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IDENTIFICA(;AQ DE MECANISMOS DE RESISTENCIA DURANTE A
INTERACAO ENTRE Petunia hybrida e Botrytis cinerea’

Autor: Sara Hartke
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

As solanaceas sdo particularmente afetadas por Botrytis cinerea,
incluindo a espécie ornamental Petunia hybrida (petunia). A infeccédo de flores
por B. cinerea representa uma importante fase do ciclo de vida desse patdgeno
em inameras interacdes. Por essa razdo, mecanismos de defesa que atuam em
flores tém o importante papel de restringir a disperséo de B. cinerea para outros
tecidos saudaveis dos hospedeiros. Diante disso, o presente trabalho objetivou
prospectar mecanismos de resisténcia de petinia a B. cinerea e caracterizar a
funcéo e expressdo de genes em flores durante a interacao petunia-B. cinerea.
Para tanto, cultivares comerciais de petinia foram avaliadas quanto a resisténcia
a B. cinerea. Flores da cultivar Picobella White apresentaram menor nivel de
colonizacéo por B. cinerea em comparacao com flores da cultivar Picobella Rose.
No intuito de investigar as respostas de defesa que atuam em flores de Picobella
White e que podem n&o ocorrer ou ocorrer com menor eficiéncia em flores de
Picobella Rose, as flores dessas cultivares foram empregadas na andlise de
expressao de genes potencialmente envolvidos na resisténcia ou que atuem
como potenciais alvos de manipulacéo por B. cinerea. Adicionalmente, as flores
das duas cultivares foram submetidas a andlises histopatolégicas. Os genes
codificantes das defensinas florais PhDEF1 e PhDEF2 foram expressos em
menor nivel nas flores de Picobella White em comparagdo com as flores de
Picobella Rose, ambas desafiadas com B. cinerea. Portanto, os referidos genes
foram submetidos a caracterizacao funcional por meio do silenciamento. Apesar
de serem consideradas defensinas, a literatura relata que PhDEF1 e PhDEF2
sdo altamente fitotdxicas quando liberadas do vacuolo, sendo que essa liberagcéao
provavelmente ocorre em células danificadas por B. cinerea. O silenciamento de
PhDEF1 ou PhDEF2 reduziu o nivel de colonizacdo das flores por B. cinerea.
Sendo assim, os resultados sugerem que, em interagcdo com B. cinerea, a acao
fitotéxica das duas defensinas beneficia a colonizacdo por B. cinerea, tendo em
vista que a morte de células do hospedeiro € requerida para o desenvolvimento
da doenca. Logo, é possivel que os menores niveis de expressao de PhDEF1 e
PhDEF2 verificados nas flores de Picobella White justifiquem as diferencas
observadas entre as cultivares quanto ao nivel de colonizagédo por B. cinerea.
Além disso, compostos fendlicos autofluorescentes foram detectados na parede
de células da epiderme de flores de Picobella White a partir de 12 horas apés a
inoculagao com B. cinerea (hpi). Em flores de Picobella Rose, apenas uma fraca
fluorescéncia foi detectada em 48 hpi. Em conjunto, os resultados parecem
demonstrar que Picobella White ativa mecanismos de defesa capazes de limitar
a proliferacao de B. cinerea em suas pétalas.

1 Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (113p.) Fevereiro, 2016.

vi



IDENTIFICATION OF RESISTANCE MECHANISMS IN Petunia hybrida-
Botrytis cinerea INTERACTION?

Author: Sara Hartke
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

Solanaceae species are particularly affected by Botrytis cinerea, including
the ornamental plant specie Petunia hybrida (petunia). Flowers infection by B.
cinerea is a major phase of the life cycle of this pathogen in several interactions.
For this reason, defense mechanisms that act in flowers have an important role
in restricting B. cinerea spread to other host healthy tissues. Therefore, the aim
of this study was prospecting petunia resistance mechanisms against B. cinerea
and to characterize the function and expression of genes in flowers during
petunia-B. cinerea interaction. To this end, a screening procedure for B. cinerea
resistance was developed in petunia commercial cultivars. Flowers of Picobella
White showed a lower level of colonization by B. cinerea when compared to
flowers of Picobella Rose. In order to investigate the defense responses that were
activated in flowers of Picobella White and may not occur or occur in a less
efficient manner in flowers of Picobella Rose, the flowers of these cultivars were
used for gene expression analysis of genes potentially involved in resistance or
acting as potential targets for B. cinerea manipulation. In addition, the flowers of
both cultivars were subjected to histopathological analysis. The genes PhDEF1
and PhDEF2, which encode floral defensins, were expressed at lower levels in
flowers of Picobella White compared to flowers of Picobella Rose, both
challenged with B. cinerea. Therefore, these genes were subjected to functional
characterization by means of silencing. Despite being considered defensins, the
literature reports that PhDEF1 and PhDEF2 are highly phytotoxic when released
from the vacuole, and this release is likely to occur in cells damaged by B.
cinerea. The silencing of PhDEF1 or PhDEF2 decreased the level of colonization
of flowers by B. cinerea. Thus, these results suggest that, in interaction with B.
cinerea, the phytotoxic effect of defensins benefits colonization by B. cinerea,
given that the host cell death is required for disease development. Therefore, it
is possible that the lower levels of PhDEF1 and PhDEF2 expression observed in
flowers of Picobella White explain the differences among cultivars regarding the
level of colonization by B. cinerea. Moreover, fluorescent phenolic compounds
were detected in the epidermis cell wall of flowers of Picobella White from 12
hours post inoculation with B. cinerea (hpi). In flowers of Picobella Rose only a
weak fluorescence was detected at 48 hpi. Together, the results seem to show
that Picobella White active defense mechanisms that may limit B. cinerea
proliferation in its petals.

1 Doctoral thesis in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (113p.) February, 2016.

Vii



1.

2.

4.

SUMARIO

Pagina
INTRODUGAO. ...ttt 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA. ......coooiiieee ittt 4
2.1 BOIIYES CINEI@.....eeeeiiiiiiiieeeeee et e e e e e e 4
2.2 Interagdo entre plantas e patdgenos necrotroficos...........ccuveeeeeeen... 6
2.2.1 Resposta hormonal............cccooeeieiiiiiiiiiee e 10
2.2.2 Mecanismos de defesa em Orgaos florais.............cccceeeeeenneens 12
2.3 Interacao entre plantas e B. CINErea...........ccccccuvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeen 14
2.3.1 Resisténcia de plantas a B. CInerea...........cccccvvveeeiiiieeeeneennennn. 16
2.4 Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)...........cccvvvvvvveinnnn. 20
MATERIAL E METODOS.......ocoieiiteceeceeee ettt een s 22
3.1 Material Vegetal.........oooiiiiiiiiiiii e 22
3.2 Isolamento e inoculagdo com B. cinerea............ccccvveevivviiiiiieeeennnenn. 22
3.3 Avaliagao da JOBNGA........cceeeeiiiiiiiiti ettt e e e e 25
3.3.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA...........cccoeevveereeennn. 26
3.3.2 Quantificacdo da biomassa de B. cinerea por meio de PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR)...........ccoovvrrrrriiivncennnn. 27

3.4 Andlise de expressao de genes de petlnia durante a interacdo com
B. cinerea e durante a senescéncia induzida por
PONNIZAGED. ....ceeiiiiiiiiiiee e 28
3.5 Microscopia de pétalas de petunia inoculadas com B. cinerea.......... 29
3.6 Silenciamento dos genes PhCHSj, PhPDS, PhDEF1 e PhDEF2.... 31
3.6.1 Clonagem dos genes PhCHSj, PhPDS, PhDEF1 e PhDEF2

NO PGEM-T .. e 32
3.6.2 Extracdo de plasmideos recombinantes...............ccccccevvvveen.... 34
3.6.3 Sub-clonagem dos genes PhCHSj, PhPDS, PhDEF1 e
PhDEF2 no vetor de silenciamento...........cccceeeeeiiieeieeeeeeennnnns 35
3.6.4 Infiltracdo com Agrobacterium tumefaciens contendo os
VELOIES VIF@US...uuuuiiee e i e e ettt e e ee e e 38
3.6.5 Confirmagéo do silenciamento por qRT-PCR..............cccvveeee. 40
3.6.6 Avaliacdo da doenca nas plantas contendo as defensinas
florais silenciadas.............uueveiiiiiiiiiiie 41
RESULTADOS E DISCUSSAO..........cooviiieieieriiisieesisieiee e 43
4.1 Isolamento de B. cinerea de flores de petinia..........cccccccvveeeennnnnen. 43

viii



4.2 Comparacao entre cultivares de petunia quanto a resisténcia a B.
(o101 = TP ESUUTR PRI
4.3 Perfil de expresséo de genes candidatos durante a interacdo entre
petinia e B. cinerea e durante a senescéncia induzida por

[010] [T T 172= Vo= Lo J
4.4 Visualizacdo de respostas de defesa em pétalas durante a
interacdo entre petlnia e B. CINErea..........cccccovviviiiiiien e

4.5 Silenciamento dos genes PhCHSj, PhPDS, PhDEF1 e PhDEF2......
4.5.1 Caracterizacao funcional das defensinas florais de petunia
(PhDEF1 € PADEF2).......cutiiiiiiiiiiiieiee et

5. CONCLUSODES. ... oo ettt
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....oooeeeeeeee et

T APENDICES. ... oo e ettt e,

50

59
68



RELACAO DE TABELAS

Pagina
1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢fes de qRT-PCR e
nas clonagens N0 VEtor TRV .......oooviviiiiiiiiiii e 31



10.

11.

RELACAO DE FIGURAS

Pagina

Obtencao do isolado de B. cinerea a partir de flores de petlinia com
sintomas de MOofo CINZENTO...........ooviieiiiiiiiieeee e

Desafio de flores das cultivares Picobella Rose e Picobella White com
esporos de B. cinerea (1 10° esporos mL™ de &4gua).........cc.cceeeeuveeeenee.

Quantificacdo do acumulo de mRNA de BcActin por gqRT-PCR nas
flores de petunia inoculadas com B. cinerea (24 e 48 hpi)...........cc.uue....

Quantificacdo dos esporos formados em flores e botdes inoculados
COM B CINEIA....cciiiiiiii i

Eletroforese em gel de agarose de fragmentos amplificados por gRT-
PCR a partir do cDNA de pétalas de petlnia..............cccovvvvvvevriiiinnnnnnnn.

Expressao relativa dos genes PhACOL1, PhEIL1, PhATG8a, PhDEF1
e PhDEF2 em pétalas de flores das cultivares Picobella White e
Picobella Rose desafiadas com B. cinerea (48 hpi)..........cevvveeeveeennnnnn.

Avaliacdo da expressao génica em pétalas de flores de Picobella
Rose e Picobella White polinizadas...............cooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee

Microscopia Optica de pétalas de Picobella Rose (A) e Picobella White
(B) inoculadas com 7 yL de uma solugao de esporos de B. cinerea......

Microscopia Optica de epifluorescéncia da epiderme adaxial de
pétalas de Picobella Rose tratadas com &cido picrico apés a
INOCUIAGAOD COM B. CINEIEA........uuiiiiiiiiiiiiiieeeie e

Microscopia Optica de epifluorescéncia da epiderme adaxial de
pétalas de Picobella White tratadas com acido picrico apos a
INOCUIAGAOD COM B. CINEIEA........uuuiiiiiiiiiiiiiiieiee e

Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR das coldnias
de A. tumefasciens transformadas com os plasmideos TRV2b-GFP
(1-3), TRV2b-PhPDS (4-6), TRV2b-PhCHSj (7-9), TRV2b-PhDEF1
(10-12) e TRV2D-PhDEF2 (13-15)..cuuiiiiiiiiiieieeeeeeee e

Xi

45

46

49

52

54

58

60

64

65



12.

13.

14.

15.

16.

Fendtipos de silenciamento aos 19 dpa.......ccceeeeeeeiiieeeeeeveeeeeeeeeviiiies

Quantificacdo, por qRT-PCR, do acumulo de mRNA dos genes
PhCHSj e PhPDS a0S 19 dpa......ccccvvvviiiiiiiiiiiiii e

Fendtipos de silenciamento do gene PhCHSjaos 30 dpa..........cccc.......

Inoculacdo de B. cinerea em flores destacadas de plantas
agroinfiltradas com o in6culo pTRV1+pTRV2b-PhDEF1,
pTRV1+pTRV2b-PhDEF2 (in6culos de silenciamento) ou
PTRV1+pTRV2b-GFP (inGculo coNtrole).........cccoeviiiiiiieeiniiiiieeeeeeee,

Quantificagdo, por gqRT-PCR, do acimulo de mRNA de BcActin nas
flores n&o silenciadas de Picobella Rose e Picobella White
(pPTRV1+pTRV2b-GFP), nas fores silenciadas de Picobella Rose
(pPTRV1+pTRV2b-PhDEF2) e nas fores silenciadas de Picobella
White (pTRV1+pTRV2b-PhDEFL1) inoculadas com B. cinerea (24 hpi).

Xii

71

73

75

76



RELACAO DE APENDICES

Pagina
Comparacoes (blastn) entre sequéncias do banco de dados do NCBI
e os resultados do sequenciamento das regifes ITS1 (A) e ITS2 (B) do
rDNA e da regido NEP2 (C) do DNA do isolado obtido a partir de flores

de petunia com sintomas de mofo cinzento. Essas comparacdes entre
sequéncias de DNA confirmaram a espécie do isolado como B. cinerea 97

Resultado do sequenciamento do produto de PCR do vetor pTRV2b-
PhDEF1 com os oligonucleotideos iniciadores TRV F/ R. Em destaque
esta a sequéncia de nucleotideos do PhDEFL1 e as regides grifadas em
cinza indicam os sitios das enzimas Hpal € ECORI.............ccocciieeeennnee. 98

Resultado do sequenciamento do produto de PCR do vetor pTRV2b-
PhDEF2 com os oligonucleotideos iniciadores TRV F/ R. Em destaque
esta a sequéncia de nucleotideos do PhDEF2 e as regifes grifadas em
cinza indicam os sitios das enzimas Hpal € ECORL..............ccoeciivvnnnnee. 99

Xiii



1 INTRODUCAO

As doencas de plantas constituem um dos principais entraves para a
producao de plantas de interesse econdémico. Dessa forma, o entendimento das
interacOes planta-patégeno e a aplicacdo desse conhecimento na obtencéo de
plantas resistentes se tornam indispensaveis para uma agricultura sustentavel.

As plantas possuem sistemas de defesa altamente sofisticados contra
patdgenos, sendo capazes de reconhecer moléculas e sinais provenientes de
suas células afetadas e ativar uma efetiva resposta imune contra o patdégeno
reconhecido. No entanto, alguns patdgenos podem superar essas respostas de
defesa, desencadeando a doenca. Durante a interacdo entre plantas e
patdgenos necrotroficos a morte de células do hospedeiro precede ou
acompanha a colonizacdo pelo patdgeno. Comumente, compostos fitotoxicos e
enzimas degradadoras de parede celular sdo empregadas para causar a
necrose do tecido hospedeiro, ocasionando a liberacéo dos nutrientes. A falta de
especificidade desses compostos fitotdxicos dificultam a obtencdo de plantas
resistentes a necrotroficos que possuem uma ampla gama de hospedeiros.

B. cinerea foi recentemente considerado o mais importante fungo
necrotrofico causador de doenca em plantas, tendo em vista sua capacidade de
infectar mais de 200 espécies e seu impacto econdmico na agricultura (despesas

globais de controle de B. cinerea ultrapassam R$ 3 bilhdes por ano). Essas



caracteristicas contribuiram para a utilizagdo de B. cinerea como modelo em
estudos com necrotroficos que possuem uma ampla gama de hospedeiros.
Muitos cultivos utilizados na alimentagdo humana séo afetados por B. cinerea
tanto em pré quanto em pdés-colheita. Dentre as solanaceas hospedeiras de B.
cinerea podem ser citadas as espécies tomate, batata, berinjela e pimentéo.
Além de afetar a produtividade dos cultivos alimenticios e a qualidade de seus
produtos, B. cinerea também é causador de uma das doengas mais comuns e
destrutivas em plantas ornamentais cultivadas em casa de vegetacao, incluindo
a solanacea Petunia x hybrida (Hook.) Vilm.

A petunia € uma planta ornamental de grande importancia econémica na
horticultura de todo o mundo. Além disso, ao longo das ultimas duas décadas, a
petunia também serviu como um excelente modelo para elucidar as bases
genéticas de varios processos de plantas, principalmente de solanaceas.
Condicoes de crescimento facil, ciclo de vida relativamente curto
(aproximadamente trés meses), propagacao assexuada facil, um grande nimero
de genes bem caracterizados, disponibilidade de grandes bancos de mutantes,
flores grandes que facilitam estudos nesse 6rgdo e um grande numero de
ferramentas moleculares bem definidas para estudos nesse género contribuiram
com a utilizacdo de petinia como um sistema modelo.

A infeccdo de flores em senescéncia por esporos de B. cinerea representa
uma importante fase do ciclo de vida desse patégeno, tendo em vista que a
colonizacdo desse tecido debilitado contribui com indéculo para infeccbes
secundarias de outros tecidos intactos, incluindo folhas, ramos e frutos. Sendo
assim, a elucidacdo de mecanismos de resisténcia a B. cinerea que atuam em

flores pode ter importante papel no estabelecimento de métodos de controle do



mofo cinzento. A ativacdo de respostas de resisténcia contra patdgenos
demanda um alto custo energético, além de comumente envolver vias hormonais
que sinalizam outros processos metabolicos na planta. Por essa razdo, a
ferramenta molecular que foi estabelecida para a caracterizacao in vivo do papel
de genes de petlunia durante a interacdo com B. cinerea consistiu na modificagdo
da expressdo génica de forma transiente. Desse modo, podem ser evitadas
interferéncias em outros processos da planta, uma vez que o momento da
modificacdo da expressdo pode ser controlado. Diante da caréncia de
conhecimento sobre as repostas de defesa a patdgenos que atuam em flores, o
presente trabalho teve como objetivo geral prospectar, em flores, mecanismos
de resisténcia de petunia a B. cinerea e caracterizar a funcdo e expressao de
genes em flores durante a interacdo entre petinia e B. cinerea. Os objetivos

especificos estdo descritos a seqguir:

1 — Avaliar cultivares comerciais de petlnia quanto a resisténcia a B. cinerea,
sendo a avaliacao da doenca procedida em flores;

2 — Realizar analises histopatoldgicas no intuito de identificar possiveis respostas
de defesa de petlnia a B. cinerea.

3 - Selecionar genes potencialmente envolvidos na resisténcia de petunia a B.
cinerea ou genes que atuem como possiveis alvos de modulaces exercidas
pelo patdgeno como estratégia de patogénese;

4 — Otimizar o método de silenciamento génico induzido por virus em petunia
para o estudo do efeito do silenciamento em flores;

5 — Silenciar os genes selecionados a fim de caracterizar suas fungdes em flores

durante a interagdo entre petunia e B. cinerea,



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Botrytis cinerea

B. cinerea € um fungo necrotrofico causador da doenca mofo cinzento,
também conhecida por podriddo cinzenta, em mais de 200 espécies vegetais.
Os 6rgaos afetados pelo mofo cinzento incluem frutos, flores, ramos, folhas e
também 6érgaos de reserva, como tubérculos (Cantu et al., 2009; B. Li et al.,
2012). Apesar de ser mais comum em cultivos em casa de vegetacédo, a doenca
também pode alcancar niveis consideraveis em campo aberto e em camaras de
armazenamento (pés-colheita). Botryotinia fuckeliana é a fase teleomorfica de B.
cinerea que pertence ao filo Ascomycota. Contudo, ndo existem relatos da
ocorréncia da fase teleomoérfica no Brasil (Tofoli et al., 2011). Solanaceae é uma
das familias de maior importancia econémica a nivel mundial, nessa familia
estdo contidos inimeros hospedeiros de B. cinerea, tais como o tomate,
pimentdo, berinjela e também petlnia, uma solanacea ornamental (Smith et al.,
2014; Dean et al., 2012; Tofoli et al., 2011; El Oirdi et al., 2011; van Kan, 2005).
A disponibilidade da sequéncia do genoma de B. cinerea, uma variedade de
ferramentas moleculares para caracterizar a funcédo de seus genes, juntamente
com a sua relevancia econdémica, contribuiram para o desenvolvimento de um
grande numero de estudos com B. cinerea. Esses estudos tiveram papel
fundamental na elucidacao de estratégias de infeccao de B. cinerea (Dean et al.,

2012; Amselem et al., 2011).



O ciclo da doenca causada por B. cinerea pode ser dividido nos seguintes
estadios: aderéncia e germinacéo do conidio na superficie do tecido hospedeiro
sob condicdes de elevada umidade (aproximadamente 80%); desenvolvimento
do apressorio que penetra a superficie do hospedeiro; inducdo da morte de
células hospedeiras e estabelecimento de uma leséo priméaria, podendo ocorrer
necrose e o desencadeamento de respostas de defesa do hospedeiro; expanséo
da lesédo e esporulacédo do patdégeno para a producado de inoculo para infeccdes
secundarias (van Kan, 2006). Os conidios de B. cinerea sédo considerados a
principal forma de disperséo de in6culo (Holz et al., 2007). Esse patégeno pode
sobreviver por periodos prolongados em restos culturais através da formacéo de
esclerodios (Williamson et al., 2007).

A penetracdo de superficies hospedeiras intactas por B. cinerea ocorre
através da secrecdo de enzimas extracelulares que degradam cutina e parede
celular e ndo por meio de pressao fisica (Amselem et al., 2011; Choquer et al.,
2007; Staples & Mayer, 1995). Além disso, B. cinerea também é capaz de iniciar
a infeccdo do tecido do hospedeiro por meio de estdbmatos abertos, em locais
contendo ferimentos ou em regides infectadas por outros patdégenos (van Kan,
2006). A analise do genoma de B. cinerea resultou na identificacdo de 118 genes
relacionados com a degradacdo de parede celular vegetal (Amselem et al.,
2011). As enzimas sintetizadas por B. cinerea, requeridas para a penetracao no
hospedeiro, degradacdo da parede celular e lise celular, incluem cutinases,
lipases, pectinases, celulases, xilanases e proteases (van Kan, 2006; Choquer

et al., 2007; B. Li et al., 2012).



2.2 Interacao entre plantas e patdogenos necrotroficos

Diferentemente dos patdgenos biotroficos, os quais dependem de células
hospedeiras vivas para sua nutricdo, os patdgenos necrotroficos extraem o0s
nutrientes necessarios para seu crescimento e reproducdo a partir de células
hospedeiras que foram mortas previamente a colonizacdo ou durante esse
processo (Wang et al., 2014). Para tanto, compostos fitotéxicos e enzimas
degradadoras de parede celular sdo sintetizados pelo patdogeno para induzir a
necrose das células hospedeiras, tornando, assim, os nutrientes disponiveis
para o patégeno. Os necrotréficos sao subdivididos em necrotréficos com
especificidade de hospedeiro (HOST-SPECIFIC NECROTROPHS — HSNSs) e
necrotroficos com ampla gama de hospedeiro (BROAD HOST-RANGE
NECROTROPHS - BHNs) (Mengiste, 2012). Os HSNs produzem toxinas
especificas ao hospedeiro, as quais sao essenciais para a patogenicidade e
viruléncia. Como exemplo pode ser citado o patdgeno de trigo Pyrenophora tritici-
repentis, produtor da toxina PtrToxA (Wang et al., 2014). Essa toxina induz
necrose em cultivares de trigo portadoras do alelo dominante Tsnl. O fenbmeno
descrito nesse exemplo é denominado suscetibilidade desencadeada por efetor,
tendo em vista que a interacao PtrToxA-Tsnl resulta em necrose, beneficiando
o necrotroéfico P. tritici-repentis (Liu et al., 2009; Tan et al., 2012). A imunidade
de plantas a HSNs pode ser conferida por genes dominantes individuais
codificantes de proteinas que neutralizam a acdo de toxinas do patégeno, por
genes que contribuem com a tolerancia aos danos causados pela toxina ou por
alelos cujos produtos séo insensiveis a toxina especifica ao hospedeiro (Lai &
Mengiste, 2013). Esse ultimo mecanismo de resisténcia pode ser exemplificado

por cultivares de trigo que apresentam maior resisténcia a PtrToxA por



possuirem somente o alelo recessivo tsnl (Tan et al., 2012). Ja os fungos B.
cinerea, Alternaria brassicicola, Sclerotinia sclerotiorum e a bactéria Erwinia
carotovora sdo exemplos de BHNs (Mengiste, 2012). Os BHNs também
produzem toxinas durante a interacdo com seus hospedeiros, contudo, essas
toxinas ndo apresentam especificidade por hospedeiro. Apesar de os HSNs e os
BHNs apresentarem o mesmo modo de nutricAo, suas estratégias de
patogénese sdo bastante diferentes, refletindo em variacfes nas estratégias de
resisténcia dos seus respectivos hospedeiros (Laluk & Mengiste, 2010). Por essa
razao, a partir desse ponto, a revisédo sera direcionada aos estudos de interacao
planta-patégeno que foram conduzidos com BHNSs.

Para desencadear um processo de defesa a planta deve reconhecer
padrées moleculares associados a patogenos (PAMPs) elou padrées
moleculares associados a danos (DAMPs) (Windarm et al., 2012; Chisholm et
al., 2006; Huckelhoven, 2007). Moléculas derivadas da parede celular de fungos
e bactérias, tais como peptideoglicanos, lipopolissacarideos e fragmentos de
quitina sdo exemplos tipicos de PAMPs (Lai & Mengiste, 2013; Boller & He,
2009). J4 os DAMPs sdo moléculas derivadas dos hospedeiros, as quais séo
liberadas a partir de ferimentos ou por meio da acdo de enzimas hidroliticas
utilizadas pelos necrotroficos para ultrapassar as barreiras fisicas impostas pela
célula vegetal. Os DAMPs podem ser representados por peptideos,
oligogalacturonideos e mondémeros de cutina. Os PAMPS e DAMPs séo
reconhecidos pela planta mediante a interacdo com seus respectivos receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs) (Lai & Mengiste, 2013). A deteccdo do
patdgeno ativa mecanismos de resisténcia basal, também denominada

imunidade desencadeada por PAMPs/DAMPs (PTI), e é a primeira linha de



defesa que os patdégenos enfrentam para colonizacdo dos tecidos das plantas
(Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl, 2006; Zipfel, 2008). Os patdgenos podem
ainda utilizar moléculas efetoras para superar esta primeira linha de defesa. Os
efetores podem impedir a detec¢éo de seus PAMPs pelo hospedeiro ou suprimir
a sinalizacédo da PTI. Em contrapartida, as plantas desenvolveram uma segunda
linha de defesa, na qual proteinas de resisténcia (R) sdo capazes de detectar de
maneira direta ou indireta efetores especificos, 0 que resulta na imunidade
desencadeada por efetores (ETI) (de Ledn & Montesano, 2013). As respostas
ativadas durante a PTI ou ETI podem apresentar sobreposicdo, o que sugere
que a PTI e a ETI sejam mediadas por uma rede de sinalizacdo integrada
(Thomma et al., 2011; Tsuda & Katagiri, 2010). Apesar disso, as respostas sao
ativadas de maneira mais rapida e amplificada durante a ETI em comparacao
com a PTI (de Lebén & Montesano, 2013; Jones & Dangl, 2006). Entretanto, com
excecdo do gene de resisténcia de Arabidopsis thaliana RESISTANCE TO
LEPTOSPHAERIA MACULANS 3 (RLM3), que codifica uma proteina R com
dominio Toll/interleucina-1 e atua na resisténcia a varios necrotréficos (Staal et
al., 2008), nenhum outro gene R foi relacionado com a resisténcia a
necrotréficos. Na interacdo entre A. thaliana e o fungo hemibiotréfico
Leptosphaeria maculans, o gene RLM3 é requerido para uma eficiente
deposicao de calose (Staal et al., 2008). Diante disso, nota-se que, em geral, a
ETI ndo é responsavel pela resisténcia de plantas a necrotroficos. A resisténcia
a BHNs é guantitativa, sendo que a PTI representa uma resisténcia quantitativa
independentemente do estilo de vida do patdogeno (Mengiste, 2012). As
respostas de defesa que ocorrem durante a PTI ou ETI dependem da ativacao

de multiplas rotas de sinalizacdo e da transcricAo de genes especificos



envolvidos na limitacdo da proliferacdo do patégeno reconhecido,
consequentemente limitando a evolugéao da doenca (Stotz et al., 2014; Gimenez-
Ibanez & Solano, 2013). Comumente, a ativacdo da PTI mediante o
reconhecimento de um BHN promovera a inducdo da sintese de compostos
antimicrobianos, como exemplo as fitoalexinas; acimulo de espécies reativas de
oxigénio; ativacdo de vias de sinalizacdo hormonal, como exemplo as vias do
acido jasmonico (JA) e etileno (ET); modificacbes de parede celular (de Leén &
Montesano, 2013; Lai & Mengiste, 2013; Pieterse et al., 2012).

As células vegetais impdem diversas barreiras contra a infeccdo por
patdgenos, podendo ser barreiras fisicas e quimicas, constitutivas ou induziveis.
A cuticula e a parede celular vegetal sdo exemplos de barreiras que também
atuam como fontes de DAMPSs, os quais podem ativar a PTI (Lai & Mengiste,
2013). A composicdo das paredes celulares e a modificacdo dos seus
constituintes podem determinar a compatibilidade (hospedeiro suscetivel) ou
incompatibilidade (hospedeiro resistente) de uma dada interacdo planta-
patdgeno (Mengiste, 2012). Reforcos de parede celular do hospedeiro envolvem
o acumulo de compostos fendlicos, espécies reativas de oxigénio e deposicao
de calose nos sitios de tentativa de penetracdo pelo patdgeno. Essas
modificacdes podem ser induzidas como uma resposta de defesa a patdégenos
necrotroficos, tendo em vista que irdo tornar as paredes celulares menos
vulneraveis a acdo das enzimas degradadoras de parede celular (Léon &

Montesano, 2013).
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2.2.1 Resposta hormonal

De modo geral, a resisténcia a biotréficos e hemibiotroficos requer a
ativacdo da via do acido salicilico (SA), enquanto que as vias do JA e do ET tém
importante papel na resisténcia a necrotroficos (Derksen et al., 2013; Huang et
al., 2015). Quando as vias de sinalizacado do JA e ET séo ativadas durante ou
apos o estabelecimento das respostas mediadas por SA, o SA exerce uma forte
supressao sobre a expressao de genes responsivos ao JA. Contudo, quando as
vias do JA e ET sao induzidas previamente a inducdo da via do SA, o efeito
antagonico do SA sobre a via do JA é completamente anulado (Pieterse et al.,
2012). Apesar de muitos estudos demonstrarem uma interacéo antagbnica entre
as vias do SA e do JA, interacBes sinérgicas ou neutras também ja foram
verificadas (Pieterse et al., 2012; Tsuda et al., 2009). O tipo de interacdo entre
as vias hormonais € determinado por uma regulacdo espacial e temporal, e
depende também da concentracdo de cada horménio na planta (Spoel & Dong,
2008). Tanto a ativacdo de determinadas vias hormonais quanto a interacéo
entre essas vias tém papel fundamental na regulacdo das respostas de defesa

de plantas contra o patdgeno reconhecido (Huang et al., 2015).
Estudos sobre o papel dos horménios vegetais em interacdes entre plantas
e patdgenos frequentemente utilizam A. thaliana como modelo, tendo em vista a
disponibilidade de cole¢gbes de mutantes defectivos em um ou mais genes
envolvidos nas vias de sinalizacdo desses hormonios (Huang et al., 2015; Zhu
et al., 2011; Derksen et al., 2013). Em A. thaliana, foram descritos dois ramos
principais pertencentes a via de sinalizagéo do JA, um desses denominado ramo
ERF (ETHYLENE RESPONSE FACTOR), cuja ativacdo depende tanto da

sinalizacdo mediada por JA quanto da sinalizacdo mediada por ET, e o outro
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denominado ramo MYC, o qual depende da sinalizacdo mediada por acido
abscisico para sua ativacdo. O ramo MYC é comumente associado com a
resposta de defesa a insetos herbivoros e com a resposta a ferimentos (Kazan
& Manners, 2012; Lorenzo et al., 2004), enquanto que o ramo ERF é, em geral,
associado com a resisténcia a patdogenos necrotroficos (Berrocal-Lobo et al.,
2002; Lorenzo et al., 2003). Por essa razao, serao detalhados somente 0s genes
que atuam no ramo ERF da via de sinalizacdo do JA. O reconhecimento de
PAMPs/DAMPs relacionados a patogenos necrotroficos podera desencadear a
liberagao de acido a-linolénico a partir de membranas celulares do hospedeiro,
dando inicio a sintese de JA (Pieterse et al., 2012). O JA pode ser entdo
conjugado com aminodacidos, como L-isoleucina, originando o composto
jasmonil-isoleucina (JA-lle), a principal forma biologicamente ativa derivada do
JA (Gfeller et al., 2010). Uma vez acumulado nas células do hospedeiro, o JA-
lle ira induzir a degradacéo de proteinas que tém o papel de reprimir a atividade
dos fatores de transcricdo codificados pelos genes homdlogos ETHYLENE
INSENSITIVE3 (EIN3) e EIN3-LIKE1 (EIL1). A inibicAo da atividade de EIN3 e
EIL1 é de extrema importancia em células ndo desafiadas por patdogenos
necrotroficos, tendo em vista que essa inibicdo garante que inimeras respostas
de defesa com alto custo energético ndo sejam ativadas constitutivamente na
planta (Zhu et al., 2011; Pieterse et al., 2012). Ja a sintese de ET envolve as
seguintes etapas: (1) a conversao de S-adenosilmetionina (SAM), que consiste
em um precursor metabolico comum, em 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) pela acdo da enzima ACC sintase (ACS) e (2) a conversao de ACC em
ET pela acdo da ACC oxidase (ACO) (G. Li et al.,, 2012). A agao da ACO

representa um excelente indicador da producédo de ET, a qual € induzida em
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inUmeras interacdes entre plantas e patdogenos necrotréficos (Wang et al., 2013;
Pieterse et al., 2012). Na auséncia de ET, EIN3 e EIL1 sofrem protedlise,
enguanto a presenca do ET promove a estabilizacdo de EIN3 e EIL1, ressaltando
o requerimento do ET na ativacdo do ramo ERF da via de sinalizacdo do JA (An
et al., 2010). Sendo assim, nas células infectadas por patdgenos necrotroéficos,
0 acumulo de JA-lle e ET ira permitir que EIN3 e EIL1 induzam a expressao de
novos fatores de transcricdo, como ERF1 e OCTADECANOIC-RESPONSIVE
ARABIDOPSIS AP2/ERF59 (ORA59). Em sequéncia, ERF1 e ORAS9, irdo
induzir a expressao de outros genes, como 0 gene PLANT DEFENSIN1.2
(PDF1.2), o qual é utilizado como um marcador tipico da ativacdo de respostas
de defesa dependentes de JA/ET e tem importante papel na resisténcia de
plantas a necrotréficos (Huang et al., 2015). A defensina PDF1.2 é considerada
uma proteina relacionada a patogénese (PR), outros exemplos de genes PR
responsivos a via de sinalizacdo do JA/ET compreendem os genes codificantes
da PR3 e PR4, ambas quitinases capazes de degradar a parede celular de
fungos, inibindo o crescimento de patdgenos tanto in vivo quanto in vitro (Spoel

& Dong, 2012; Gu et al., 2002).

2.2.2 Mecanismos de defesa em 6rgaos florais

Um dos principais problemas enfrentados pelo mercado de flores consiste
na abscisdo de botdes e flores durante a manipulacdo de pdés-colheita. A
infeccéo de flores por B. cinerea representa uma das causas da queda precoce
de flores, tendo em vista que, em muitas culturas, esse patogeno elicita a
producdo enddgena de ET, resultando na abscisdo de flores durante o transporte

e armazenamento (Dinh et al., 2011; Darras et al., 2006; Chu et al., 2015; Tomas
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et al., 1995; Sharon et al.,, 2007). Em petlunia, a senescéncia floral e a
consequente abscisdo das pétalas podem ser aceleradas pela aplicacdo
exdgena de ET ou através da polinizacdo, esses processos irdo induzir a sintese
de ET de maneira autocatalitica (Shibuya et al., 2004), o que significa que o
acumulo de ET acima de um determinado limiar ira induzir a sintese de mais ET
(Durner, 2013). O estudo de Wang et al. (2013) demonstrou que B. cinerea
também atua como um elicitor da via do ET em folhas de petlnia, sendo
verificado um aumento da expresséo do gene PhACO, responsavel pela sintese
de ET. Em muitas culturas, o desenvolvimento da doenca em flores também
pode prejudicar a producédo de frutos, tendo em vista que a colonizacdo de
orgaos florais por B. cinerea comumente representa a principal via de infeccéo
para os frutos. Além disso, as flores colonizadas por B. cinerea contribuem com
in6culo para infec¢des secundarias de outros tecidos saudaveis (Dinh et al.,
2011; Williamson et al.,, 2007). Diante disso, nota-se que 0s mecanismos de
defesa que atuem em flores tém o importante papel de restringir a dispersao de
B. cinerea para o restante da planta.

O patégeno Colletotrichum acutatum é o agente causal da queda
prematura dos frutos citricos. A infecdo do hospedeiro ocorre a partir das flores,
e apesar de C. acutatum ser hemibiotroéfico, a colonizacao das pétalas por esse
patégeno é totalmente necrotrofica. Nessa interacdo, tanto as pétalas quanto a
superficie dos estigmas podem apresentar lesbes necroéticas. Entretanto, no
estudo de Marques et al. (2013), néo foram detectados sinais de penetragéo por
C. acutatum nas células da epiderme do estigma. A resisténcia dos estigmas de
citros a penetracdo e colonizagcdo por C. acutatum foi atribuida a inducdo da

formacdo de uma camada protetiva lipofilica, rica em compostos fendlicos,
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abaixo da area necrotica. O papel do acumulo de compostos fendlicos em flores
na resisténcia a necrotroficos também foi demonstrado em inflorescéncias de
girassol. No estudo de Prats et al. (2003), o genétipo altamente suscetivel a S.
sclerotiorum apresentou necrose severa nos ovarios, corolas, bracteas e no
receptaculo. Ja a variedade resistente a S. sclerotiorum apresentou ovarios e
corolas apenas parcialmente necrosadas e auséncia de sintomas nas bracteas
e no receptaculo. Essa diferenca entre as variedades foi associada com um
maior teor fenolico constitutivo e induzido nas inflorescéncias da variedade

resistente.

2.3 Interacao entre plantas e B. cinerea

Durante muito tempo foi considerado que os necrotréficos sdo patégenos
de interacao fisiologica limitada com o seu hospedeiro. No entanto, estudos
recentes descrevem uma interacdo mais aprimorada do que anteriormente
previsto para B. cinerea e seus hospedeiros (Wang et al., 2013; Wen, 2013; Lai
& Mengiste, 2013; van Kan, 2006). El Oirdi et al. (2011) demonstraram que B.
cinerea explora o antagonismo hormonal entre JA e SA para promover doenca
em tomate. A secrecdo de um elicitor da via de SA por B. cinerea resulta na
repressdo da via de JA, permitindo assim o seu desenvolvimento em tomate.
Além disso, a morte celular do hospedeiro requer uma participacao ativa tanto
do patdégeno quanto da planta, e B. cinerea emprega inUmeras estratégias para
gerar a morte de células e promover sua colonizacdo no hospedeiro (Frias et al.,
2013; van Kan, 2006; Choquer et al., 2007). B. cinerea secreta fitotoxinas néo
especificas, ou seja, capazes de promover a morte de células em um grande

namero de espécies de plantas. A fitotoxina mais estudada € a toxina botridial, a
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qual é produzida durante a infeccéo e resulta em clorose e no colapso de células,
facilitando a penetracdo e a colonizagéo por B. cinerea (van Kan, 2006). Além
da producéo de fitotoxinas, B. cinerea produz espécies reativas de oxigénio
durante a penetracdo da cuticula e durante a formacédo da lesdo primaria no
hospedeiro. A explosdo oxidativa ocorre em inumeras interacfes planta-
patdogeno durante uma reacdo de hipersensibilidade, um tipo de morte celular
programada que confere resisténcia a patégenos biotréficos (Choquer et al.,
2007). No caso de um necrotréfico como B. cinerea, a morte de células do
hospedeiro beneficia o patdgeno e resulta na suscetibilidade da planta. Estudos
realizados em fumo e A. thaliana sugerem que B. cinerea pode inclusive
necessitar de uma resposta de hipersensibilidade para alcancar patogenicidade
completa (Govrin & Levine, 2002; Dickman et al.,, 2001). Adicionalmente,
Kabbage et al. (2013) verificaram que a producdo de acido oxalico pelo
necrotrofico Sclerotinia sclerotiorum é responsavel pela inducéo de apoptose nas
células de A. thaliana, beneficiando a colonizacdo do hospedeiro por esse
patdgeno.

Outro alvo de acao de B. cinerea é o estado de reducao e oxidacéao celular
(Pieterse et al., 2012). As glutarredoxinas GRXs e tiorredoxinas (TRXS)
modificam o estado redox de vérias proteinas, alterando a sua estrutura e
atividade. Os hormoénios SA e JA afetam o tampéao redox glutationa. SA aumenta
a quantidade celular de glutationa e a razéo entre glutationa reduzida e oxidada.
Enquanto que JA diminui a quantidade de glutationa (Spoel & Loake, 2011). Em
A. thaliana, o periodo de tempo especifico no qual SA suprime a expressao de
genes responsivos a JA coincide com um aumento no nivel de glutationa

(Koornneef et al. 2008). As glutarredoxinas (GRXs) GRX13 e GRX480 de A.
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thaliana foram identificadas como alvos potenciais para a viruléncia de B.
cinerea. Contudo, os fatores de viruléncia envolvidos ndo foram identificados. A
interacdo direta entre GRX13 ativada por B. cinerea e o fator de transcricdo
TGAZ2, um possivel regulador negativo da expressao de genes responsivos a JA,
tem sido proposta como responsavel pelo aumento da susceptibilidade a B.
cinerea (la Camera et al., 2011). Diante disso, pode ser sugerido que B. cinerea
€ capaz de modular a atividade de vias hormonais como resultado da sua

interferéncia sobre o estado redox de proteinas do hospedeiro.

2.3.1 Resisténcia de plantas a B. cinerea

A resisténcia de plantas a B. cinerea envolve o reconhecimento de
multiplos PAMPs. A quitina da parede celular de B. cinerea e seus
oligossacarideos constituintes ativam diversas respostas de defesa em plantas.
A atividade enzimética de poligalacturonase € essencial para a viruléncia de B.
cinerea. No entanto, essa enzima também pode ativar respostas de defesa do
hospedeiro mediante o seu reconhecimento direto como PAMP (Poinssot et al.,
2003). A poligalacturonase pode ainda ser detectada pela planta através dos
produtos da degradacdo de pectina, os oligogalacturonideos, 0s quais atuam
como DAMP (Ferrari et al., 2007). Proteinas inibidoras de poligalacturonase séo
induzidas em resposta a infec¢bes por patdégenos e se localizam na parede
celular de diversas espécies de plantas (De Lorenzo et al., 2001). Ao interagir
com a poligalacturonase, as proteinas inibidoras de poligalacturonase podem
inibir a atividade da enzima do patdégeno, além de favorecer a producéao de

elicitores no sitio da infec¢édo (Ferrari et al., 2006).
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O receptor citoplasmatico do tipo quinase BIK1 (BOTRYTIS INDUCED
KINASEL), é requerido para a expressao de genes responsivos ao ET e para a
resisténcia basal de A. thaliana a B. cinerea. A fosforilacdo de BIK1 é regulada
por PAMPs/DAMPs, bem como por ET, e o fator de transcricdo responsivo ao
ET, EIN3, atua diretamente na regulacéo de BIK1. Desse modo, BIK1 estabelece
uma forte conexao com a sinalizacéo da PTI apds a interacdo de PAMPs/DAMPs
com PRRs (Windram et al., 2012; Lai & Mengiste, 2013). BIK1 foi identificado
como alvo de fatores de viruléncia de Pseudomonas syringae, o que evidencia
sua importancia na imunidade de plantas (Zhang et al., 2010). Contudo, ndo séo
conhecidos efetores de fungos necrotréficos que atuam sobre BIK1 (Lai &
Mengiste, 2013).

A interacdo entre MAPKs (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASES)
e fatores de transcricAo desencadeia respostas imunes mediante o
reconhecimento de B. cinerea (Lai & Mengiste, 2013). Birkenbihl et al. (2012)
demonstraram que o fator de transcricdo de A. thaliana WRKY33 é essencial
para a defesa contra B. cinerea. WRKY33, um substrato de MPK3/MPK®6, é
fosforilado pela acao destas quinases em resposta a B. cinerea. Esta fosforilacao
orienta WRKY33 aos promotores de genes ACS (ACS2 e ACS6) e PADS3,
ativando a sintese de ET e de camalexina, respectivamente (G. Li et al., 2012;
Mao et al., 2011). As proteinas de ligacdo ao fator sigma SIB1 e SIB2
reconhecem o dominio C-terminal de WRKY e estimulam a atividade de ligacdo
de WRKY33 ao DNA. Em A. thaliana, da mesma forma que WRKY33, tanto SIB1
quanto SIB2 s&o rapidamente e fortemente induzidos em resposta a infec¢ao por

B. cinerea. No duplo mutante de A. thaliana sibl sib2 a resisténcia a B. cinerea
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€ comprometida, sugerindo que SIB1 e SIB2 atuam como ativadores de
WRKY33 na defesa de plantas a necrotroficos (Lai et al., 2011a).

Além dos fatores de transcricdo WRKY, os fatores de transcricdo ERFs e
MYBs também atuam na resisténcia de plantas a necrotroficos (Lai & Mengiste,
2013). Os ERFs geralmente se ligam ao box GCC nos promotores de genes
responsivos a JA/ET, incluindo o gene codificante da defensina PDF1.2. Lay e
colaboradores (2003) isolaram defensinas florais de petunia (PhD1 e PhD2) e
demonstraram, in vitro, a acéo de inibicdo destas defensinas sobre o crescimento
de B. cinerea e Fusarium oxysporum. Contudo, ndo foram conduzidos estudos
de avaliacdo do envolvimento destas defensinas florais com vias de sinalizacao
hormonais. Diversos ERFs ja foram relatados como importantes reguladores
positivos das respostas de resisténcia de plantas ao B. cinera (Moffat et al., 2012;
Son et al., 2012; Zhao et al.,, 2012). O fator de transcricdo MYB BOTRYTIS
SUSCEPTIBLE 1 (BOS1) restringe a necrose ocasionada por diversos
patdbgenos por meio de sua interacdo com BOTRYTIS SUSCEPTIBLEL
INTERACTOR (BOI), uma ligase RING E3 que atua na ligacdo entre a ubiquitina
e proteinas alvo (Luo et al., 2010; Mengiste et al., 2003). Apesar desses estudos
demonstrarem o envolvimento dos referidos fatores de transcricdo na resisténcia
de plantas a B. cinerea, os reguladores que interagem diretamente com o0s
diversos ERFs e MYBs ainda séo desconhecidos (Lai & Mengiste, 2013).

Conforme exposto, de modo geral a ativacdo de respostas mediadas por
JA/ET e a sintese de camalexina tem um importante papel na resisténcia de
plantas a B. cinerea. No entanto, alguns trabalhos ja relataram a suscetibilidade
de plantas a B. cinerea mesmo apresentando acumulo normal de mRNA do gene

PDF1.2, marcador da via de JA, e de camalexina (Ferrari et al., 2003; Veronese
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et al.,, 2004). Diante disso, pode ser sugerido que outras vias de defesa
desconhecidas podem ser igualmente ou ainda mais importantes na resisténcia
a B. cinerea (Lai et al., 2011a).

A autofagia (auto alimentacdo) é um processo catabdlico no qual
proteinas e organelas celulares danificadas sdo engolfadas em vesiculas de
dupla membrana denominadas autofagossomos. Apdés a inducédo de autofagia,
0 autofagossomo transfere o material destinado para a degradacao e reciclagem
para o vacuolo, onde sofrera acédo de hidrolases (Liu & Bassham, 2012). Lai e
colaboradores (2011b) demonstraram que ATG18a, uma proteina crucial para a
autofagia em A. thaliana, interage com o fator de transcricdo WRKY33. No
mutante wrky33, a inducdo de ATG18a e consequente inducdo da autofagia em
resposta a infecgéo por B. cinerea foram comprometidas, o que resultou em uma
marcante suscetibilidade do mutante a B. cinerea. Os autores sugeriram que a
autofagia tem um importante papel nas vias de sinalizacdo mediadas por JA e
WRKY33 em resposta a infeccao por patdgenos necrotréficos. Wang et al. (2013)
observaram que plantas intactas, bem como folhas e flores destacadas de
petlnia, expressando insensibilidade ao ET (etrl-1), apresentaram reducao dos
sintomas e atraso do progresso da doenca causada por B. cinerea. Os autores
atribuiram a resisténcia do mutante & B. cinerea ao atraso da senescéncia
induzida pelo patdgeno. Além disso, em resposta a B. cinerea, as plantas
mutantes foram capazes de ativar a expressdo de PhERFs e a consequente
expressao de genes de defesa da via do JA de maneira independente de ET. Em
flores de petunia o ET é um regulador chave da autofagia, que ocorre tanto em
resposta a polinizacdo quanto na senescéncia natural das flores (Shibuya et al.,

2013). A ativacdo da via do ET ja foi relatada em diversas interagbes entre
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plantas e B. cinerea (Cristescu et al., 2002; Broekaert et al., 2006), inclusive em
folhas de petunia desafiadas com o referido patdgeno (Wang et al., 2013). Diante
disso, pode ser hipotetizado que a contribuicdo de ET com a suscetibilidade de
flores de petunia a B. cinerea, relatada por Wang et al. (2013), esta condicionada
a alguma estratégia de bloqueio da autofagia por B. cinerea. Esta hipétese pode
ser sustentada pelos resultados obtidos por Kabbage e colaboradores (2013).
Os autores sugeriram que, através da sintese de acido oxalico, o necrotrofico S.
sclerotiorum suprime a autofagia e promove a apoptose de células de A. thaliana,
resultando na suscetibilidade do hospedeiro. Adicionalmente, S. sclerotiorum e
B. cinerea sdo patégenos estreitamente relacionados, sendo que B. cinerea

também é um produtor notério de acido oxdlico (Amselem et al., 2011).

2.4  Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

Em plantas, o silenciamento génico pos-transcricional € um importante e
eficiente mecanismo natural de defesa contra a infec¢cdo viral (Rodriguez-
Negrete et al., 2009). Plantas infectadas por vetores virais recombinantes
induzem o mesmo mecanismo natural de defesa, que por sua vez terd como alvo
o RNA correspondente ao transgene inserido (Voinnet, 2001). Dessa forma, a
técnica de silenciamento génico induzido por virus (VIGS) permite o estudo da
funcdo de genes por meio da utilizagdo de vetores virais, nos quais é inserido
um fragmento génico de interesse para formar o RNA dupla fita (AsRNA), dando
inicio ao processo de silenciamento (Unver & Budak, 2009). Apos a formacéao do
dsRNA, este é clivado em fragmentos de 21 a 26 nucleotideos pela DICER, uma
enzima com dominios de RNase Ill. Estes fragmentos resultantes, denominados

pequenos RNAs de interferéncia (SiRNAs), sédo incorporados no complexo de
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silenciamento induzido por RNA (RISC), que ird degradar o mRNA que possua
identidade com a sequéncia do siRNA (Baulcombe, 2004; Unver & Budak, 2009).
Liu e colaboradores (2002) demonstraram um eficiente sistema de VIGS, em S.
lycopersicum cv. Micro-Tom, utilizando um vetor baseado no Tobacco Rattle
Virus (TRV). Estes autores estabeleceram o silenciamento do gene enddégeno
fitoeno desaturase (PDS), sendo a insercédo do TRV veiculada por Agrobacterium
tumefaciens em plantas de tomate com trés semanas de idade. Além deste
trabalho, outros também relataram o sucesso do silenciamento de genes, em
solanaceas através da utilizacdo do vetor TRV (Hartl et al., 2008; Brigneti et al.,

2004; Jablonska et al., 2007).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

No presente trabalho, foram utilizadas quatro cultivares de P. hybrida, a
saber: Picobella White (milliflora - Van Leeuwen), Picobella Rose (milliflora - Van
Leeuwen), Bravo (grandiflora - Syngenta Flowers) e Hurrah (multiflora - Syngenta
Flowers). As plantas foram cultivadas em camara de crescimento a 23°C £ 2 °C

com fotoperiodo de 14 h até a fase reprodutiva.

3.2 Isolamento e inoculagdo com B. cinerea

Flores de petunia apresentando sintomas de mofo cinzento foram
utilizadas no procedimento de isolamento monosporico de B. cinerea. O isolado
foi cultivado por 10 dias em meio agar batata dextrose (BDA) a 23 °C £ 2 °C com
fotoperiodo de 14 h para induzir a esporulacédo. Para a confirmacdo da espécie
do isolado foi realizado o sequenciamento das regides ITS1 e ITS2 do DNA
ribossomal (rDNA) e da regido génica polimérfica NEP2 (Mirzaei et al., 2008).
Para tanto, foi procedida a coleta do micélio e dos esporos formados no meio
BDA, sendo imediatamente empregados na extracdo de DNA. Ao material
coletado foi adicionado nitrogénio liquido e realizada a triturac&o dos tecidos. Em
seguida, o material triturado foi misturado com 750 pL de tampao CTAB (Tris a

100 mM e pH 8,0; NaCl a 1,4 M; EDTA a 20 mM; CTAB a 2%) e 15 pL de 2-
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mercaptoetanol. Essa mistura foi agitada por 2 min em vortex e incubada a 65°C
por 30 min. Apdés esse periodo, a mistura foi mantida em temperatura ambiente
por 5 min e foram acrescentados 500 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1,
v/Vv). A nova mistura foi agitada em vortex por 1 min e centrifugada a 16000 x g
durante 10 min a 4 °C. Imediatamente ao término da centrifugacdo, foram
transferidos 500 uL do sobrenadante para um novo microtubo contendo 500 uL
de isopropanol e 250 pL de acetato de amoénio a 7,5 M. A solucdo foi
homogeneizada e centrifugada a 16000 x g durante 5 min a 4 °C. Em sequéncia,
o precipitado de DNA obtido foi lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado
a 16000 x g por 5 min a 4 °C. Apoés o descarte e total evaporacédo do etanol 70%,
o DNA foi ressuspendido em 50 uL de agua ultrapura. A amplificacdo por PCR
das regides ITS1 e ITS2 foi composta de tampéao 1X (Invitrogen); 2 mM de MgClz;
0,20 mM de cada dNTP (Invitrogen); 0,20 uM de cada oligonucleotideo iniciador
(regiao ITS1: ITS1 F 5-TCC GTA GGT GAACCT GCG G-3' e ITS2R 5 -GCT
GCG TTC TTC ATC GAT GC- 3’; regiao ITS2: ITS3 F 5 —GCA TCG ATG AAG
AAC GCA GC-3 e ITS4 R 5 -TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC- 3’); 1 U de
Platinum® Taqg e 1 uL de DNA, sendo o volume final ajustado com agua ultrapura
para 15 pL. A reacdo foi realizada sob as seguintes condicdes: desnaturacéo
inicial a 94 °C por 3 min; 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 s, pareamento
a 50 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 45 s, seguida de uma extenséo final a 72
°C por 5 min. A amplificacdo por PCR da regido NEP2 foi procedida conforme
descrito por (Mirzaei et al., 2008). O tamanho e a concentracdo dos fragmentos
amplificados foram estimados em gel de agarose a 1% em tampédo TBE 1X [90
mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de H3BOs; 2 mM de EDTA]. Para a estimativa

da concentracéo foram utilizados 500 ng de AHindlll (Invitrogen) como marcador
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de massa molecular, ja para a estimativa do tamanho foram utilizados 1 pug do
marcador 100 bp DNA Ladder (Invitrogen ou Promega). O gel foi deixado em
contato com uma solucdo de tampao TBE 1X adicionada de brometo de etidio
(0,5 mg mL) por 10 min. Em seguida, o gel foi exposto a luz UV e fotografado
através de um sistema de fotodocumentacdo computadorizado (Loccus
Biotecnologia). Todas as demais separacfes de acidos nucleicos por
eletroforese seguiram esses mesmos procedimentos.

Uma vez confirmada a obtencdo dos tamanhos esperados de ITS1, ITS2
e NEP2, os produtos de PCR foram purificados com as enzimas Exol e SAP e
sequenciados. A reacdo de purificacdo foi composta por 50 ng de produto de
PCR, 3,3 U de Exol e 0,66 U de SAP em um volume final de 6 pL. A reagéo foi
incubada a 37 °C por 30 min e, em seguida, a 80 °C por 15 min. Por fim, em cada
produto de purificacdo, foram adicionados 4,5 pmol de um determinado
oligonucleotideo iniciador (o produto de PCR da regido ITS1 foi sequenciado
separadamente com ITS1 F e ITS2 R; o produto de PCR da regido ITS2 foi
sequenciado separadamente com ITS3 F e ITS4 R; o produto de PCR da regiédo
NEP2 foi sequenciado separadamente com NEP+ e NEP-). O sequenciamento
foi realizado pela ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Alvorada, RS) e os
dados obtidos foram analisados fazendo uso do software Chromas Lite 2.1.1

As culturas de B. cinerea foram renovadas a cada 15 dias, sendo
procedida a inoculacdo de flores destacadas de petinia em camara Umida e o
re-isolamento monospoérico do patégeno. Esporos de B. cinerea foram coletados
através da adicdo de agua autoclavada e raspagem do isolado em placas de
BDA contendo o patogeno cultivado por 10 dias. Em seguida, a solucéo de

esporos foi filtrada com uma dupla camada de lenco Kleenex® a fim de eliminar
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as hifas. A concentracdo de esporos foi estabelecida por meio da utilizacdo de
camara de Neubauer e as solucdes foram sempre ajustadas para 108 esporos
mL1 de Agua (Dinh et al., 2011). As flores destinadas a inoculacédo foram sempre
marcadas no estadio de botao floral (trés dias antes da inoculacao), permitindo
o controle da idade das flores inoculadas. Um dia apds a antese, no estadio de
flor totalmente aberta, as flores marcadas foram destacadas e seus pedunculos
foram posicionados dentro de tubos de capacidade de 1,5 mL contendo 1 mL de
agua destilada autoclavada. Em seguida, essas flores foram inoculadas com
uma aliquota de 7 pL da solucéo de esporos, sendo mantidas em camara umida
até a avaliacdo da doenca. Na inoculacdo de botdes foram empregados os

mesmos procedimentos.

3.3 Avaliacdo da doenca

A avaliacédo da doenca empregou uma medida de biomassa de B. cinerea
em crescimento ativo nas flores inoculadas. Essa medida consistiu na
quantificagdo do acimulo de mRNA do gene ActA de B. cinerea (BcActin) (Wang
et al., 2013) (procedimento detalhado no item 3.3.2). Para tanto, as flores foram
retiradas das camaras umidas 24 h ou 48 h apdés a inoculacéo (hpi), fotografadas
e a pétala inoculada foi imediatamente armazenada em nitrogénio liquido até o
momento da extracao de RNA.

Uma parcela das flores e botdes inoculados com B. cinerea foi mantida
em camara umida até os 10 dias ap0s a inoculacao, permitindo a contagem dos
esporos formados. Essas flores e botdes foram pesados previamente a
inoculacdo com B. cinerea. Sendo assim, 10 dias ap0s a inoculagéo, as flores e

botdes foram retirados das camaras umidas e depositados dentro de placas de
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petri, sobre as quais foram adicionados trés mL de agua para auxiliar na
recuperacdo dos esporos. Essa recuperacéo foi procedida do mesmo modo
descrito no item 3.2 e a quantificacdo dos esporos foi feita em camara de
Neubauer. Por fim, os valores obtidos de nUmero de esporos por mL de agua
foram divididos pelos respectivos pesos umidos das flores ou botées sobre os
quais foram formados os esporos. Nesse procedimento foram utilizadas 4
repeticbes biologicas e os resultados obtidos foram submetidos a analise de

variancia seguida pelo teste Tukey (p < 0,05).

3.3.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido de aproximadamente 100 mg de tecido triturado
(pétalas ou folhas) em nitrogénio liquido. Ao tecido triturado foi acrescentado 1
mL de TRI Reagent® (Life Technologies) e a extracéo foi procedida conforme as
instrucdes do fabricante. A concentracdo do RNA total foi estimada em gel de
agarose a 0,8%, sendo utilizado como marcador 500 ng de AHindlII (Invitrogen).
Em sequéncia, 0 RNA extraido foi submetido a reacdo com a enzima DNase |
(RQ1 RNase-Free DNase — Promega) de acordo com o protocolo do fabricante.

A reacédo de sintese de cDNA foi composta de aproximadamente 250 ng
de RNA total tratado com DNase [; tamp&o 1X da GoScript™ (Promega); 2 mM

de MgClz; 0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen); 1,3 uM de oligo(dT) (5’- TTT TTT

TT TTT TTT T - 3’); 6 U de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor
(Promega) e 0,3 pL de GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega),
totalizando um volume de 6 pL que foi submetido as seguintes condi¢des: 5 min

a25°C,1hel0mina42°Ce 15 mina 70 °C.
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3.3.2 Quantificacdo da biomassa de B. cinerea por meio de PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Os genes analisados nessa etapa foram: ActA de B. cinerea (BcActin) e
Actin de P. hybrida (PhActin). As reacOes de amplificagdo consistiram de 4 pL
de cDNA diluido 40 vezes; tampéao 1X (Invitrogen); 2 mM de MgClz; 0,1 mM de
cada dNTP; 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Tabela 1); SYBR® Green
(Invitrogen) diluido 10000X; 0,2 yL de ROX (Invitrogen); 0,25 U de Platinum®
Taq e 3,05 uL de &gua ultrapura para completar o volume de 10 pL. Todas as
reacoes em tempo real foram executadas em um sistema de deteccdo de
sequéncia modelo 7300 Applied Biosystems com as seguintes condi¢cdes: 2 min
a 50 °C; 10 min a 95 °C; 40 ciclos de 15 s a 95 °C e 1 min a 60 °C. Ao final
desses ciclos foi realizada a etapa de dissociacao que consistiu de 15 s a 95 °C;
1 min a 60 °C; 15 s a 95 °C; 15 s a 60 °C. A especificidade de cada reacdo de
amplificacéo foi verificada em gel de agarose e também através da curva de
dissociacao. O limiar de fluorescéncia foi automaticamente estabelecido e os
valores de ciclo limiar (Ct) de cada reagao foram calculados pelo programa “7000
System SDS — Sequence detection, version 1.4” (Applied Biosystem). Os niveis
de expresséao relativa do gene BcActin (gene alvo) em relacdo ao PhActin (gene
de referéncia) foram determinados pela diferenca entre seus valores de Ct (ACt
= Ctgene alvo — Ctgene de referencia). Por fim, a abundéancia de transcritos de BcActin foi
determinada por meio da férmula: 2-2¢t (Livak & Schmittgen, 2001). Foram
utilizadas quatro repeticdes bioldgicas e os resultados foram submetidos a

analise de variancia seguida pelo teste Tukey (p < 0,05).
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3.4 Andlise de expressao de genes de petunia durante a interacéo

com B. cinerea e durante a senescéncia induzida por polinizacao

Os genes avaliados nessa etapa tiveram suas expressfes estimadas em
pétalas de petunia através da quantificacdo do acumulo de mRNA por meio de
gRT-PCR. Os genes avaliados foram: &cido 1-carboxilico-1- aminociclopropano
oxidase (PhACOL1), ethylene insensitive 3-like 1 (PhEIL1), gene relacionado a
autofagia 8 (PhATG8a), defensina floral 1 (PhDEF1) e defensina floral 2
(PhDEF2). As reacOes de amplificacdo seguiram os mesmos procedimentos
descritos no item acima (3.3.2) e os oligonucleotideos iniciadores utilizados
estdo detalhados na Tabela 1. Os niveis de expressao relativa dos genes acima
citados (genes alvo) em relacdo ao PhActin de petunia (gene de referéncia)
foram determinados pela diferenga entre seus valores de Ct (ACt = Ctgene avo —
Ctgene de referéncia). Adicionalmente, a fim de comparar os niveis de expressao
génica nas flores inoculadas com B. cinerea com o calibrador (expresséo génica
nas flores inoculadas com agua) foi utilizada a seguinte equagao: AACt = ACttiores
inoculadas com B. cinerea - ACltflores inoculadas com agua. POr fim, a abundancia de transcritos
dos genes candidatos foi determinada por meio da férmula: 222Ct (Livak &
Schmittgen, 2001). Foram utilizadas trés repeticées bioldgicas e os resultados
foram submetidos a analise de variancia seguida pelo teste Tukey (p < 0,05). As
expressfes desses mesmos genes também foram avaliadas durante a
senescéncia induzida por polinizacdo. Sendo assim, um dia apos a antese, flores
de Picobella Rose e de Picobella White foram polinizadas (Picobella Rose foi
utilizada como doadora de pdlen para Picobella White, sendo que o oposto
também ocorreu). Essas flores foram coletadas aos 2, 3 e 4 dias depois da

polinizagédo (ddp). As flores controle, utilizadas como calibradores, n&o foram
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polinizadas e tinham a mesma idade que as flores polinizadas, portanto foram
coletadas aos 3 dias ap0s a antese (calibrador para 2 ddp), 4 dias apos a antese
(calibrador para 3 ddp), ou 5 dias ap0s a antese (calibrador para 4 ddp). Foram
utilizadas trés repeticdes bioldgicas e os resultados foram submetidos a analise

de variancia seguida pelo teste Tukey (p < 0,05).

3.5 Microscopia de pétalas de petunia inoculadas com B. cinerea

As pétalas de flores de Picobella Rose e Picobella White desafiadas com
B. cinerea (48 hpi) foram submetidas a coloragdo com azul de trypan 0,5% (2,125
g de NaCl; 1,25 g de azul de trypan e 250 mL de agua destilada). Em seguida,
as amostras foram analisadas em microscépio Optico. Por meio desse
procedimento, foi avaliada a germinacdo dos esporos e o desenvolvimento de
hifas de B. cinerea.

Para a deteccdo do acumulo de compostos fendlicos autofluorescentes
as pétalas de flores de Picobella Rose e Picobella White desafiadas com B.
cinerea foram submetidas aos tratamentos descritos no estudo de Wesp-
Guterres et al. (2013). Resumidamente, esse protocolo combina a coloracao das
amostras com azul de trypan 0,05% em lactofenol:etanol (1:2 viv) com o
tratamento com acido picrico 2,5% em metil-salicilato. Entretanto, no presente
trabalho, foi necesséario desenvolver uma adaptacédo do protocolo descrito por
Wesp-Guterres et al. (2013), tendo em vista que o protocolo dos referidos
autores foi estabelecido para analises histopatoldgicas em folhas. Para tanto, as
pétalas de flores de Picobella Rose e Picobella White inoculadas com agua ou
inoculadas com B. cinerea foram coletadas 12, 24 e 48 hpi por meio da

realizacdo de cortes entre as nervuras principais das flores, permitindo a
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obtencéo de fragmentos de pétalas que continham a area da lesdo causada por
B. cinerea e &reas sem lesdo. ApGs a excisdo dos fragmentos de pétalas das
flores, os fragmentos obtidos foram depositados sobre laminas de microscopia
com a face adaxial voltada para cima. Essas laminas foram entdo depositadas
dentro de placas de petri, nas quais foram adicionadas as solucdes (sempre de
modo a cobrir totalmente as amostras). A primeira solugéo adicionada sobre as
amostras foi a solucdo clareadora e fixadora [acido tricloro-acético 0,15 % em
etanol:cloroférmio (3:1 v:v)], sendo mantida em contato com as pétalas por 6 h.
Em seguida, as laminas contendo as pétalas foram transferidas para novas
placas de petri, sendo adicionado glicerol 50% sobre as amostras. Apés 15 mim,
as laminas foram novamente transferidas para novas placas de petri nas quais
foram submetidas a desidratacdo por meio da imersdo em solucbes com uma
crescente porcentagem de etanol: etanol 50% por 15 min; etanol 70% por 15
min; etanol 80% por 15 min; etanol 90% por 15 min; etanol 100% por 15 min. A
cada troca de solucdo de etanol, a solu¢cdo contendo a menor porcentagem de
etanol era removida das placas de petri com auxilio de pipeta pasteur.
Imediatamente ap0s a etapa de desidratacdo, uma solucdo de acido picrico 2,5%
em metil-salicilato foi adicionada sobre as amostras. As amostras foram
incubadas com &cido picrico por 5 min a temperatura ambiente. Em seguida, o
excesso de acido picrico foi removido por meio de lavagens com metil-salicilato.
Apéds o tratamento com a solucdo de acido picrico as pétalas adquiriram uma
consisténcia mais rigida, sendo possivel transferi-las para uma nova lamina de
microscopia. Por fim, uma gota de metil-salicilato foi depositada sobre os
fragmentos das pétalas antes de ser posicionada a laminula. Todas as amostras

submetidas ao tratamento com acido picrico foram analisadas por meio de
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microscopia de epifluorescéncia (Olympus BX 41 — luz azul epifluorescente, filtro

de excitacdo U-MWB2: 460-490 nm e filtro de barreira BA520: 500 nm).

3.6 Silenciamento dos genes PhCHSj, PhPDS, PhDEF1 e PhDEF2

A otimizacdo do método de silenciamento génico induzido por virus
(VIGS) em flores de petunia foi realizada através da clonagem do gene chalcona
sintase j (PhCHSj) no vetor de silenciamento baseado no tobacco rattle virus
(TRV) (Valentine et al., 2004). J4 a otimizacdo do método VIGS em folhas de
petlnia foi feita através da clonagem do gene fitoeno desaturase (PhPDS) no
vetor baseado no TRV. Ap6s a otimizacdo do método VIGS, os mesmos
procedimentos empregados no silenciamento dos genes PhCHSj e PhPDS

foram utilizados para o silenciamento dos demais genes.

TABELA 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de gqRT-PCR e
nas clonagens no vetor TRV

Direto (5’ a 3’) Reverso (5" a 3’)
BcActin* TGTCTTTGAGACCTTCAACGC GGTGCAATGATCTTGACCTTC
PhActin** AGCCAACAGAGAGAAGATGACCCA ACACCATCACCAGAGTCCAACACA
PhACO1* ATGGAGAACTTCCCAATTATCAGC TCCATGCACTTCTTGTAATGAC
PhEIL1* GCCTTTTCCATCTCCACTTACTATTG TGGATATCAAGCCCCAAATTAAA
PhATG8a** TGGCAGACAGCTGACTTTTC TTTTAAACAACCATTTGAAGAGAGA

TRV-PhDEF1 TGGTTAACTCCATCTGTTTCTTCGCAGT ATGAATTCTGCCTCAAGCAAAGCTTCAG
TRV-PhDEF2 TGGTTAACATAAAGGCCCATGTGTAAAA ATGAATTCGCCATAGTCTTTACCTCGTTAGCC
TRV-PhPDS  TGGTTAACGGCACTCAACTTTATAAACC ATGAATTCCTCAGTTTTCTGTCAAACC

TRV-PhCHS] TGGTTAACTGGAGGCATTCCAACCATTG ATGAATTCCATTCAAGACCTTCACCAGTG

extPhCHS;j TTAGCCCAGGCCCAA ATC CAA
extPhPDS ACTCCCCATGCCACGACCAGA AGTTGGGCGCGGAGAAGCAC
extPhDEF1 CTACACCATCATATCTGCCTCAAGC
extPhDEF2 TGCTCTTTGCTGCCTATGAGGCG

* Sequéncias retiradas do estudo de Wang et al. (2013).
** Sequéncia retirada do estudo de Shibuya et al. (2013).
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3.6.1 Clonagem dos genes PhCHSj, PhPDS, PhDEF1 e PhDEF2 no
pGEM-T

Para a obtencéo das sequéncias codificantes dos genes mencionados foi
realizada a extracdo de RNA total de flores e folhas de petunia, seguida do
tratamento com DNase e sintese de cDNA, conforme detalhado no item 3.3.1.
Em sequéncia, o cDNA foi utilizado como molde para a amplificacdo dos genes
de interesse por PCR, na qual foram empregados oligonucleotideos iniciadores
contendo sitios de reconhecimento para as enzimas de restricdo Hpal, no
iniciador direto (F), e EcoRI, no iniciador reverso (R), permitindo a posterior
insercao direcional dos genes no vetor de silenciamento. O cDNA sintetizado a
partir do RNA de pétalas foi utilizado para a clonagem dos genes PhCHS;,
PhDEF1 e PhDEF2. Enquanto que o cDNA sintetizado a partir do RNA de folhas
foi utilizado para a clonagem do gene PhPDS. A PCR foi composta de tampéao
1X (Invitrogen); 2 mM de MgClz; 0,25 mM de cada dNTP; 0,5 pM de cada
oligonucleotideo iniciador (Tabela 1); 1 U de Platinum® Taq (Invitrogen) e 1 pL
de cDNA, sendo o volume final ajustado com agua ultrapura para 20 pL. A reacéo
foi realizada sob as seguintes condicfes: desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min;
40 ciclos de desnaturacdao a 94 °C por 1 min, pareamento a 55 °C por 45 s,
extensdo a 72 °C por 1 min, seguida de uma extensao final a 72 °C por 5 min. O
tamanho do fragmento amplificado foi estimado em gel de agarose a 2%. Uma
vez confirmados os tamanhos previstos pela analise das sequéncias in silico, 0s
fragmentos génicos foram inseridos no vetor de clonagem pGEM-T (Promega)
conforme indicacéo do fabricante.

O produto de ligac&o entre os insertos e o vetor pGEM-T foi inserido em

células eletrocompetentes de Escherichia coli XL-1 (Stratagene, CA, USA) com
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auxilio do eletroporador MicroPulser (BIO RAD). Primeiramente, 2 yuL da reacao
de ligacdo foram adicionados a 40 pL de células eletrocompetentes, sendo a
mistura incubada durante 1 min em gelo antes da eletroporacédo, a qual foi
realizada em cubetas de 0,1 cm (BIO RAD). O pulso aplicado foi de 1,8 kV e
imediatamente foi acrescentado 1 mL de meio Luria-Bertani (LB) liquido. As
células foram, entdo, transferidas para tubos de vidro e incubadas por 1 h a 37
°C sob agitacdo de 225 rpm. Apds esse periodo, uma aliquota de 100 pL da
cultura foi plaqueada em meio LB sélido acrescido de 40 ug mL* de IPTG, 80 ug
mL* de X-Gal, 50 pg mL* de ampicilina e 15 pg mL™* de tetraciclina. As bactérias
foram mantidas em estufa a 37 °C por 12 h.

ApoOs o cultivo das células transformadas, parte de cada coldnia branca
(recombinante) foi utilizada na PCR para a identificacdo das colbnias. Nessa
reacao, foi utilizado tampéo 1X (Invitrogen); 2 mM de MgClz; 0,25 mM de cada
dNTP; 0,5 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 Tag DNA polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura para
completar o volume de 20 uL. A reacéo foi feita sob as seguintes condicdes:
desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min; 40 ciclos constituidos de desnaturacao a
94 °C por 1 min, pareamento a 50 °C por 45 s, extensao 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%, permitindo a identificacdo das colénias pPGEM-PhCHS;j, pGEM-

PhPDS, pGEM-PhDEF1 e pGEM-PhDEF2.
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3.6.2 Extracao de plasmideos recombinantes

As colbnias de E. coli, identificadas por PCR como portadoras dos
plasmideos pGEM-PhCHSj, pGEM-PhPDS, pGEM-PhDEF1 e pGEM-PhDEF2,
foram utilizadas para a extracdo de seus plasmideos recombinantes. Essas
colénias foram transferidas para 3 mL de meio LB liquido contendo tetraciclina
(15 pg mL1) e ampicilina (50 pg mL1). Apés a manutengéo da cultura por 16 h a
37 °C sob agitacdo (220 rpm), as células foram recuperadas por centrifugacao a
4000 x g por 5 min, sendo o precipitado ressuspendido em 200 pL de uma
solucdo contendo 100 pg mL* de RNase; 50 mM de Tris-HCI (pH 8,0) e 10 mM
de EDTA 10 mM. Sobre essa mistura foram acrescentados e homogeneizados
200 pL de NaOH a 200 mM e SDS a 1%, promovendo a lise celular. Em seguida,
foram adicionados 200 pL de uma solucdo contendo acetato de potassio a 3 M
(pH 5,5) e ap6s uma nova homogeneizacdo o material foi centrifugado a 16000
X g por 10 min a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde foi
adicionado igual volume (aproximadamente 500 pL) de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1, v/v). ApOs a agitacdo da mistura, foi realizada uma
centrifugacdo a 16000 x g por 2 min a 4 °C. Para a precipitacdo do DNA
plasmidial, a fase aquosa foi mais uma vez transferida para um novo tubo onde
foi acrescentado igual volume de isopropanol (aproximadamente 400 pL) e 10%
de acetato de s6dio a 3 M (pH 5,2). Essa nova mistura foi mantida durante 2 h a
—20 °C. Subsequentemente, foi feita uma centrifugagcéo a 16000 x g durante 15
min a 4 °C. O precipitado obtido foi lavado com 1 mL de etanol 70%, centrifugado
a 16000 x g por 5 min a 4 °C e ressuspendido em 50 uL de agua ultrapura. A
concentracdo dos plasmideos foi estimada em gel de agarose a 0,8%, sendo

utilizado como marcador 500 ng de AHindlIl (Invitrogen).
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3.6.3 Sub-clonagem dos genes PhCHSj, PhPDS, PhDEF1 e PhDEF2
no vetor de silenciamento

O vetor viral TRV foi cedido gentilmente por Jane Shaw e Christophe
Lacomme do Instituto de Pesquisa Agricola da Escocia, Dundee, UK. Esse vetor
é dividido em pTRV1 e pTRV2b-Green Fluorescent Protein (pTRV2b-GFP). O
primeiro plasmideo contém as sequéncias que codificam a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), responsavel pela replicacédo; a proteina ligada ao
movimento viral (MP) e a proteina 1b ou 16K, que parece atuar como um
supressor fraco do silenciamento (Valentine et al., 2004; Martin-Hernandez &
Baulcombe, 2008). Esse plasmideo ndo é manipulado, sendo apenas inserido e
multiplicado em bactérias. O pTRV2b-GFP codifica a proteina responsavel pela
producdo do capsideo (CP) e a proteina 2b associada ao movimento na raiz,
além de conter e o sitio multiplo de clonagem, no qual esta inserido o gene
codificante de GFP. O sitio multiplo de clonagem possui os sitios de restricao
das enzimas Hpal e EcoRI. Esses sitios estdo presentes também nos insertos
PhCHS;j, PhPDS, PhDEF1 e PhDEF2. A sequéncia que codifica GFP se localiza
entre os sitios das enzimas citadas e, portanto, é substituida pelo inserto de
interesse apos as etapas de digestdo e ligacao, as quais estédo descritas abaixo.

Para a realizacdo da sub-clonagem dos insertos no vetor de
silenciamento, os plasmideos pGEM-PhCHSj, pGEM-PhPDS, pGEM-PhDEF1 e
pPpGEM-PhDEF2 e pTRV2b-GFP foram digeridos com as enzimas Hpal e EcoRI.
A reacdo de digestdo para cada plasmideo consistiu de 550 ng de DNA
plasmidial, tampao da EcoRI 1X, 10 U de EcoRlI, 5 U de Hpal e agua ultrapura
para completar o volume final de 50 pL. As reagdes foram incubadas a 37 °C por

2 h. Imediatamente apods o periodo de incubacéo, as reacbes passaram por uma
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re-extracdo para inativar a atividade das enzimas. O volume dos produtos das
digestdes foi ajustado para 500 pL, ao qual foi acrescentado igual volume de
fenol. Apés a homogeneizacdo da mistura foi realizada uma centrifugacéo a
16000 x g por 2 min a temperatura ambiente. Em seguida, a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo onde foi acrescentado 1/2 volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/iv). A nova mistura foi homogeneizada e
centrifugada a 16000 x g por 2 min a temperatura ambiente. Novamente a fase
aguosa foi transferida para outro tubo onde foi procedida a etapa de precipitacao,
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
favoreceu a recuperacdo de moléculas grandes, ou seja, do vetor pTRV2b e ndo
de GFP. J4 o método de precipitacdo realizado para o produto de digestdo do
pGEM-PhCHSj, pPGEM-PhPDS, pGEM-PhDEF1 e pGEM-PhDEF2 visou otimizar
a recuperacado de fragmentos pequenos, ou seja, dos insertos. Dessa forma, o
primeiro método, de precipitacdo para moléculas grandes, consistiu na adi¢cao
de 2,5 volumes de etanol absoluto e mais 10% do volume inicial de acetato de
amonio (7,5 M) sobre a fase aquosa. A mistura foi homogeneizada e incubada a
-20 °C por 1 h. Apoés a incubacéo, foi realizada uma centrifugacdo 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 ultima centrifugacao a 16000 x g por 5 min
a 4 °C. Por fim, o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado
ressuspendido em 25 pL de agua ultrapura. O outro método de precipitacdo, que
visou a recuperacao de fragmentos pequenos, consistiu na adi¢cdo de 2 volumes
de etanol absoluto sobre a fase aquosa, homogeneizacéo e incubacao a -80 °C

por 1 h. Subsequentemente, a mistura foi centrifugada a 16000 x g por 30 min a
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3 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de
etanol 95%. Em seguida, foi feita uma centrifugacédo 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 apoés a etapa de precipitacdo, a concentracao das
moléculas digeridas foi estimada em gel de agarose a 0,8%, utilizando o AHindlll
como marcador. Para as reacdes de ligacao foi utilizado tampéao para ligacdes
rapidas 1X (Promega); 100 ng de vetor pTRV2b (12300 pb); 7 ng de inserto
PhCHSj (266 pb) ou 10 ng de inserto PhPDS (424 pb) ou 7,5 ng de inserto
PhDEF1 (304 pb) ou 4,2 ng de inserto PhDEF2 (167 pb); 3 U de T4 DNA ligase
(Promega); agua ultrapura para completar o volume final de 20 yL. Essa reacao
foi incubada a 4 °C por 16 h. Os produtos das ligacdes foram utilizados para a
transformacao de células eletrocompetentes de E. coli XL1, sendo seguida a
metodologia descrita no item 3.6.1. Uma aliquota de 100 pL da cultura de células
transformadas foi plagueada em meio LB soélido 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 coldnias que cresceram no meio de cultura acima descrito foram
avaliadas por PCR, possibilitando a identificacdo de colbnias contendo o
plasmideo de interesse pTRV2b-PhCHS;j, pTRV2b-PhPDS, pTRV2b-PhDEF1 e
pTRV2b-PhDEF2. A PCR dessas colénias foi composta de tampdo 1X
(Invitrogen); 2 mM de MgClz; 0,25 mM de cada dNTP; 0,5 pM de cada
oligonucleotideo iniciador (TRV F 5’-GAG CAT AAT TAT ACT GAT TT-3’ e TRV
R 5-CGA GAA TGT CAA TCT CGT AGG-3’); 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen) e agua ultrapura para completar o volume de 20 pL. As reacbes

foram submetidas as seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 94 °C por 3
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min; 30 ciclos constituidos de desnaturacao a 94 °C por 45 s, pareamento a 45
°C por 30 s, extenséo a 72 °C por 1 min; extenséo final a 72 °C por 5 min. Os
produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 2%. As col6nias que
apresentaram tamanho de banda correspondente aos insertos ligados no vetor
pTRV2b foram empregadas nas etapas que compdem a extracdo de plasmideo
e sequenciamento (com excec¢do dos plasmideos pTRV2b-PhPDS e pTRV2b-
PhCHS;j, os quais ndo foram destinados ao sequenciamento). Aos plasmideos
destinados ao sequenciamento (100 ng) foram adicionados 4,5 pmol do
oligonucleotideo iniciador TRV F. O sequenciamento foi novamente realizado
pela ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Alvorada, RS) e dados obtidos foram

analisados fazendo uso do software Chromas Lite 2.1.1

3.6.4 Infiltracdo com Agrobacterium tumefaciens contendo os
vetores virais

Uma vez confirmada a obtencdo dos plasmideos pTRV2b-PhCHS;j,
pPpTRV2b-PhPDS, pTRV2b-PhDEF1 e pTRV2b-PhDEF2, esses foram inseridos
em células eletrocompetentes de A. tumefaciens, sendo o mesmo realizado para
os vetores pTRV1 e pTRV2b-GFP. As células de A. tumefaciens GV3101
utilizadas nessa 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.
Em seguida, 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

cuidadosamente ressuspendidas em 1 mL de meio LB liquido, transferidas para
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tubos de vidro e incubadas por 3 h a 28 °C sob agitacdo de 190 rpm. Apos esse
periodo, uma aliquota de 200 pL de cada cultura de células transformadas foi
plaqueada em meio LB sélido acrescido de 100 pg mL* de rifampicina e 100 pg
mL' de canamicina. As placas foram incubadas em estufa a 28 °C até a
visualizacao das col6nias transformadas (aproximadamente 48 h). As colbnias
obtidas da transformacdo com pTRV2b-GFP, bem como as obtidas da
transformacdo com pTRV2b-PhCHSj, pTRV2b-PhPDS, pTRV2b-PhDEF1 ou
pTRV2b-PhDEF2 foram submetidas & mesma PCR de colbnia detalhada no item
3.6.3, tornando possivel a confirmacéo da presenca dos respectivos plasmideos.

O procedimento de agroinfiltracdo foi adaptado a partir da metodologia
descrita por Liu et al. (2002), sendo realizada em plantas de petdnia um més
apos a semeadura para o silenciamento do gene PhPDS, aos dois ou trés meses
apos a semeadura para o silenciamento de PhCHSj e aos trés meses apos a
semeadura para o silenciamento de PhDEF1 e PhDEF2. Para tanto, as seis
diferentes col6nias de A. thumefaciens, transformadas com pTRV1, pTRV2b-
GFP, pTRV2b-PhCHSj, pTRV2b-PhPDS, pTRV2b-PhDEF1 ou pTRV2b-
PhDEF2, foram separadamente transferidas para 3 mL de LB liquido contendo
100 pg mL* de rifampicina e 100 pug mL* de canamicina. Apds o cultivo das
colonias a 28 °C por 16 h sob rotacdo de 190 rpm, 400 pL de cada cultura
bacteriana foram transferidos para 20 mL de LB liquido contendo a mesma
concentracdo dos antibioticos, 10 mM de MES e 20 uM de Acetoseringona. As
culturas foram novamente submetidas as condi¢cdes recém mencionadas por 18
h. Em seguida, as quatro diferentes culturas bacterianas foram lidas em
espectrofotometro (O.D.soonm), transferidas para tubos de 50 mL e centrifugadas

por 10 min a 4000 x g. ApOs a precipitacdo das células, as mesmas foram
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ressuspendidas em uma solucéo de infiltracdo composta de 10 mM de MgClz;
10 mM de MES e 200 pM de Acetoseringona, sendo a O.D.soonm das culturas
ajustada para 2,0. As células ressuspendidas foram mantidas na solucdo de
infiltracdo por 3 h a temperatura ambiente. Antes da infiltracdo, foi realizada a
mistura na proporcéo 1:1 (v/v) das culturas pTRV1 e pTRV2b-GFP (inéculo
controle), e também das culturas pTRV1 e pTRV2b-PhCHSj (in6culo
pTRV1+pTRV2b-PhCHS;j), pTRV1 e pTRV2b-PhPDS (in6culo pTRV1+pTRV2b-
PhPDS), pTRV1 e pTRV2b-PhDEF1 (in6culo pTRV1+pTRV2b-PhDEF1) e
pPTRV1 e pTRV2b-PhDEF2 (inéculo pTRV1+pTRV2b-PhDEF2). A agroinfiltracdo
foi efetuada com seringa de 1 mL nas folhas mais velhas de cada planta de
petdnia. O silenciamento do gene PhPDS foi procedido em todas as cultivares
citadas no item 3.1, o silenciamento do gene PhCHS;j foi procedido nas cultivares
Bravo e Hurrah. Por fim, o silenciamento do gene PhDEFL1 foi procedido na

cultivar Picobella White e do gene PhDEF2 na cultivar Picobella Rose.

3.6.5 Confirmacéo do silenciamento por gRT-PCR

A confirmacdo do silenciamento dos genes PhCHSj e PhPDS foi feita
através da visualizacédo de flores com setores sem pigmento e de folhas com
fotobranqueamento, respectivamente. O inoculo pTRV1+pTRV2b-PhCHSj foi
empregado em todos os demais experimentos de silenciamento para o controle
das condicdes de cada novo experimento, 0s quais foram sempre realizados em
camara de crescimento a 23 + 2 °C e fotoperiodo de 14 h. Aos 19 dias apos a
agroinfiltracéo (dpa), o acumulo de mRNA de PhCHS;j foi quantificado nas flores
e 0 acumulo de mRNA de PhPDS foi quantificado nas folhas jovens por meio de

gRT-PCR. Os valores obtidos foram comparados entre as plantas que
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receberam o inoculo controle (pTRV1+pTRV2b-GFP) e as plantas que
receberam o0s inoculos de silenciamento (pTRV1+pTRV2b-PhCHSj ou
pTRV1+pTRV2b-PDS). Essa analise adotou 0s mesmos procedimentos
descritos no item 3.4. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados (Tabela 1)
foram TRV-PhCHSj F e extTRV-PhCHSj R para confirmac¢do do silenciamento
de PhCHSj e extTRV-PhPDS F e extTRV-PhPDS R para confirmacao do
silenciamento de PhPDS. O calibrador consistiu ha média de cinco plantas que
receberam o indculo controle. Os resultados foram submetidos a analise de

variancia seguida pelo teste Tukey (p < 0,05).

3.6.6 Avaliacdo da doenca nas plantas contendo as defensinas
florais silenciadas

Aos 36 dpa, as plantas de petunia que foram agroinfiltradas com inéculo
controle (pTRV1+pTRV2b-GFP) ou com os in6culos de silenciamento
(pPTRV1+pTRV2b-PhDEF1 ou pTRV1+pTRV2b-PhDEF2) tiveram seus botdes
florais marcados e as flores foram inoculadas com B. cinerea um dia apés a
antese. Para tanto, as flores marcadas foram destacadas e seus pedunculos
foram posicionados dentro de tubos de capacidade de 1,5 mL contendo 1 mL de
agua destilada autoclavada. Em seguida, a porcao central de cada pétala dessas
flores foi inoculada com uma aliquota de 7 puL da solucdo de esporos de B.
cinerea (1,0 10° esporos mL™1). As flores foram mantidas em camara Umida até
a avaliagdo da doenca (24 hpi). Uma pétala de cada flor inoculada com B. cinerea
foi coletada e armazenada em nitrogénio liquido até o momento da extracao de
RNA. Uma vez obtido o cDNA dessas pétalas, foi procedida, por gRT-PCR, a

quantificacdo do nivel de silenciamento de PhDEF1 e PhDEF2 nas flores das
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plantas que receberam o in6culo de silenciamento (pTRV1+pTRV2b-PhDEF1 ou
pTRV1+pTRV2b-PhDEF2). Para tanto foram adotados 0SS mesmos
procedimentos descritos no item 3.6.5. Os oligonucleotideos iniciadores
utilizados (Tabela 1) foram TRV-PhDEF1 F e extPhDEF1 R para confirmacéo do
silenciamento de PhDEF1 e extPhDEF2 F e TRV-PhDEF2 R para confirmacéo
do silenciamento de PhDEF2. O calibrador consistiu na média de flores de trés
plantas de cada cultivar que receberam o indculo controle (pTRV1+pTRV2b-
GFP). Os resultados foram submetidos a analise de variancia seguida pelo teste
Tukey (p < 0,05). As pétalas coletadas (24 hpi) também foram submetidas a
quantificacdo, por gRT-PCR, da biomassa de B. cinerea em crescimento ativo
nas flores inoculadas. Esse procedimento foi desenvolvido conforme descrito no
item 3.3.2. Para Picobella Rose e Picobella White as medidas de BcActin
consistiram na média de trés flores de plantas que receberam o inéculo controle
(pPTRV1+pTRV2b-GFP) (flores de plantas diferentes). Para as flores de plantas
de Picobella Rose que receberam o indculo de silenciamento (pTRV1+pTRV2b-
DEF2) a medida de BcActin consistiu na média de duas flores (flores de plantas
diferentes). Para as flores de plantas de Picobella White que receberam o
in6culo de silenciamento (pTRV1+pTRV2b-DEF1) a medida de BcActin consistiu

na média de trés flores (flores de plantas diferentes).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de B. cinerea de flores de petunia

A patrtir de flores de petinia com sintomas de mofo cinzento foi obtido um
isolado monosporico (Figura 1A-D), o qual foi empregado no sequenciamento
das regides ITS1 e ITS2 do rDNA e da regido NEP do DNA. Por meio de
caracteristicas morfolégicas e através de comparacbes dos resultados do
sequenciamento com o banco de dados do NCBI, foi possivel confirmar a

espécie do isolado como B. cinerea (Apéndice 1).

FIGURA 1. Obtencao do isolado de B. cinerea a partir de flores de pettinia com
sintomas de mofo cinzento. A — Flor de petunia com lesdes inicias
causadas por B. cinerea. B — Flor de petunia atuando como fonte de
in6culo para a infeccdo de folhas. C — Conidios de B. cinerea
visualizados em microscOpio 6tico com aumento de 400 X. D —
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Isolado de B. cinerea em meio BDA apés 10 dias de cultivo a 23 °C
+ 2 °C com fotoperiodo de 14 h.

4.2 Comparacdo entre cultivares de petunia quanto a resisténcia a
B. cinerea

Nessa etapa, foi procedido o desafio de flores de petunia de diferentes
cultivares com B. cinerea. Para tanto, flores destacadas foram inoculadas com
uma solucéo de esporos do isolado obtido na etapa anterior. Desse modo, foi
possivel verificar que, em flores de Picobella Rose, a colonizagéo por B. cinerea
ocorreu de maneira mais rapida em comparacdo com as flores de Picobella
White. Na Figura 2, é possivel observar que essa diferenca entre as duas
cultivares se manteve em todos os tempos de coleta apos a inoculacéo (12, 24
e 48 hpi). A andlise de qRT-PCR de BcActin forneceu uma medida de
crescimento ativo de B. cinerea nas flores inoculadas, possibilitando a
quantificacdo das diferencas observadas na Figura 2. Através dessa analise, foi
verificado que a medida de biomassa de B. cinerea diferiu significativamente
entre Picobella Rose e Picobella White em 24 e 48 hpi. Essa quantidade foi cerca
de 8 vezes maior em Picobella Rose em comparacdo com Picobella White em
24 hpi e cerca de 11 vezes maior em Picobella Rose em comparacdo com
Picobella White em 48 hpi. Além disso, Picobella White ndo apresentou diferenca
significativa na medida de biomassa de B. cinerea entre 24 e 48 hpi, enquanto
gue, em Picobella Rose, essa medida foi cerca de 7 vezes maior em 48 hpi em
relacdo ao tempo de 24 hpi. Outra constatacdo importante consiste no fato de
que, em 48 hpi, Picobella White apresentou uma quantidade de biomassa de B.
cinerea estatisticamente igual ao que se verificou em Picobella Rose em 24 hpi.
Em conjunto, as comparagdes demonstraram que, em Picobella White, ocorre

uma maior restricdo da colonizagao por B. cinerea.
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12 hpi 24 hpi 48 hpi

12 hpi 24 hpi 48 hpi

FIGURA 2. Desafio de flores das cultivares Picobella Rose e Picobella White
com esporos de B. cinerea (1 10° esporos mL* de agua). As fotos
foram feitas em 12, 24 e 48 hpi. A — Picobella Rose inoculada com
7 UL da solucéo de esporos. B — Picobella White inoculada com 7
ML da solucéo de esporos.
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FIGURA 3. Quantificacdo do acumulo de mRNA de BcActin por qRT-PCR nas
flores de petunia inoculadas com B. cinerea (24 e 48 hpi). Os valores
representam as médias da expressdo relativa de BcActin
normalizado pelo gene de referéncia PhActin (22! nas flores das
cultivares Picobella Rose e Picobella White. Nessa analise foram
utilizadas quatro repeticdes bioldgicas. As médias que receberam a
mesma letra n&o diferiram pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

O estudo de Krahl & Randle (1999) também demonstrou diferencas nos
niveis de resisténcia a B. cinerea entre cultivares de petunia. No referido estudo,
além de cultivares, foram utilizadas linhagens endogamicas de P. hybrida, um
acesso de Petunia axillaris, espécie proposta como um dos parentais de P.
hybrida, e dois acessos de Petunia integrifolia. Dentre os gendtipos avaliados, a
cultivar “Pink Sensation Improved”, a qual consiste em uma cultivar antiga que
nao € mais comercializada, foi sugerida como uma possivel fonte de resisténcia
para o melhoramento de P. hybrida. Contudo, a avaliacdo da doenca foi
conduzida somente em folhas (ndo destacadas), ndo quais foi realizado um
ferimento previamente a inoculagdo com solucéo de esporos de B. cinerea. Na
solanacea Nicotiana tabacum (tabaco), a resisténcia a B. cinerea também se
mostrou dependente de cultivar. Do mesmo modo que no estudo acima citado,
a avaliacao da doenca foi realizada em folhas, sendo quantificado o tamanho da

lesdo como estimativa do crescimento de B. cinerea. Dentre as trés cultivares
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de tabaco avaliadas, a cultivar Petit Havana apresentou tamanho de leséo cerca
de 2,5 vezes menor que as demais cultivares suscetiveis. A resisténcia de Petit
Havana foi relacionada com o acumulo da fitoalexina escopoletina e de proteinas
PR em resposta a infec¢éo por B. cinerea. Entretanto, essa resisténcia so6 foi
verificada quando as folhas destacadas foram inoculadas com solucdo de
esporos, uma vez que o miceélio de B. cinerea pareceu ser capaz de metabolizar
espocoletina (El Oirdi et al., 2010). Em outra solanicea, o tomate, os testes de
patogenicidade e avaliacdo da doenca causada por B. cinerea também foram
realizados em folhas (El Oirdi et al., 2011; Smith et al., 2014; Asselbergh et al.,
2007). Sendo assim, a deficiéncia de estudos que avaliam a doenca em flores,
bem como as diferencas verificadas entre flores de Picobella Rose e Picobella
White motivaram a utilizacdo dessas cultivares como modelos para o estudo da
interacdo entre petlnia e B. cinerea nas etapas subsequentes.

No intuito de verificar se 0 menor nivel de colonizag&o por B. cinerea em
Picobella White resulta na formac¢do de um menor nUmero esporos, uma parcela
das flores de Picobella Rose e Picobella White desafiadas com B. cinerea, bem
como botdes dessas cultivares desafiados com o referido patégeno, foram
mantidas nas camaras Umidas até os 10 dias ap0s a inoculacdo. Os resultados
da quantificacdo do nimero de esporos estéo representados na Figura 4, sendo
verificada a formag&do de um nimero cerca de 1,4 vezes maior de esporos em
flores de Picobella Rose em comparacdo com Picobella White e um namero
cerca de 4 vezes maior em botdes de Picobella Rose em comparagcdo com
Picobella White. Esses resultados sugerem que a resisténcia verificada em flores
de Picobella White pode contribuir com a reducdo da formacéo de indculo para

infeccdes secundarias de outros tecidos saudaveis. Outra comparagao que pode
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ser feita é entre as flores e botdes inoculados com B. cinerea. Em Picobella
Rose, foi verificado um namero de esporos cerca de 3 vezes maior em flores em
relacdo aos botdes e, em Picobella White, o nimero de esporos foi cerca de 8
vezes maior em flores em relacao aos botdes.

Em citros, botées menores que 8 mm sao considerados resistentes a
infeccdo pelo fungo C. acutatum, o qual coloniza as pétalas de modo
necrotrofico, apesar de se tratar de um patégeno hemibiotrofico (Marques et al.,
2013; Marques et al., 2014). O estudo de Marques et al. (2014) verificou que
botdes de citros menores que 8 mm possuem um arranjo mais compacto de
papilas em suas pétalas quando comparados com botdes maiores e com flores
apos a antese. As papilas séo células da epiderme de pétalas que apresentam
um formato cénico, conferindo um aspecto aveludado a esse tecido. Os autores
do referido estudo consideraram que o arranjo mais compacto das papilas nos
botées menores que 8 mm pode atuar como uma barreira a infec¢do por C.
acutatum. Portanto, é possivel que botdes maiores que 8 mm e flores apos a
antese oferecam menor resisténcia a essa infeccdo devido ao arranjo mais
frouxo das papilas. Diante disso, € provavel que uma diferenca constitutiva
estrutural atue em Picobella Rose e em Picobella White de modo a promover a
formacdo de um menor nimero de esporos de B. cinerea em botdes em relacao
as flores dessas cultivares. Entretanto, a diferenca observada entre botdes de
Picobella Rose e botdes de Picobella White sugere que outras diferencas além
de estruturais atuem em botdes durante a interacdo entre petunia e B. cinerea.
Apesar disso, a maior relevancia de flores no ciclo da doenca de B. cinerea

motivou investigagdes mais profundas a respeito dos mecanismos de defesa de
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flores apos a antese, ndo sendo, portanto, incluidas avaliagbes em botdes nas

etapas seguintes.
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FIGURA 4. Quantificacdo dos esporos formados em flores e botdes inoculados
com B. cinerea. A — Numero de esporos de B. cinerea por mL de
agua (utilizada para recuperar 0s esporos) por mg de peso umido da
flor ou do botdo inoculado (peso antes da inoculagéo). Os esporos
foram recuperados das camaras Umidas aos 10 dias ap6s a
inoculacdo. Os valores sdo médias de 4 repeticdes biolégicas. As
letras diferentes indicam que as médias diferiram pelo teste Tukey
(p = 0,05). B — Foto dos esporos de B. cinerea formados sobre as
flores e botbes de Picobella Rose e Picobella White aos 10 dpi.

Diante dos resultados obtidos, pode ser sugerido que flores de Picobella
White ativam respostas de defesa capazes de conter a proliferacdo de B.
cinerea. Essas respostas de defesa estariam ausentes ou seriam ativadas com
menor eficiéncia em flores de Picobella Rose, tendo em vista que essas flores
apresentaram maior nivel de colonizacéo pelo patdgeno. Entretanto, ndo pode
ser descartada a possibilidade de que as diferencas verificadas entre as flores
das cultivares Picobella Rose e Picobella White resulte de caracteristicas e

mecanismos constitutivos que podem diferir entre essas cultivares. Por essa
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razdo, todas as analises realizadas nas etapas subsequentes incluiram
comparacdes dentro de cada cultivar, sendo realizadas comparacdes entre as
flores inoculadas com B. cinerea e as flores inoculadas com &agua, permitindo
identificar se a caracteristica avaliada & constitutiva ou induzida por B. cinerea.
Sendo assim, a fim de investigar as respostas de defesa que atuam em flores de
Picobella White e que podem nédo ocorrer ou ocorrer com menor eficiéncia em
flores de Picobella Rose, as flores dessas duas cultivares foram empregadas na
analise de expressdo de genes candidatos potencialmente envolvidos na
resisténcia de plantas a necrotréficos ou que atuem como potenciais alvos de
manipulagéo por B. cinerea (4.3). Adicionalmente, com esse mesmo objetivo, as
flores das duas cultivares também foram submetidas a analises histopatologicas

por meio de microscopia optica e microscopia Optica de epifluorescéncia (4.4).

4.3 Perfil de expressao de genes candidatos durante a interacéo
entre petlnia e B. cinerea e durante a senescéncia induzida por
polinizacéo

Na presente etapa foi procedida a analise de expressdo dos genes

PhACO1, PhEIL1, PhATG8a, PhDEF1 e PhDEF2. Esses genes ou Sseus
homélogos em outras espécies ja foram relatados na literatura como genes
potencialmente envolvidos na resisténcia de plantas a necrotréficos (Wang et al.,
2013; Windram et al., 2012; Lay et al., 2003; Kabbage et al., 2013). Os genes
PhACOL1, PhEIL1 e PhATGS8a ja foram estudados em petdnia. O primeiro gene
codifica uma enzima responsavel pela sintese de ET (Wang et al., 2013), o
segundo é um fator de transcricdo que atua na via de sinalizacdo mediada por

ET (Shibuya et al., 2004) e PhATG8a é o gene que apresenta maior nivel de
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expressao durante o processo de autofagia que ocorre nas pétalas de petunia
em resposta a polinizacdo ou durante a senescéncia natural, sendo que a
expressdo desse gene € induzida por ET (Shibuya et al., 2013). Os genes que
codificam as defensinas florais de petunia (PhDEF1 e PhDEF2) ndo foram
estudados em petlnia, porém, in vitro, 0os produtos desses genes apresentaram
acao antimicrobiana sobre B. cinerea e Fusarium oxysporum (Lay et al., 2003).
Em face do exposto, esses genes tiveram suas expressoes avaliadas em pétalas
durante a interag&o entre petlnia e B. cinerea, possibilitando a sele¢édo de genes
qgue foram posteriormente empregados na etapa de caracterizacdo funcional
(4.5.1). Essa selecdo dos genes foi baseada em duas comparacdes. A primeira
comparacao dos niveis de expressao foi realizada entre flores inoculadas com
B. cinerea e flores inoculadas com agua, permitindo a identificacdo de genes
responsivos a infeccdo por B. cinerea, ou seja, genes que apresentaram
expressao diferencial entre as duas condicdes. No intuito de selecionar genes
que possivelmente atuem nas respostas de defesa a B. cinerea em flores de
Picobella White, a segunda comparacao dos niveis de expressao foi realizada
entre Picobella Rose e Picobella White inoculadas (48 hpi), permitindo a
identificacdo de genes que apresentaram expressado diferencial entre as duas
cultivares.

Diversos estudos demonstraram que, durante a interacdo com B. cinerea,
a morte de células do hospedeiro requer uma participacdo ativa tanto do
patdgeno quanto da planta. Sendo assim, B. cinerea emprega inumeras
estratégias para desencadear a morte de células do hospedeiro, da qual esse
patdgeno obtém beneficio para colonizar tecidos e 6rgaos das plantas (Frias et

al., 2013; van Kan, 2006; Choquer et al., 2007). Diante disso, foi procedida uma
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analise de expressdo dos mesmos genes anteriormente citados nas flores de
Picobella Rose e Picobella White polinizadas (ndo destacadas), tendo em vista
gue a polinizacdo acelera a senescéncia e a abscisédo da corola. Contudo, essa
senescéncia induzida por polinizagdo ocorre através da autofagia (Shibuya et
al., 2013), a qual também € descrita como um mecanismo de resisténcia de
plantas a necrotroficos (Lai et al, 2011b; Lenz et al., 2011). Desse modo, a
analise de expressao dos referidos genes nas pétalas de flores polinizadas teve
como objetivo a identificacdo de marcas que pudessem diferenciar a
senescéncia induzida por polinizagdo da senescéncia induzida por B. cinerea,
ambas resultando na absciséo precoce da corola. A identificacdo dessas marcas
poderia auxiliar na elucidacdo de estratégias de patogénese de B. cinerea
durante a interacdo com petania.

Previamente a andlise de expresséao, os fragmentos de cDNA de todos os
genes, amplificados por qRT-PCR, foram separados em gel de agarose para
controle da especificidade da reacdo (Figura 5). Todas as reacdes foram
especificas e os fragmentos amplificados apresentaram os tamanhos esperados

através da andlise in silico.
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FIGURA 5. Eletroforese em gel de agarose de fragmentos amplificados por gRT-
PCR a partir do cDNA de pétalas de petania. 1-2: PhDEF1; 3-4:
PhDEF2; 5-7: PhActin; 8-10: PhATG8a; 11-13: PhACO1; 14-16:
PhEIL1. As colunas que ndo apresentaram banda séo referentes
aos controles negativos. M — Marcador de massa molecular 100 pb.
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Nas duas cultivares de petunia, em 48 hpi, foi verificado um aumento das
expressodes dos genes PhEIL1 e PhATGS8a nas flores inoculadas com B. cinerea
em comparacdo com as flores inoculadas com agua (Figura 6). Os niveis de
expressdo desses dois genes foi estatisticamente igual entre as cultivares.
Shibuya et al. (2004) demonstraram que PhEIL1 tem um importante papel na
transducdo da sinalizacdo mediada por ET. Outros trés genes PhEIL foram
identificados em petania, porém apenas PhEIL1 apresentou aumento de
expressdo em resposta ao ET. Em geral, as plantas produzem niveis mais
elevados de ET quando desafiadas por necrotréficos, incluindo B. cinerea
(Broekaert et al., 2006; Tsuchisaka et al., 2009). Por essa razdo, o aumento da
expressdo de PhEIL1 em flores de petunia inoculadas com B. cinerea era
esperado. Contudo, também era esperado um aumento da expressédo do gene
PhACO1, tendo em vista que seu produto atua na sintese de ET (Wang et al.,
2013). Conforme verificado na analise de expressao das flores de petunia
polinizadas (Figura 7A), o pico de expressao de PhACOL1 pode ocorrer um dia
(Picobella Rose) ou dois dias (Picobella White) antes da formacdo do pico
maximo de expressdo de PhEIL1, podendo justificar a auséncia de variacao da
expressao de PhACO1 em 48 hpi (Figura 6). Sendo assim, apesar de néo ter
sido verificado aumento de expressdo de PhACO1, o maior nivel de expresséo
de PhEIL1 e PhATG8a nas flores inoculadas com B. cinerea em comparacéo
com as flores inoculadas com agua atuam como indicios da ativacédo da via do
ET nas flores de petlunia desafiadas com B. cinerea. A ativagdo da via do ET
também ja foi demonstrada em folhas de petunia (Wang et al., 2013) e em outros
hospedeiros (Cristescu et al., 2002; Broekaert et al., 2006) durante a interacao

com B. cinerea. Entretanto, essa andlise de expressdo nao permite esclarecer
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se a via do ET € induzida como uma resposta de defesa ou devido as possiveis
modulag¢des das vias hormonais exercidas por B. cinerea para promover doenga.
Nas flores de Picobella Rose inoculadas com B. cinerea, os genes PhDEF1 e
PhDEF2 também apresentaram aumento de expressdo em compara¢cao com as
flores inoculadas com &agua. Enquanto que nas flores de Picobella White
inoculadas com B. cinerea, foi verificada uma reducéo da expressdo de PhDEF1
e um aumento de expressao de PhDEF2 em comparagdo com as flores
inoculadas com agua. Apesar de as duas cultivares terem apresentado aumento
de expressédo de PhDEF2, nas flores de Picobella Rose esse aumento foi cerca
de duas vezes maior em comparacdo com o aumento verificado nas flores de

Picobella White (Figura 6).
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FIGURA 6. Expressao relativa dos genes PhACOL1, PhEIL1, PhATG8a, PhDEF1
e PhDEF2 em pétalas de flores das cultivares Picobella White e
Picobella Rose desafiadas com B. cinerea (48 hpi). Todos os valores
de Cts foram normalizados pelos Cts do gene de referéncia PhActin
(ACt). Os valores de expressao representam o numero de vezes que
a expressdo aumenta ou diminui nas flores inoculadas com B.
cinerea em comparacdo com o calibrador (flor de cada cultivar
inoculada com agua) (2-24C), cujo valor de expresséo relativa foi
calibrado para 1,0 (tragco marrom). Os valores sdo médias de trés
repeticdes bioldgicas. * Médias que diferiram significativamente do
calibrador. As médias que diferiram significativamente do calibrador
foram comparadas entre as cultivares. Essas médias receberam a
mesma letra quando nao diferiram pelo teste Tukey (p < 0,05).
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Conforme mostrado na Figura 7B, as flores polinizadas de Picobella Rose
apresentaram murcha da corola, um sinal caracteristico da senescéncia, aos 4
dias depois da polinizacédo (ddp). Dentre as flores polinizadas de Picobella White,
algumas apresentaram murcha da corola aos 3 ddp enquanto outras aos 4 ddp
(Figura 7C). Sendo assim, as flores polinizadas de Picobella White que
apresentaram murcha da corola aos 3 ddp ndo foram submetidas a analise de
expressdo. Nas flores ndo polinizadas das duas cultivares, os primeiros sinais
de senescéncia foram verificados aos nove dias depois da antese. No estudo de
Shibuya et al. (2013), flores polinizadas da cultivar Mitchell Diploid apresentaram
murcha da corola aos 2 ddp, sendo verificado um pico de sintese de ET, bem
como um pico de expressdo de PhATG8a nas pétalas dessas flores.
Adicionalmente, os autores verificaram uma rapida reducao no teor de ET aos 3
dpp e uma progressiva reducdo do nivel de expressdo de PhATG8a até os 4
ddp. Nas flores polinizadas de Picobella Rose e Picobella White, o pico de
expressdo de PhATGS8a foi verificado aos 4 ddp, sendo acompanhado de um
pico de expressédo de PhEIL1 (Figura 7A). Conforme ja mencionado na presente
etapa, o pico de expressao de PhACOL1 antecedeu em um dia (Picobella Rose)
ou dois dias (Picobella White) o pico maximo de expressdo de PhEIL1 e de
PhATG8a. Logo, nesse intervalo de tempo é possivel que ET seja acumulado
em um nivel suficiente para induzir fortemente a expressdo dos genes
responsivos a esse hormoénio. Em resumo, os genes PhEIL1 e PhATG8a podem
ser utilizados como genes marcadores do acumulo de ET em flores de petunia,
o qual é verificado na senescéncia induzida por polinizacdo e parece ocorrer na
senescéncia induzida por B. cinerea. Na Figura 7A, também é possivel verificar

que a polinizacao induziu alteracdes de expressao dos genes responsivos ao ET
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de maneira mais rapida e intensa nas flores de Picobella White em comparacao
com as flores de Picobella Rose, principalmente com relagdo ao gene PhATGS8a.
Entretanto, essa diferenca entre cultivares ndo foi observada na senescéncia
induzida por B. cinerea, tendo em vista que o0s niveis de expressédo de PhEIL1 e
PhATG8a foram estatisticamente iguais entre Picobella Rose e Picobella White
(Figura 6). De acordo com o0 que a literatura descreve para interacdes entre
plantas e B. cinerea (El Oirdi et al., 2011), bem como entre plantas e S.
sclerotiorum (Kabbage et al., 2013), um necrotrofico estreitamente relacionado
com B. cinerea (Amselem et al., 2011), pode ser hipotetizado que, essa diferenca
observada entre a senescéncia induzida por polinizacdo e a senescéncia
induzida por B. cinerea resulte de modulacdes exercidas pelo patégeno sobre a
via da autofagia. Por essa razdo, em resposta a infeccéo por B. cinerea as flores
de Picobella White podem néo induzir a expressdo de PhATG8a com a mesma
eficiéncia que € verificada em resposta a polinizacdo. Contudo, apesar dessa
possivel modulacao representar uma estratégia de patogénese em potencial,
nao justifica as diferencas observadas entre flores de Picobella Rose e Picobella
White quanto a resisténcia a B. cinerea, uma vez que Picobella White foi a
cultivar que apresentou o menor nivel de colonizacéo pelo patégeno. Por fim, a
andlise de expresséo das defensinas florais indicou uma outra diferenca entre a
senescéncia induzida por polinizacédo e a senescéncia induzida por B. cinerea
nas flores das duas cultivares. Nas flores polinizadas de Picobella Rose, aos 2 e
3 ddp, foi verificado um aumento significativo das expressdes de PhDEF1 e
PhDEF2 em comparagéo com as flores nao polinizadas. Contudo, aos 4 ddp, o
anico tempo de coleta no qual os aumentos de PhEIL1 e PhATG8a foram

significativos, os niveis de expressdo de PhDEF1 e PhDEF2 ndo apresentaram
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aumento, se igualando aos niveis de expressdo verificados em flores nao
polinizadas (Figura 7A). Ja nas flores de Picobella Rose inoculadas com B.
cinerea, os aumentos significativos dos niveis de expressdo de PhEIL1 e
PhATG8a foram acompanhados por aumentos significativos de PhDEF1 e
PhDEF2 (Figura 6). Nas flores polinizadas de Picobella White, em nenhum
momento PhDEF1 e PhDEF2 apresentaram aumentos significativos dos niveis
de expressao, sendo que 0s picos maximos de expressao de PEIL1 e PhATG8a
foram acompanhados por reduc¢des significativas nos niveis de expressao dos
genes codificantes das defensinas (Figura 7A). Ja nas flores de Picobella White
inoculadas com B. cinerea, foi verificado um aumento do nivel de expressao de
PhDEF2 em comparacdo com as flores inoculadas com agua. Diferentemente
de PhDEF2, porém de modo semelhante ao que foi verificado na senescéncia
induzida por polinizagéo, o nivel de expressado de PhDEF1 reduziu nas flores de
Picobella White inoculadas com B. cinerea em comparacdo com as flores
inoculadas com agua (Figura 6).

Em resumo, as expressodes dos genes PhDEF1 e PhDEF2 representaram
as principais diferencas verificadas entre as flores de Picobella Rose e flores de
Picobella White inoculadas com B. cinerea. Além disso, nas duas cultivares de
petlnia, as expressfes desses mesmos genes também representaram as
principais diferencas observadas entre a senescéncia induzida por B. cinerea e
a senescéncia induzida por polinizacdo. Sendo assim, os genes codificantes das
duas defensinas florais foram empregados nas etapas que compdem o
silenciamento génico induzido por virus, permitindo a caracterizacédo funcional

desses genes em flores durante a interagdo entre petlnia e B. cinerea.
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FIGURA 7. Avaliacdo da expressao génica em pétalas de flores de Picobella
Rose e Picobella White polinizadas. A - Expresséo relativa dos
genes PhACOL, PhEIL1, PhATG8a, PhDEF1 e PhDEF2 em flores
coletadas aos 2, 3 e 4 dias depois da polinizacao (ddp). Todos os
valores de Cts foram normalizados pelos Cts do gene de referéncia
PhActin (ACt). Os valores de expressao representam o numero de
vezes que a expressao aumenta ou diminui nas flores polinizadas
em comparacdo com o calibrador (flor de cada cultivar nao
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polinizada e com a mesma idade da flor polinizada) (222, cujo
valor de expressao relativa foi calibrado para 1,0 (traco marrom). Os
valores sdo médias de trés repeticbes biolégicas. * Médias que
diferiram significativamente do calibrador pelo teste Tukey (p < 0,05).
As médias que diferiram significativamente do calibrador foram
comparadas entre 0s tempos e entre cultivares. Essas médias
receberam a mesma letra quando nao diferiram pelo teste Tukey (p
< 0,05). B — Evolugcdo do fenétipo de senescéncia induzido por
polinizacdo em flores de Picobella Rose. C — Evolucao do fenétipo
de senescéncia induzido por polinizagdo em flores de Picobella
White. Nessa cultivar foi observado que algumas flores polinizadas
apresentaram sinais claros de senescéncia aos 4 ddp (linha
superior) e algumas flores aos 3 ddp (linha inferior).

4.4 Visualizacdo de respostas de defesa em pétalas durante a

interacao entre petlunia e B. cinerea

No intuido de investigar as respostas de defesa que podem atuar em
flores de Picobella White e que podem ndo ocorrer ou ocorrer com menor
eficiéncia em flores de Picobella Rose, as pétalas de flores das duas cultivares
foram submetidas a analises histopatolégicas por meio de microscopia Optica e
microscopia Optica de epifluorescéncia.

A sintese de compostos inibidores da germinacdo de esporos, como
exemplo a escopoletina de tabaco (El Oirdi et al., 2010), bem como modificacdes
de parede celular sdo descritas na literatura como importantes mecanismos de
resisténcia a B. cinerea (Curves et al., 2010; Asselbergh et al., 2007; Lloyd et al.,
2011). Por essa razao, a primeira andlise de microscopia realizada com as
pétalas de petlunia desafiadas com B. cinerea teve como objetivo a avaliagéo da
germinacao dos esporos e do desenvolvimento de hifas de B. cinerea em 48 hpi
(Figura 8). A escolha do tempo 48 hpi para essa primeira analise foi baseada nos
resultados obtidos no estudo de Dinh et al. (2011), no qual foi verificada uma
crescente porcentagem de germinacao de esporos de B. cinerea até 36 hpi em

pétalas de Chamelaucium spp.. Portanto, o tempo 48 hpi foi selecionado dentre
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0os demais tempos de coleta utilizados no presente trabalho (12 e 24 hpi).
Posteriormente, a fim de investigar possiveis modificacdes de parede celular em
pétalas de petunia desafiadas com B. cinerea, foi procedida a analise de
microscopia de epifluorescéncia (Figuras 9-10), a qual sera melhor descrita mais
adiante.

A primeira andlise de microscopia pareceu demonstrar que, em Picobella
Rose, a maioria dos esporos observados haviam germinado, sendo verificadas
hifas bem desenvolvidas (Figura 8A). Em Picobella White, o tubo germinativo
nao foi detectado em muitos esporos e as amostras avaliadas apresentavam um
desenvolvimento de hifas reduzido em comparacdo com as amostras

provenientes de Picobella Rose (Figura 8B).

FIGURA 8. Microscopia optica de pétalas de Picobella Rose (A) e Picobella
White (B) inoculadas com 7 yL de uma solugao de esporos de B.
cinerea (1 108 esporos mL? de agua). As pétalas foram coletadas
em 48 hpi e submetidas ao procedimento de coloracdo com azul
de trypan. Todas as fotos foram feitas a partir de amostras
analisadas com aumento 1000 vezes.

A anélise seguinte de microscopia incluiu todos os tempos de coleta apés
a inoculacao, uma vez que método adotado € estabelecido para a deteccéo, em
folhas, tanto de estruturas de fungos fitopatogénicos quanto de compostos

fendlicos nas células do hospedeiro (Wesp-Guterres et al., 2013). Compostos
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fendlicos, como exemplo a fitoalexina fendlica escopoletina (H. Sun et al., 2014),
sdo acumulados nos tecidos de plantas em resposta a infecgdo por diversos
fungos (El Oirdi et al., 2010; Cho & Lee, 2015; Hickelhoven, 2007; Oliver et al.,
2009). O papel dos compostos fendlicos na resisténcia pode ser devido a sua
acao antifungica, bem como devido ao seu envolvimento no fortalecimento da
parede celular, tornando as células menos vulneraveis a acdo de enzimas
degradadoras de parede celular (Léon & Montesano, 2013; Underwood, 2012).
Sob radiacdo UV, compostos fendlicos presentes em células de folhas emitem
fluorescéncia na faixa de luz azul (450-500 nm) e na faixa de luz verde (500-530
nm) (Talamond et al., 2015). O &cido picrico tem a funcédo de salientar a
autofluorescéncia emitida por regides celulares que apresentam depdsitos de
papilas e acimulo de compostos fendlicos. Desse modo, o tratamento de tecidos
com acido picrico e a subsequente avaliacgio em microscopia de
epifluorescéncia otimizam a deteccdo de modificacbes celulares que sao
descritas em inUmeras interacdes entre plantas e patégenos (Wesp-Guterres et
al., 2013; Bender et al., 2000). Torna-se importante esclarecer que, nesse caso,
o termo papila se refere ao reforco de parede celular, sendo composta, em geral,
por calose, compostos fendlicos, polissacarideos e proteinas antimicrobianas
(Léon & Montesano, 2013; Underwood, 2012). Sendo assim, a fim de investigar
se Picobella Rose e Picobella White apresentam diferencas quanto as
modificacdes recém descritas, suas pétalas desafiadas com B. cinerea foram
empregadas no procedimento de deteccdo de regibes celulares
autofluorescentes. Contudo, por meio desse método, ndo foi possivel dar
andamento as avaliagdes iniciadas na primeira analise de microscopia (Figura

8). O procedimento de coloracéo de estruturas do fungo com azul de trypan, em
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conjunto com tratamento com acido picrico, deteriorou as pétalas de petunia.
Portanto, ndo foi possivel quantificar as diferencas observadas entre Picobella
Rose e Picobella White quanto ao nimero de eventos de germinacdo de esporos
de B. cinerea. A Unica avaliacdo gerada por meio desse método esta
representada na Figura 10G, sendo possivel verificar, na mesma regiao, hifas de
B. cinerea e modificages da parede de células da pétala de Picobella White em
48 hpi. Por essa razdo, as demais imagens apresentadas correspondem as
pétalas submetidas a uma adaptacéo do protocolo, no qual a etapa de coloracao
com azul de trypan foi eliminada. Apesar disso, o referido protocolo adaptado de
Wesp-Guterres et al. (2013) possibilitou a deteccao de regibes celulares
autofluorescentes e, consequentemente, de importantes diferencas entre
Picobella Rose e Picobella White. Na Figura 9, nota-se que apenas em 48 hpi foi
possivel detectar uma fraca fluorescéncia na parede de células da epiderme
adaxial da pétala de Picobella Rose (9D). Enquanto que, em pétalas de Picobella
White, a partir de 12 hpi ja foi possivel detectar autofluorescéncia na parede de
células da epiderme adaxial (10B). Em 24 hpi (10C e E) e em 48 hpi (10D e F),
a autofluorescéncia se tronou mais intensa e foi detectada nas paredes de um
namero maior de células em comparacdo com 12 hpi. Nas pétalas nao
inoculadas com B. cinerea néao foi possivel detectar autofluorescéncia (Figuras
9A e 10A). Além disso, as paredes celulares autofluorescentes foram detectadas
apenas na area da lesdo causada por B. cinerea, ndo sendo detectada
autofluorescéncia fora da area da lesdo. Na Figura 10F, a senta indica a
auséncia de autofluorescéncia em um espaco intercelular na pétala de Picobella

White em 48 hpi. Sendo assim, os resultados indicam que o acumulo de



63

compostos fendlicos é restrito a parede celular e, possivelmente, representa uma
resposta de defesa de petunia a B. cinerea.

O mutante de tomate sitiens, o qual € deficiente na producéo de &cido
abscisico, é considerado resistente a B. cinerea. Em folhas de sitiens, compostos
fendlicos autofluorescentes atuam na fortificacdo da parede celular da epiderme,
limitando a colonizacao por B. cinerea (Seifi et al., 2013; Asselbergh et al., 2007).
Em folhas de A. thaliana, modificagbes de parede celular da epiderme
envolvendo o acumulo de compostos fendlicos autofluorescentes também foram
relacionadas com a resisténcia a B. cinerea (Lloyd et al., 2011). Diante do
exposto, € possivel que a epiderme de pétalas de petinia apresente uma
resposta de defesa semelhante ao que se verifica na epiderme de folhas de
tomate e de A. thaliana em interagdo com B. cinerea. Os resultados obtidos por
meio da microscopia de epifluorescéncia parecem indicar um mecanismo de
resisténcia que justifique o menor nivel de colonizacéo das pétalas de Picobella
White por B. cinerea, tendo em vista a deteccdo mais intensa e precoce de
autofluorescéncia na parede celular da epiderme de pétalas de Picobella White

em comparacao com Picobella Rose.
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FIGURA 9. Microscopia 6ptica de epifluorescéncia da epiderme adaxial de
pétalas de Picobella Rose tratadas com acido picrico apos a
inoculacdo com B. cinerea. A — Pétala ndo inoculada. B — Area com
les&o de B. cinerea, pétala coletada em 12 hpi. C — Area com les&o
de B. cinerea, pétala coletada em 24 hpi. D — Area com les&o de B.
cinerea, pétala coletada em 48 hpi. A seta indica a presenca de
uma hifa de B. cinerea. As diferencas de coloracdo observadas
entre as imagens, provavelmente, se devem a evolucéo da leséo
causada por B. cinerea, conferindo um tom amarronzado as
regides apresentadas em C e D. Todas as fotos foram feitas a partir
de amostras analisadas com aumento 400 vezes.



FIGURA 10. Microscopia oOptica de epifluorescéncia da epiderme adaxial de
pétalas de Picobella White tratadas com acido picrico ap6s a
inoculacdo com B. cinerea. A — Pétala ndo inoculada. B —
Deteccao de autofluorescéncia em area com leséo de B. cinerea,
pétala coletada em 12 hpi. C — Deteccéo de autofluorescéncia em
area com lesédo de B. cinerea, pétala coletada em 24 hpi. D —
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Deteccéo de autofluorescéncia em area com leséo de B. cinerea,
pétala coletada em 48 hpi. E — A seta indica a presenca de hifa de
B. cinerea em area com leséo, pétala coletada em 24 hpi. F — A
seta indica um especo intercelular, onde nao se verifica
autofluorescéncia, pétala coletada em 48 hpi. G — Deteccdo de
autofluorescéncia em area com lesdo de B. cinerea, pétala
coletada em 48 hpi. Essa pétala foi tratada com acido picrico e
azul de trypan dissolvido em lactofenol:etanol. Todas as fotos
foram feitas a partir de amostras analisadas com aumento 400
vezes.

O estabelecimento de ligacdes entre a parede celular e compostos
fendlicos da via dos fenilpropanoides foi observado em diversas plantas em
reposta a patdégenos (Dixon et al., 2002; Hickelhoven, 2007; McLusky et al.,
1999; Muroi et al., 2009). Os flavonoides, sdo exemplos de fenilpropanoides que
ja foram descritos em associacdes com a parede celular (Treutter, 2006;
Petrussa et al., 2013; Dai et al., 1996; Clarke & Robinson, 2008; Markham et al.,
2000; Jones et al.,, 2012). Os flavondis e as antocianinas sdo compostos
fenolicos que pertencem ao grupo dos flavonoides. As antocianinas séo
responsaveis pela pigmentacdo de flores de petinia e se localizam
principalmente nos vacuolos de células da epiderme de pétalas (Lysenko &
Varduny, 2013). No estudo de Luo et al. (2016), foi verificado que a via de sintese
de antocianinas e a via de sintese de flavonéis competem pelo mesmo substrato
em flores de petlnia e em flores de outras espécies. Essa competicao é o que
determina a formacao de flores vermelhas ou de flores brancas. Os substratos
dihidrokaempferol e dihidroquercetina podem sofrer acdo da flavonol sintase
(FLS) para formar flavondis ou podem ser catalisados pela dihidroflavonol-4-
reductase (DFR) para formar antocianinas. Os autores do referido estudo
verificaram que pétalas brancas de petunia, as quais possuem um teor de

antocianinas praticamente indetectavel, apresentaram um nivel de expresséao de
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PhFLS cerca de 20 vezes maior em comparacao com pétalas vermelhas. Além
disso, o nivel de expressdo de PhFDR foi extremamente baixo nas pétalas
brancas, sendo cerca de 3 vezes menor em comparagao com peétalas vermelhas.
Adicionalmente, a superexpressdo de PhFLS em tabaco reprimiu a expressao
do gene enddégeno NtFDR. Como era esperado, a supexpressao de PhFDR em
tabaco reprimiu a expressao de NtFLS. Desse modo, foi possivel demonstrar o
antagonismo mutuo entre os genes FLS e FDR. Diante das constatacfes feitas
por Luo et al. (2016), as quais demonstraram a competicdo entre PhFLS e
PhFDR pelo mesmo substrato fendlico, bem como a repressao da expressao de
PhFLS em pétalas produtoras de antocianinas, pode ser estabelecida a hipétese
a seguir. Em interagdo com B. cinerea, Picobella White pode ser capaz de
direcionar o acumulo de flavonoides na parede celular das pétalas de maneira
mais rapida e intensa em comparacdo com Picobella Rose, cujas pétalas séo
produtoras de antocianinas. Entretanto, a confirmacdo dessa hipotese requer a
identificacdo dos compostos fendlicos acumulados em Picobella White, tendo em
vista que, além dos flavonoides, outros grupos de fenilpropanoides podem ser
responsaveis pela autofluorescéncia verificada em Picobella White. Em células
da epiderme do bulbo de cebola, por exemplo, foi verificado o acumulo de
fenilpropanoides do grupo dos acidos hidroxicinAmicos, os quais sao sintetizados
por um ramo diferente do ramo dos flavonoides. Em resposta a infecdo por
Botrytis allii, amidas derivadas de &cido hidroxicindmico foram detectadas na
parede celular da epiderme de cebola por meio da emisséo de autofluorescéncia
(McLusky et al., 1999). Adicionalmente, acredita-se que a principal fungcéo de
fitoalexinas do grupo das amidas derivadas de acido hidroxicinamico consista no

reforco de parede celulares, prevenindo a invaséo dos tecidos do hospedeiro por
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patogenos (Guillet & de Luca, 2005). Sendo assim, estudos adicionais e
especificos da via dos fenilpropanoides serdo necessarios para determinar a
contribuicdo de determinados compostos fendlicos na limitacdo da proliferacéo
de B. cinerea em pétalas de Picobella White. Evidéncias genéticas do papel dos
fenilpropanoides de parede celular na defesa de plantas a patégenos séo raras,
possivelmente devido a redundancia das enzimas envolvidas. Por essa razao, a
criacdo de drenos metabdlicos de compostos fendlicos pode auxiliar no
entendimento do papel dos fenilpropanoides nas interacdes entre plantas e
patogenos (Huckelhoven, 2007). Logo, flores de Picobella Rose e Picobella
White podem representar modelos para esses estudos da via dos
fenilpropanoides, tendo em vista que a sintese de antocianinas pode atuar como

um dreno de compostos fendlicos.

45 Silenciamento dos genes PhCHSj, PhPDS, PhDEF1 e PhDEF2

O silenciamento génico induzido pelo vetor baseado no TRV foi uma
estratégia otimizada no presente trabalho. Genes que conferem fenétipos de facil
deteccdo quando silenciados foram os primeiros a serem empregados nessas
metodologias, permitindo avaliar a eficiéncia dos procedimentos adotados para
caracterizar a funcéo de genes de petunia. Tanto o gene PhCHSj quanto o gene
PhPDS foram utilizados para o estabelecimento das etapas e condicGes
experimentais necessarias para o desenvolvimento do método VIGS em petunia.
PhCHS;j atua na via de sintese de antocianinas e PhPDS atua na via de sintese
de carotenoides e, portanto, conferem um fenotipo facilmente distinguivel as
plantas silenciadas. O silenciamento do gene PhCHSj pode ser detectado

atraves da visualizacdo de setores sem pigmento nas flores. Enquanto que o
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silenciamento do gene PhPDS pode ser verificado devido ao fotobranqueamento
nas folhas. As clonagens de porcdes génicas a partir do cDNA de petunia
resultaram na obtencao de insertos de 266 pb para PhCHS], 424 pb para PhPDS,
304 pb para PhDEF1 e 167 pb para PhDEF2. Esses fragmentos foram,
separadamente, inseridos no vetor viral pTRV2b, originando as construcfes de
silenciamento TRV2b-PhCHSj, pTRV2b-PhPDS, TRV2b-PhDEF1 e TRV2b-
PhDEF2 (Figura 11).

A agroinfiltracdo, procedida nas folhas de petunia, resultou no
fotobranqueamento nas plantas que receberam o inéculo pTRV1+pTRV2b-
PhPDS e na formacao de flores com setores sem pigmento nas plantas que
receberam o inéculo pTRV1+pTRV2b-PhCHS;. Aos 19 dias ap6 a agroinfiltracédo
(dpa), foi verificada a formacao da primeira flor com sintomas do silenciamento
(Figura 12A). Ja os primeiros sintomas de fotobranqueamento foram verificados
entre 10 e 14 dpa, permanecendo até a fase reprodutiva. Em todos os
experimentos desenvolvidos nesse trabalho, todas as plantas agroinfiltradas
com o0s in6culos pTRV1+pTRV2b-PhPDS ou pTRV1+pTRV2b-PhCHSj
apresentaram o fenétipo correspondente. Esses resultados conferem ao método

uma eficiéncia de 100%.
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FIGURA 11. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR das colonias
de A. tumefasciens transformadas com os plasmideos TRV2b-GFP
(1-3), TRV2b-PhPDS (4-6), TRV2b-PhCHS;j (7-9), TRV2b-PhDEF1
(10-12) e TRV2b-PhDEF2 (13-15). A PCR foi realizada com os
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oligonucleotideos iniciadores TRV F/R, resultando na verificacdo
de 254 pb adicionais ao tamanho do inserto. M — Marcador de
massa molecular 100 pb.

TRV1+TRV2b-PhCHSj TRV1+TRV2b-GFP

TRV1+TRV2b-PhPDS TRV1+TRV2b-GFP

FIGURA 12. Fendétipos de silenciamento aos 19 dpa. A - Comparacao entre a
flor de uma planta agroinfiltrada com o inéculo pTRV1+pTRV2b-
PhCHSj (setores sem pigmento) e a flor de uma planta
agroinfiltrada com o inéculo controle (pTRV1+pTRV2b-GFP). B -
Comparacdo entre plantas de petunia agroinfiltradas com o inéculo
pTRV1+pTRV2b-PhPDS (fotobranqueamento) e plantas
agroinfiltradas com o indculo controle.

Aos 19 dpa, as folhas jovens das plantas agroinfiltradas com o inéculo
controle  ou com o in6culo pTRV1+pTRV2b-PhPDS (apresentando
fotobranqueamento) (Figura 12B), foram coletadas para a quantificacdo do
acumulo de mRNA do gene PhPDS. Do mesmo modo, as flores apresentando
sintomas de silenciamento do gene PhCHSj e as flores das plantas
agroinfitradas com o inéculo controle também foram coletadas para a
quantificacdo do acumulo de mRNA desse gene. Essas quantificacbes de

transcritos dos genes alvo do silenciamento, realizadas por QRT-PCR,
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permitiram quantificar o nivel de silenciamento obtido. Sendo assim, pelo menos
um dos oligonucleotideos iniciadores de cada par foi desenhado para hibridizar
externamente a sequéncia clonada no vetor TRV2b, impedindo a quantificacao
de transcritos virais e a consequente subestimativa do nivel de silenciamento.
Nas flores de plantas que receberam o in6culo pTRV1+pTRV2b-PhCHSj, o
acumulo de mRNA do PhCHS;j foi reduzido em mais de 50% em comparacao
com as flores de plantas controle nao silenciadas (Figura 13A). Nas plantas que
receberam o in6culo pTRV1+pTRV2b-PhPDS, o acimulo de mRNA do PhPDS
foi reduzido em mais de 80% em comparacdo com as plantas controle néo
silenciadas (Figura 13B). O nivel de reducdo do acimulo de mRNA de um gene
alvo do VIGS tende a ser variavel entre as plantas silenciadas (Bhattarai et al.,
2007). Adicionalmente, nota-se que o fendtipo de silenciamento também é
variavel entre as flores ou folhas de uma mesma planta silenciada. Por essa
razdo, as quantificacdes desses acumulos foram sempre feitas a partir de uma

anica flor ou folha de plantas individualizadas.
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FIGURA 13. Quantificacdo, por gRT-PCR, do acumulo de mRNA dos genes
PhCHSj e PhPDS aos 19 dpa. A - Os valores de 1-5



72

correspondem as flores de plantas que receberam o inoculo
pPpTRV1+pTRV2b-PhCHSj. B — Os valores de 1-4 correspondem
as plantas que receberam o inoculo pTRV1+pTRV2b-PhPDS.
Esses valores representam a reducdo do acumulo de mRNA de
PhCHS;j, em A, e PhPDS, em B, em relagao ao acumulo verificado
nas plantas que receberam o inéculo controle (pTRV1+pTRV2b-
GFP) (calibrador). Os niveis de acimulo de mRNA s&o expressos
em porcentagem. Para os calibradores estdo representados a
meédia e o desvio padréo de cinco repeti¢cdes biologicas. Para as
plantas de 1-5 (A) e de 1-4 (B) estdo representadas as
guantificacées em plantas individualizadas e o desvio padrédo de
trés repeticbes técnicas. As plantas de 1-5 (A) e de 1-4 (B)
diferiram de seus respectivos calibradores pelo teste Tukey (p <
0,05).

Aos 30 dpa, os sintomas de silenciamento nas flores das plantas que
receberam o indculo pTRV1+pTRV2b-PhCHS;j se intensificaram, permanecendo
apenas pequenos setores com pigmento em algumas flores das cultivares Bravo
e Hurrah (Figura 14A-B). Até o presente, os resultados apresentados nos
experimentos de silenciamento do gene PhCHSj correspondem as plantas
agroinfiltradas aos trés meses apos a semeadura, quando j& se encontravam no
estadio de floracdo. No entanto, os sintomas de silenciamento do gene PhCHSj
também foram avaliados em plantas agroinfiltradas aos dois meses apo6s a
semeadura (Figura 14C). Na Figura 14, é possivel verificar que foram alcancados
maiores niveis de silenciamento nas flores de plantas agroinfiltradas aos trés
meses apos a semeadura. Essa eficiente inducdo do silenciamento em flores de
plantas agroinfiltradas somente no estadio de floracdo minimiza as interferéncias
dessa manipulagéo génica em outros processos da planta, tendo em vista que o

silenciamento nao € induzido ao longo de todo o seu desenvolvimento.
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TRV1+TRV2b-PhCHSj TRV1+TRV2b-GFP

FIGURA 14. Fendtipos de silenciamento do gene PhCHSj aos 30 dpa. A —
Comparacédo dos niveis de silenciamento entre flores da cultivar
Bravo, cujas folhas foram agroinfiltradas aos trés meses apos a
semeadura com o in6culo pTRV1+pTRV2b-PhCHSj ou com o
in6culo controle (pTRV1+pTRV2b-GFP). B — Comparacdo dos
niveis de silenciamento entre flores da cultivar Hurrah, cujas
folhas foram agroinfiltradas aos trés meses ap0s a semeadura
com o inéculo pTRV1+pTRV2b-PhCHSj ou com o indculo
controle. C — Comparacao dos niveis de silenciamento entre flores
da cultivar Hurrah, cujas folhas foram agroinfiltradas aos dois
meses apds a semeadura com o0 inéculo pTRV1+pTRV2b-
PhCHS;j ou com o in6culo controle.

4.5.1 Caracterizacao funcional das defensinas florais de petunia
(PhDEF1 e PhDEF2)
Em conjunto, os resultados obtidos na etapa anterior permitiram

estabelecer condicdes 6timas para os experimentos de silenciamento dos genes
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que codificam as defensinas florais (PhDEF1 e PhDEF2). Essas condi¢des
incluem a agroinfiltracdo aos trés meses apos a semeadura, bem como o desafio
das flores com B. cinerea a partir dos 30 dpa, quando os niveis de silenciamento
em flores ja sédo bastante elevados. Sendo assim, as plantas agroinfiltradas com
o inéculo  pTRV1+pTRV2b-PhDEF1, pTRV1+pTRV2b-PhDEF2  ou
PTRV1+pTRV2b-GFP tiveram suas flores inoculadas com B. cinerea aos 39 dpa.
As flores foram inoculadas com solucdo de esporos em varios pontos da corola,
uma vez que o nivel de silenciamento pode variar entre diferentes regides de
uma mesma flor. Na Figura 15A-B, nota-se que tanto em Picobella Rose
(empregada no silenciamento de PhDEF2) quanto em Picobella White
(empregada no silenciamento de PhDEF1) as flores silenciadas apresentaram
lesBes bastante restritas em comparacdo com as flores néo silenciadas. Diante
desses resultados, as flores apresentadas na Figura 15 foram submetidas a
quantificacdo de acumulo de mRNA de PhDEF1 ou PhDEF2 por gRT-PCR
(Figura 15C). Nas flores de plantas de Picobella Rose que receberam o in6culo
pTRV1+pTRV2b-PhDEF2, foi verificada uma redugdo minima de cerca de 85%
no acumulo de mRNA de PhDEF2. Nas flores de plantas de Picobella White que
receberam o indculo pTRV1+pTRV2b-PhDEF1, foi verificada uma reducédo

minima de cerca de 92% no acumulo de mRNA de PhDEF1.
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FIGURA 15.

Inoculagdo de B. cinerea em flores destacadas de plantas
agroinfitradas com o in6culo pTRV1+pTRV2b-PhDEF1,
pTRV1+pTRV2b-PhDEF2 (in6culos de silenciamento) ou
pPpTRV1+pTRV2b-GFP (in6culo controle). As plantas foram
agroinfiltradas aos trés meses ap0s a semeadura, sendo as flores
desafiadas com B. cinerea aos 39 dpa. A — Comparacdo das
lesGes causadas por B. cinerea entre flores silenciadas e nao
silenciadas da cultivar Picobella Rose em 24 hpi. B — Comparagéao
das lesbes causadas por B. cinerea entre flores silenciadas e néo
silenciadas da cultivar Picobella White em 24 hpi.C -
Quantificacdo, por gRT-PCR, do acumulo de mRNA do gene
PhDEF2 em flores de Picobella Rose e do gene PhDEF1 em flores
de Picobella White. No grafico da esquerda, os valores de 1-2
correspondem as flores das plantas que receberam o in6culo
pTRV1+pTRV2b-PhDEF2. No gréfico da direita, os valores de 1-
3 correspondem as flores das plantas que receberam o indculo
pTRV1+pTRV2b-PhDEF1. Esses valores representam a reducao
no acumulo de mRNA de PhDEF2 ou PhDEF1 em relagédo ao
acumulo verificado nas flores de plantas que receberam o in6culo
controle (pTRV1+pTRV2b-GFP) (calibrador). Os niveis de
acumulo de mRNA sdo expressos em porcentagem. Para os
calibradores estéo representados a média e o desvio padréo de
trés repeticbes bioldgicas. Para as demais plantas estédo
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representadas as quantificacbes em plantas individualizadas e o
desvio padrdo de trés repeti¢cdes técnicas. Todas as plantas que
receberam o inoculo de silenciamento diferiram de seus
respectivos calibradores pelo teste Tukey (p < 0,05).

Ap6s a confirmacdo do silenciamento dos genes codificantes das
defensinas, foi procedida a anélise de estimativa do crescimento ativo de B.
cinerea em todas as flores. Para tanto, uma pétala de cada flor foi coletada e
empregada na quantificacdo de BcActin por meio de gRT-PCR (Figura 16).
Desse modo, em Picobella Rose, foi verificada uma reducéo de cerca de 35
vezes da quantidade de biomassa de B. cinerea nas flores silenciadas (flores de
plantas que receberam o inéculo pTRV1+pTRV2b-PhDEF2) em comparacao
com as flores ndo silenciadas (flores de plantas que receberam o indculo
pTRV1+pTRV2b-GFP). Em Picobella White, foi verificada uma reducao de cerca
de 31 vezes da quantidade de biomassa de B. cinerea nas flores silenciadas
(flores de plantas que receberam o in6culo pTRV1+pTRV2b-PhDEF1) em
comparacao com as flores ndo silenciadas (flores de plantas que receberam o

inéculo pTRV1+pTRV2b-GFP).
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FIGURA 16. Quantificagéo, por gRT-PCR, do acimulo de mRNA de BcActin nas
flores ndo silenciadas de Picobella Rose e Picobella White
(PTRV1+pTRV2b-GFP), nas fores silenciadas de Picobella Rose
(pTRV1+pTRV2b-PhDEF2) e nas fores silenciadas de Picobella
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White (pTRV1+pTRV2b-PhDEF1) inoculadas com B. cinerea (24
hpi). Os valores representam as médias da expressao relativa de
BcActin normalizado pelo gene de referéncia PhActin (22°Y) nas
flores de petunia. Para as flores néo silenciadas de Picobella Rose
estdo representados a média e o desvio padréo de trés repeticdes
biolégicas e para as flores silenciadas duas repeti¢cdes biologicas.
Para as flores ndo silenciadas ou silenciadas de Picobella White
estdo representados a média e o desvio padrdo de trés repeticdes
bioldgicas.

Por meio de comparacfes entre as Figuras 2 e 15 e também entre os
graficos das Figuras 3 e 16, nota-se que as flores de plantas que receberam o
in6culo pTRV1+pTRV2b-GFP apresentaram maior nivel de colonizag¢édo por B.
cinerea em comparacdo com as flores das plantas que nao foram infiltradas com
vetores virais. A ativacdo da via do SA ja foi verificada em inUmeras interacdes
entre plantas e virus, sendo considerada uma importante resposta de defesa das
plantas a esses patdgenos (Fu & Dong, 2013). Entretanto, quando a via do SA é
ativada previamente a ativacdo da via JA/ET, o SA tem efeito antagbnico sobre
avia do JA, a qual atua na defesa de plantas a necrotréficos, incluindo B. cinerea
(Pieterse et al., 2012; Tsuda et al., 2009). Além disso, Conti et al. (2012)
verificaram que plantas transgénicas de tabaco expressando simultaneamente a
proteina do capsideo e a proteina do movimento de Tobacco mosaic virus (TMV)
apresentaram um elevado teor de SA, uma drastica reducéo de JA e uma maior
suscetibilidade ao necrotrofico S. sclerotiorum em comparacdo com as plantas
nao transgénicas. Adicionalmente, El Oirdi et al. (2011) demonstraram que B.
cinerea pode explorar o antagonismo hormonal entre SA e JA como estratégia
de patogénese. Diante do exposto, € provavel que as plantas nao infiltradas com
vetores virais ativem a via do JA com maior eficiéncia do que as plantas que
receberam o inoculo pTRV1+pTRV2b-GFP, tornando as flores dessas ultimas

plantas mais suscetiveis a B. cinerea. Essa maior suscetibilidade das flores foi
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verificada principalmente na cultivar Picobella White, tendo em vista que a
medida de biomassa de B. cinerea foi cerca de 7 vezes maior nas flores das
plantas que receberam o in6culo pTRV1+pTRV2b-GFP em comparacao com as
flores das plantas néo infiltradas com vetores virais (24 hpi). As flores das plantas
de Picobella Rose que receberam o inoculo pTRV1+pTRV2b-GFP também
apresentaram maior suscetibilidade a B. cinerea, porém a medida de biomassa
de B. cinerea foi somente cerca de 2 vezes maior nessas flores em comparacéo
com as flores das plantas néo infiltradas com vetores virais (24 hpi). Logo, parece
que a repressado da via JA, que possivelmente resulta da infiltracdo das plantas
com vetores virais, afeta as respostas de defesa de Picobella White em um maior
nivel do que afeta as respostas de defesa de Picobella Rose.

Anadlises in vitro demonstraram que PhDEF1 e PhDEF2 inibem o
crescimento de B. cinerea e, de maneira ainda mais eficaz, inibem o crescimento
de F. oxysporum (Lay et al., 2003). A ac&do antimicrobiana de defensinas de
plantas contra uma ampla gama de patdgenos pode envolver a desestabilizacao
de membranas e a inibicdo de proteinas dos patégenos. Apesar das defensinas
comumente possuirem fungcdes bem caracterizadas in vitro, a sua interacdo com
alvos do patdégeno e com componentes celulares das plantas € pouco conhecida.
As defensinas de petinia possuem um dominio pré-peptideo C-terminal
(dominio CTPP), o qual tem a funcao de enderecar as defensinas para o vacuolo
e, simultaneamente, impedir os efeitos toxicos das defensinas no citoplasma
durante esse enderecamento. Uma vez no vacuolo, o dominio CTPP é clivado
por proteases vacuolares especificas, dando origem as formas ativas das
defensinas. Em plantas de banana, a superexpressédo de PhDEF1 ou PhDEF2

sem o dominio CTPP revelou o efeito letal dessas defensinas modificadas, as
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quais se acumularam no citoplasma. Os brotos de banana transformados que
foram recuperados apresentaram desenvolvimento bastante reduzido e néo
foram capazes de produzir sistema radicular. Esses resultados demonstraram
que, além da acéo antimicrobiana e do efeito fitotoxico, as defensinas também
parecem atuar como moléculas sinalizadoras (Ghag et al., 2013). Outro exemplo
de defensina que parece atuar como um sinalizador de processos celulares é
uma quitinase da solanidcea Capsicum annuum (pimentdo). Essa quitinase
pertence a classe IV (CaChitlV) e, diferentemente das quitinases da classe I, é
secretada para o apoplasto. A defensina CaChitlV parece atuar como um
sinalizador da morte celular mediante a interacdo com o receptor CaPIK1
(receptor-like cytoplasmic protein kinase). Essa interacdo demonstrou ter um
importante papel na resisténcia de pimentdo a bactéria biotrofica Xanthomonas
campestres pv. vesicatoria avirulenta, bem como na defesa a uma linhagem
virulenta dessa bactéria. Portanto, € provavel que CaChitlV atue como um
regulador positivo tanto da resposta de hipersensibilidade quanto da defesa
basal, ambas mediadas por CaPIK1 (Kim et al., 2015). Sendo assim, o exemplo
dessa quitinase torna evidente que a funcdo de molécula sinalizadora de
algumas defensinas pode ter maior importancia do que a acao direta das
defensinas como compostos antimicrobianos, tendo em vista que a acéo direta
enzimatica de CaChitlV ndo teria qualquer efeito contra bactérias, as quais nédo
possuem quitina na composicao da parede celular. Assim como CaChitlV, porém
diferentemente de PhDEF1 e PhDEF2, a maioria das defensinas s&o
enderecadas para 0 espaco extracelular, atuando sobre as estruturas dos
patogenos que se desenvolvem intercelularmente nos tecidos das plantas (Stotz

et al., 2009). Enquanto que as defensinas acumuladas nos vacuolos sO serdo
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expostas aos patdgenos mediante a ruptura do tonoplasto, sendo que essa
ruptura € verificada em células lesionadas por patogenos (Laluk & Mengiste,
2010; van Loon et al., 2006). Em face do exposto, € provavel que as defensinas
vacuolares de petunia sejam liberadas como uma consequéncia da colonizacéo
intracelular. Uma vez liberadas do vacuolo, essas defensinas poderao exercer a
acao antimicrobiana e/ou atuar como moléculas sinalizadoras.

O fungo B. cinerea coloniza os tecidos das plantas via intercelular (inicio
da infeccéo) e intracelular (Asselbergh et al., 2007; Caires et al., 2014), sendo
capaz de penetrar tecidos intactos devido a sintese de diversas enzimas que
atuam na degradacédo da parede celular e na lise celular (Amselem et al., 2011;
van Kan, 2006; Choquer et al., 2007; B. Li et al., 2012). Diante do exposto, é
provavel que nas células danificadas por B. cinerea ocorra a liberagdo das
defensinas do interior do vacuolo para o citoplasma, podendo também serem
liberadas para o meio extracelular mediante o colapso dessas células. Apesar
da acéo antimicrobiana que essas defensinas possam exercer sobre B. cinera
durante a interacdo com petunia, é possivel que o efeito fitotoxico de PhDEF1 e
PhDEF2 beneficie a colonizacdo dos tecidos por esse patégeno necrotroéfico. Por
essa razdo, as flores de petunia contendo PhDEF1 ou PhDEF2 silenciado
apresentariam menor nivel de colonizacdo por B. cinerea em comparacdo com
as flores expressando as duas defensinas. Entretanto, o estudo de Ghag et al.
(2012) demonstrou que plantas de banana transformadas com uma construcao
de superexpressao de PhDEF1 ou com uma construgcéo de superexpressao de
PhDEF2 apresentaram maior nivel de resisténcia ao necrotréfico Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc) em comparagdo com as plantas néo

transformadas. Uma possivel explicacdo para esses resultados contrastantes
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reside nas diferengas entre as estratégias de patogénese de B. cinerea e Foc.
Fungos que colonizam o xilema das plantas, como Foc, invadem o hospedeiro a
partir das raizes e apresentam crescimento predominantemente intercelular.
Esses patdgenos se nutrem principalmente do contetudo do xilema, uma vez que
possuem um eficiente sistema de aquisicdo dos escassos nutrientes disponiveis
nesse meio. Contudo, esses patdégenos também podem induzir a liberacao de
nutrientes por células do hospedeiro e produzir enzimas degradadoras de parede
celular, podendo colonizar o interior de algumas células proximas aos vasos do
xilema, como as células do parénquima (Yadeta & Thomma, 2013). As plantas
de banana transgénicas desenvolvidas por Ghag et al. (2012), as quais
apresentaram elevados niveis de expressdo de PhDEF1 ou PhDEF2, foram
desafiadas com Foc da raca 1 (Focl). Outra raca mais virulenta, a raca 4, €
capaz de infectar quase todas as variedades de banana, diferentemente da raca
1 que é restrita a um determinado grupo de variedades (Y. Sun et al., 2014). Por
meio de uma andlise de genoma e transcriptoma, Guo et al. (2014) verificaram
que, durante a interacdo com o hospedeiro, um numero maior de genes de
viruléncia é regulado positivamente na raca 4 em comparacdo com a raca 1.
Logo, pode ser especulado que Focl cause danos celulares ao seu hospedeiro
em uma magnitude muito inferior ao que se verifica em flores de petlnia
desafiadas com B. cinerea. Desse modo, nas plantas transgénicas de banana, é
provavel que PhDEF1 ou PhDEF2 sejam liberadas do interior dos vacuolos
apenas nas poucas células danificadas por Focl, fazendo com que a acao
antimicrobiana dessas defensinas supere o beneficio que esse necrotroéfico
poderia obter por meio da acgéao fitotoxica das mesmas. Por outro lado, em flores

de petinia desafiadas com B. cinerea, onde o patbgeno se nutre,
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predominantemente, a partir de células degradadas e lisadas, € provavel que a
liberacdo das defensinas vacuolares ocorra em maior nivel em comparag¢do com
a outra interacdo recém mencionada. Outra evidéncia que deve ser considerada
ao comparar os resultados obtidos na presente etapa com os resultados obtidos
na interacao banana-Focl € o maior potencial de acdo das defensinas de petlnia
sobre F. oxysporum em comparagdo com B. cinerea. Lay et al. (2003)
demonstraram que, na concentragdo de 10 yg mi?, PhDEF1 inibiu em 70% o
crescimento de B. cinerea, ja o crescimento de F. oxysporum foi completamente
inibido. Nessa mesma concentracdo, PhDEF2 inibiu em 41% o crescimento de
B. cinerea e em 86% o crescimento de F. oxysporum. Além disso, € possivel que
a sintese simultanea de PhDEF1 e PhDEF2 apresente maior potencial fitotoxico
em comparacdo com a sintese de apenas uma das defensinas.
Consequentemente, as pétalas contendo o gene PhDEF1 ou PhDEF2 silenciado
apresentam menor nivel de colonizacao por B. cinerea. As plantas transgénicas
de banana foram obtidas para a superexpresséao isolada de PhDEF1 ou PhDEF2,
enquanto que as flores de petlunia expressam simultaneamente as duas
defensinas. Sendo assim, é possivel que ao silenciar uma das defensinas em
petunia, seja obtida uma condicdo que se compare ao que foi verificado na
interacdo entre as plantas transgénicas de banana e F. oxysporum, onde o
potencial fitotéxico de PhDEF1 ou PhDEF2 nao foi suficiente para beneficiar o
patdégeno.

No item 4.3, foi verificado que, nas flores de Picobella Rose inoculadas
com B. cinerea, o nivel de expressdo de PhDEF1 aumentou em comparacao
com as flores inoculadas com agua, porém a expressdo desse mesmo gene

reduziu em flores de Picobella White inoculadas com B. cinerea em comparacéo
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com as flores inoculadas com agua. Além disso, foi verificado que os niveis de
expresséo de PhDEF2 s&o induzidos tanto nas flores de Picobella Rose quanto
nas flores de Picobella White inoculadas com B. cinerea em comparagao com as
flores inoculadas com agua, porém nas flores de Picobella Rose esse aumento
foi duas vezes maior do que em flores de Picobella White. Logo, diante dessa
analise de expressao e dos resultados obtidos no silenciamento, é possivel que
as diferencas observadas entre Picobella Rose e Picobella White quanto ao nivel
de colonizacdo de suas pétalas por B. cinerea, se devam, pelo menos em parte,
ao menor nivel de expressdo de PhDEF1 e PhDEF2 nas pétalas de Picobella
White.

Em face dos resultados obtidos no presente trabalho e conforme sugerido
por Ghag et al. (2013), PhDEF1 e PhDEF2 parecem atuar como moléculas
sinalizadoras de processos celulares. Em flores de petlunia desafiadas com B.
cinerea, é possivel que essas defensinas estejam envolvidas na morte de células
das pétalas devido a acao fitotoxica das mesmas quando situadas fora do
vacuolo ou devido a ativacdo de cascatas de sinalizacdo, porém ainda
desconhecidas. Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, pode ser
sugerido que B. cinerea induz a expressao dos genes codificantes das
defensinas florais como uma estratégia de patogénese. Contudo, conforme vem
sendo sugerido ao longo da presente discussédo, a liberacdo de PhDEF1 e
PhDEF2 do interior dos vacuolos pode sinalizar a invasdo das pétalas por
patogenos. Tripathi & Tuteja (2007) propuseram que sinais de morte celular em
flores, os quais podem ser gerados por estimulos externos e internos, atuam
como desencadeadores e aceleradores da senescéncia. Sendo assim, a morte

de células das pétalas de petlnia, que parece ocorrer tanto devido a colonizacéo
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por B. cinerea quanto devido a liberacdo das defensinas vacuolares, pode
resultar na senescéncia e abscisdo precoce da corola. A principal funcdo da
corola em angiospermas consiste na atracao de polinizadores (Bai et al., 210).
Sendo assim, apesar de as corolas senescentes serem ainda mais suscetiveis
a B. cinerea (O’Neill et al., 2000), a abscisdo dessas corolas pode reduzir as
chances de fecundacéao de flores infectadas, uma vez que essas flores perderiam
o principal atrativo para polinizadores. Por essa razdo, na natureza, o acuamulo
das duas defensinas vacuolares pode ter a funcao de evitar que flores infectadas
por patégenos atuem como receptoras ou doadoras de polen. Entretanto, esse
possivel mecanismo de defesa ndo seria de interesse para o mercado de flores,
no qual a abscisdo da corola impacta negativamente a qualidade do produto (Bai
et al., 2010). Diante disso, futuras investigacdes a respeito da interacao dessas
defensinas com componentes celulares de petunia podem elucidar o papel
dessas proteinas nos processos celulares, contribuindo com estratégias para a
obtencdo de genotipos resistentes que sejam de interesse para o mercado de

flores.



5 CONCLUSOES

Picobella White pode atuar como fonte de resisténcia para a obtencéo de
cultivares resistentes a B. cinerea.

Os genes PhDEF1 e PhDEF2 podem servir como marcadores da
senescéncia induzida por B. cinerea em flores.

A metodologia de VIGS empregada no presente trabalho permite o estudo
dos efeitos do silenciamento nas flores com pouca interferéncia ao longo do
desenvolvimento da planta, uma vez que o silenciamento é induzido somente no
estadio de floracao.

A expressdo simultdnea de PhDEF1 e PhDEF2 em células danificadas
por B. cinerea contribui com a senescéncia e abscisdo precoce da corola,
beneficiando a colonizacdo desse tecido pelo patégeno.

O acumulo de compostos fendlicos autofluorescentes na parede de
células da epiderme de pétalas representa um possivel mecanismo de

resisténcia de petinia a B. cinerea.
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7 APENDICES

APENDICE 1. Comparac6es (blastn) entre sequéncias do banco de dados do
NCBI e os resultados do sequenciamento das regides ITS1 (A)
e ITS2 (B) do rDNA e da regido NEP2 (C) do DNA do isolado
obtido a partir de flores de petinia com sintomas de mofo
cinzento. Essas comparagfes entre sequéncias de DNA
confirmaram a espécie do isolado como B. cinerea.

ﬁ —ITS1 \
Botrytis cinerea strain ATCC 90480

18S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gb|KP780449.1| Length: 520 Number of Matches: 1

Range 1: 52 to 225 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
322 bits(174) le-84 174/174(100%) 0/174(0%) Plus/Plus

Query 1 TAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTT 68

) COCCLEECLEELeEE e e et e e e e eeeerend
Sbjct 52  TAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTCGGGCCTT 111

Query 61 GTATGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAAT 120

[LLRCLTLLLELL [\IIIII\IIII\\II\I\\II\I\\\I\III\\I]III!\][\
Sbjct 112 GTATGCTCGCCAGAGAATACCAMAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAAT 171

Query 121 AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 174
) \\I[II\\I[\I\\]l\lllll\llll\\II\I\\II\I[\\I\lII\\IlIII
\ Sbjct 172 AGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 225 _—”///

Botryotinia fuckeliana 18S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence |ID: gb|KP256186.1| Length: 511 Number of Matches: 1

Range 1: 227 to 511 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
527 bits(285) 4e-146 285/285(100%) 0/285(0%) Plus/Plus
Query 3 ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA CG”-\C TTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCAT 62

) [LCLCLEEEEREteeeeter e b e e e et eee e e et eeereennetnl
Sbjct 227 ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCAT 286

Query 63  GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAA 122

) CLLLLLLECEEEEREE et et ee e e e e e e eiierrl
Sbjct 287 GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTAGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAA 346

e T T T
| | |
Sbjct 347 TGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAATATCTCTCGT 406

Query 183 TACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCA 242

) PECLULLLCEEEEERECE R e R et e e eee et b e e e e i et erl
Sbjct 407 TACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCA 466

Query 243 GGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA 287

EULLULULLEEEEEERER L e e e e i Ll
467 GGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA 511

Sbjct
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C - NEP2

Botrytis cinerea strain JZB350027
necrosis- and ethylene-inducing protein 2 precursor
(nep2) gene, partial cds
Sequence ID: gb|KT070555.1| Length: 816 Number of
Matches: 1
Range 1: 106 to 786 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
1258 bits(681) 0.0 681/681(100%) 0/681(0%) Plus/Minus
Query 1  CAGCACCGAAATCGGTGTTCTCAAGAGCAGTTTGAGCAGCAGTTGGTAAA e
: [CCCELEEECEEEETEECEE L LR ETETTH 1T
Sbjct 786 CAGCACCGAAATCGGTGTTCTCAAGAGCAGTTTGAGCAGCAGTTGGTAA 727
Query 61 C-'-.-'-’«li-l‘T‘-«GG"(ISIT"CCHCC ACTAGTAAGACCCAT TGATC! GGGCC 120
| | ‘
Sbjct 726 CAATCATAGGTTGTTTTCC 667
Query 121 éE.é'T?TT“CG'T(l'.TGF-' 18e
|
bjct 66 ACTTTCGTACTTGA 607
Query 181 -'l.-%ﬁ????iC'iT?W"G&ECGG—\ AAGA E"?WJ’T‘GECLG}”{?'SGCT? 242
‘
Sbjct 606 AATCCCAGCCTCCGTG GTTGTCGGCA GTGGCGG 547
Query 41 'C-‘-:TIT?CC;.;}Tl‘STE-'-CGT‘er-‘«CC-'- 3ee
| | J
sbjct 546 ACACCTTCCCAATCGTGACGRTGACCA 487
Query 3@ AAGATTTTGTTAGGT TGGATCTATAAGGAGAAGTT 368
I mn
sbjct 486 AAGATTTTGTTAGGT TGGATCTATAAGGAGAAGT -
Query 361 GT-\C-‘-.'E;TGGCE'-'-GTTTG-'"CCGCTT’E':CTCC'C;AA 420
CCLCLCPLLLELUETEETLLE LTI |
sbjct 426 TGATGGCGTAGTTTGATCCGCTTTGTCCTCCTCGAA 367
Query 421 ACTTG: TTGCTACTGCCAGTTGGTGACARAC 480
LT [LCLLIETTLITET
bjct 366 CATATACTTG CCATTGCTACTGCCAGTTGGTGACARAC 307
y ﬂﬂc:-;.;@sa;.b: GGTT 540
CGTGTG GGAC 247
i i
| ‘
AATGGTA CTTT 187
CCTACGGTCCCACTGGGAACAGTTTCGGC 660
CELCEEECETUTT LTI
AACTGTTCCTACGGTCCCACTGGGAACAGTTTCGGC 127

APENDICE 2. Resultado do sequenciamento do produto de PCR do vetor
pTRV2b-PhDEF1 com os oligonucleotideos iniciadores TRV F/
R. Em destaque esta a sequéncia de nucleotideos do PhDEF1 e
as regides grifadas em cinza indicam os sitios das enzimas Hpal
e EcoRlI.

TGACCTACTGGTTACTGTATCACTTACCCGAGTTAACTCCATCTGTTTCTTCGCAG
TTGCTATACTAGCATTGATGTTCTTTGCTGCCTATGACGCAGAAGCGGCAACTTG
CAAGGCTGAATGCCCAACATGGGATTCCGTCCGTATCAATAAAAAACCATGTGT
AGCGTGTTGCAAAAAGGCAAAGTTCTCTGATGGGCACTGCAGCAAAATACTCAG
AAGATGCCTGTGCACTAAGGAGTGTGTATTCGAAAAAACTGAGGCAACTCAAAC
AGAAACTTTCACTAAGGATGTAAACACTTTGGCTGAAGCTTTGCTTGGGCAGAA
TTCTCTAGAAGGCCTCCATGGGGATCCGGTACCGAGCTCACGC
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APENDICE 3. Resultado do sequenciamento do produto de PCR do vetor
pTRV2b-PhDEF2 com os oligonucleotideos iniciadores TRV F/
R. Em destaque esté a sequéncia de nucleotideos do PhDEF2 e
as regides grifadas em cinza indicam os sitios das enzimas Hpal
e EcoRI.

TGACCTACTGGTTACTGTATCACTTACCCGAGTTAACATAAAGGCCCATGTGTAA
AATGTTGCAAAGCACAACCAGAAAAATTCACCGACGGGCACTGCAGTAAAATA
CTCCGAAGATGCCTATGCACTAAGCCGTGTGCAACTGAAGAGGCAACTGCAACT
TTGGCTAACGAGGTAAAGACTATGGCGAATTCTCTAGAAGGCCTCCATGGGGAT
CCGGTACCGAGCTCACGC



