area de lesdo
praticamente igual. Além disso, as plantas com os tratamentos unidos TRV-
NbPROPEP / Peptideo apresentaram um avanco maior da doenca, e também a
expressao destes genes levemente maior, porém sem diferenca significativa. Ou
seja, a expressao de tais genes nao justifica a lesdo maior, mas outros

mecanismos provavelmente induzidos.
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FIGURA 13. Expressédo relativa de genes relacionados a defesa de plantas
infiltradas com o peptideo sintético ou infiltradas com pTRV2b-
NbPROPEP e NbPep. Todos os valores de Cts foram normalizados
em relacdo aos valores dos Cts do controle endogeno (NbEF-71a).
Os valores da expressdo representam o namero de vezes que a
expressdo aumenta ou diminui em relacdo ao calibrador (plantas
infiltradas com &agua, valor 1), em escala logaritmica. Colunas com
letras diferentes diferem significativamente de acordo com o teste de
Tukey (P<0,05). As demais nao apresentam diferencas significativas
entre si.



5 CONCLUSOES

1 — Nicotiana benthamiana possui ortdlogos de AtPROPEP, sendo que a
regido correspondente ao peptideo de AtPepl em N. benthamiana é idéntico
entre NbPROPEP1 e NbPROPEP2.

2 — Ambos os genes sdo expressos em N. benthamiana na folha, raiz,
caule e flor, e também ao longo de todo desenvolvimento, tendo sua expressao
reduzida préximo ao periodo de senescéncia das plantas.

3 — Este foi o primeiro trabalho que apresentou fenétipo de morte celular
envolvendo o peptideo sinalizador ortdlogo de AtPepl, indicando seu

envolvimento em outras rotas de sinalizacdo em N. benthamiana.
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7 APENDICES

APENDICE 1. Sequéncia do EST de Nicotiana benthamiana encontrado no
banco de dados SolGenes. Em destaque sublinhado a sequéncia
correspondente predita para o peptideo NbPep, ortélogos de
AtPepl.

>SGN-U514106 Nicotiana benthamiana #1 (2 members)
GGGCGCGCCTACTCAGAAGAGGCTGCAAATATTACAGAGAAACGAGAGAGA
GCTCGAGTAGATGAAGAGAGTAGCTTAACTAAAGTTTATGATATTTCCAAGAA
TCCAATTTTCTACTTCCAAGAAGCCATTAGAGCTATTCTCAACTGTCTTGGTTT
TGAATCTTCAAAACCTGAGTCATCTTCTTCTTCATCTTCTAGCATGTCAGATAA
TAAAGAAGAAGAGAATAATAAAGAAGAAGATGATCCTGAAGGGAAACAGGCT
TCAACAGATAATAACAACGATAACCCTAATACTCCATCAGCTGATGATCCACC
TCAAACCCAAGCACTTCTCACACCACCAGCTCCACCACCACCACCGGGCGG
GTCACCGGCACCCCCAGGTAACCACCAGATAGAAGCAGCAACAAGGAGGGG
AAGAACACCACCAAGACCTGGAGTTAGTAGAGGAAGTCCTCCTCAGAACAAT
TAATTTAATTAAATTACATCTCCTCTAAAATCTATGACCCATTTTCATACTTTGG
CTAGGGTTTTATTCAAGTTTGTTATATATATATGAGATCAACTTTCAGGAGTAA
GTTTTGCTGGTATTTTATCTTGGTTTGACTTCCGTATTTTATGTTGGTTTAGGT
CCTTCAATTGTTTATACATATTGTAATTAAGATATAAGGATCTTAATATGTGCAA
GTTAATAGTAGTACTTAATCTACAAGTTTATTGTCG
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APENDICE 2. Sequenciamento de Nicotiana benthamiana identificado como
NbPROPEP1, amplificado de DNA e RNA. Em destaque verde,
oligonucleotideos iniciadores utilizados para insercdo da
sequéncia no vetor plasmidial pPGEM; em cinza, possivel intron e
sublinhado a sequéncia predita correspondente para o peptideo
NbPep.

>NbPROPEP1_DNA
TGGTTAACAAAGAGAGAGGTCGAGGTGAGGAAGAGAGTAGCTTAACTAAAGT
TTATGATATTTCCAAGAATCCAATTTTCTACTTACAAGAAGCCATTAGAGCTAT
CCTCAACTGTCTTGGTTTTGAATCTCCAAAACCAGAGTCGCCGTCTTCTTCTT
CTTCTTCAAGTATGTCAGACAAAAAAGAAGAAGAGAATATTAAAGAAGATAGT
AGTGCACAAGAAGAAGGGAAACAGACTTCAACAGATAATAACAACGATAACC
CTAATACTCCATCAGTTGATCCACCTCAAACCCAAGCACTTGTAAGACTTCTTT
TTTCCTTTACTTCATTGCGTAATCTATATCTCTCTCACACACACTGGAAGATGT
AGAGCGTACGTGTGTTTATTCGAACCCTAGCTTTGACTCGAACTTTGTATACG
TGTTAAAATAATTCAATAAATAAGGATAAATAATTGATTTTAAACTCACTAAATT
AAATGAGTTGAAAATATGAATTTGAAGCCATAAAATTCAAATTGGATCCTCATC
TTAACACACATAGATATACATGTATGACACATACACATACAAGAAAGAATTAAT
AATTTTAATTTTTCTAATCTAATATGATATGAGTACTAAGTGTTCTTGAACAGAG
ACTAAAAATATATATTAATTTGAGAGATCAAAGAATAACAAGGTAATTTAATCA
AATAAATATATAACATTCTCTAGTTATCTCATTTGTTTTATTTTGGTGTAAATTT
CATGCAGATAGAAGCAGCAACAAGGAGGGGAAGAACACCACCAAGACCTGG
AGTTAGCAGAGGAAGTCCTCCTCAGAACAATTAATTTACCTAGGAT

>NbPROPEP1_RNA
TGGTTAACAAAGAGAGAGGTCGAGGTGAGGAAGAGAGTAGCTTAACTAAAGT
TTATGATATTTCCAAGAATCCAATTTTCTACTTACAAGAAGCCATTAGAGCTAT
CCCCAACTGTCTTGGTTTTGAATCTCCAAAACCAGAGTCGCCGTCTTCTTCTT
CTTCTTCAAGTATGTCAGACAAAAAAGAAGAAGAGAATATTAAAGAAGATAGT
AGTGCACAAGAAGAAGGGAAACAGACTTCAACAGATAATAACAACGATAACC
CTAATACTCCATCAGTTGATCCACCTCAAACCCAAGCACTTATAGAAGCAGCA
ACAAGGAGGGGAAGAACACCACCAAGACCTGGAGTTAGCAGAGGAAGTCET
CCTCAGAACAATTAATTTACCTAGGAT
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APENDICE 3. Sequenciamento de Nicotiana benthamiana identificado como
NbPROPEP2, amplificado de DNA e RNA. Em destaque verde,
oligonucleotideos iniciadores utilizados para insercdo da sequéncia
no vetor plasmidial pPGEM; em cinza, possivel intron e sublinhado a
sequéncia predita correspondente para o peptideo NbPep.

>NbPROPEP2_DNA
TGGTTAACCGAGAGAGAGCTCGAGTTGATGAAGAGAGTAGCTTAACTAAAGT
TTATGATATTTCCAAGAATCCAATTTTCTACTTCCAAGAAGCCATTAGAGCTAT
TCTCAACTGTCTTGGTTTTGAATCTTCAAAACCTGAGTCATCTTCTTCTTCATC
TTCTAGTATGTCAGATAATAAAGAAGAAGAGAATAATAAAGAAGAAGATGATC
CTGAAGGGAAACAGGCTTCAACAGATAATAACAACGATAACCCTAATACTCCA
TCAGCTGATGATCCACCTCAAACCCAAGCACTTGTAAGACTTTTTTCCTTAATC
GTCATGTGCTACTTTCAATCAGGCATGCATTTCTCTTCTTCTCTGTACGGCTCT
TTCCCCCTCTCTCTCTTCTCTCTCTCTCTCTAAGCTCACACCACCAGCTCCAC
CACCACCACCGGGCGGGTCACCGGCACCCCCAGGTAACCACCAGGTAAGTG
CCACTACCCCATCTTCTCCCCCCTTACCCCCACTGCCCGGAACACTGTTCCG
ACAGTGTTTCGACATCCCTCGGGAGTTTCTTGGACTCACCTCCCACACCATTG
TGACACACAGTGTCTGGCGCACATTTTCTGAAAATTTCGTCGCCGGAAACCA
CAGCACGCGCGCCCATTGTAAAGGGGTCTTCTACCATTGTAATACACTTCTAA
CATTCTCCAAGTATCAATAAGAAGAACTCTCTCTACTCTTCTCTCTATTGCTTT
TGTTCTTGCATTATTGTTCTTGACTTTTATATTATTTCATAACAAGAAGTAAATT
GAACCGATGTATGTGGTTTTATTAAGAAAAAGCCCGCAAATTAATTAAGTCAT
GTCACTTGTTTTATTTTGGTGTAAATTTCGTGCAGATAGAAGCAGCAACAAGG
AGGGGAAGAACACCACCAAGACCTGGAGTTAGTAGAGGAAGTCECICCICAG
AACAATTAATTTACCTAGGAT

>NbPROPEP2_RNA
TGGTTAACCGAGAGAGAGCTCGAGTTGATGAAGAGAGTAGCTTAACTAAAGT
TTATGATATTTCCAAGAATCCAATTTTCTACTTCCAAGAAGCCATTAGAGCTAT
TCTCAACTGTCTTGGTTTTGAATCTTCAAAACCTGAGTCATCTTCTTCTTCATC
TTCTAGTATGTCAGATAATAAAGAAGAAGAGAATAATAAAGAAGAAGATGATC
CTGAAGGGAAACAGGCTTCAACAGATAATAACAACGATAACCCTAATACTCCA
TCAGCTGATGATCCACCTCAAACCCAAGCACTTCTCACACCACCAGCTCCAC
CACCACCGCCGGGCGGGTCACCGGCACCCCCAGATAGAAGCAGCAACAAG
GAGGGGAAGAACACCACCAAGACCTGGAGTTAGTAGAGGAAGTCECICCTICA
GAACAATTAATTTACCTAGGAT
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APENDICE 4. Resultado do sequenciamento do produto de PCR do vetor TRV2b

com os oligonucleotideos iniciadores TRV F/ R. Em cinza claro
esta a sequéncia de oligonucleotideos para amplificacdo do inserto
e as regides em cinza escuro indicam os sitios das enzimas Hpal e
EcoRl, para clonagem no vetor TRV2b.

>TRV-NbPROPEP1
GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATT
GGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTGETTAACA
GGGGAAGAACACCACCAAGACCTGGAGTTAGTAGAGGAAGTCCTCCTCAGA
ACAGAATTCATAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGA
GCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATA
GCTTGGCGTAATTCATG

APENDICE 5. Expresséo relativa dos genes NbPROPEP1 (A) e NbDPROPEP2 (B)

em diferentes tempos ap06s infiltracdo do peptideo sintético NbPep
na concentracdo de 20nM. Todos os valores de Cts foram
normalizados em relacdo aos valores dos Cts do controle
enddégeno (NbEF-71a). Os valores da expressdo representam o
namero de vezes que a expressao aumenta ou diminui em relacédo
ao calibrador (valor 1), em escala logaritmica. Comparacéo
estatistica somente entre Controle e Peptideo, onde colunas com
letras diferentes diferem significativamente de acordo com o teste
de Tukey (P<0,05).
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