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RESUMO

Alves, Elda Bueno, Universidade Federal de Goias, Goiania — Goias, Maio de 2009.

Caracterizacdo de proteases secretadas por Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum € um fitopatogeno que infecta muitas plantas
economicamente importantes. A producdo de acido oxalico, diminuic¢do do pH do meio
e a secrecao de enzimas hidroliticas, como as proteases, sao fatores determinantes para
a infeccdo deste patdgeno. Proteases secretadas pelo fungo S. sclerotiorum degradam
proteinas da parede celular do hospedeiro e proteinas antifingicas secretadas pela
planta durante o processo de invasdo. Este trabalho teve como objetivo caracterizar
molecular e bioquimicamente proteases em S. sclerotiorum, durante o processo de
invasdo em plantas de feijoeiro (Phasheolus vulgaris L.) e em meio de cultura
suplementados com pectina, extrato de parede de feijoeiro e glicose, como fontes de
carbono. A secrecdo destas proteases foi detectada por meio de ensaios enzimaticos
com inibidores especificos e meios tamponados em diferente pH. O nivel de expressédo
dos genes que codificam para a aspartil protease (aspS) e a protease acida (acpl),
respectivamente, foram detectados através da técnica QRT-PCR. Atividade enzimatica
foi verificada em todas as fontes de carbono, mas niveis mais altos foram encontrados
quando foi utilizado pectina como unica fonte de carbono. Ensaios proteoliticos com
diferentes inibidores mostraram que Pepstatin A inibidor especifico para aspartil
proteases, foi o inibidor que teve maior acdo nos meios de cultura analisados,
indicando a secrecdo de provaveis aspartyl proteases. Experimentos de gRT-PCR
mostrou que a expressdo dos genes aspS e acpcl foi aumentados em S. sclerotiorum
tanto em meio de cultura suplementados com pectina ou extrato de parede celular de
feijoeiro, quanto durante a infeccdo em plantulas de feijoeiro. Estes resultados sugerem
que o fungo secreta proteases durante a infec¢do da planta hospedeira. E as diferentes
fontes de carbono avaliadas, similares a componentes da parede celular de plantas
hospedeiras, sdo efetivas para a inducdo da expressdo génica (aspS e acpl) em S.
sclerotiorum. Desta forma, as proteases tém sido consideradas um importante fator de

viruléncia aumentando a eficiéncia do fungo no ataque a plantas.

Palavras chaves: proteinase; Phaseolus vulgaris, Sclerotinia sclerotiorum; mofo

branco; fontes de carbono; expressédo



ABSTRACT

Alves, Elda Bueno, Universidade Federal de Goias, Goiania — Goias, May 2009.

Characterization of proteases secreted by Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum is a fungus that infects many economically important
plants. The production of oxalic acid, decreased the pH of the medium and the
secretion of hydrolytic enzymes such as proteases, are determining factors for the
infection of this pathogen. Proteases secreted by the fungus S. sclerotiorum degrade
the cell wall proteins of the host and antifungal proteins secreted by the plant during
the invasion. This study aimed to characterize molecular and biochemical proteases in
S. sclerotiorum, during the invasion in bean plants (Phasheolus vulgaris L.) and in
culture medium supplemented with pectin, the wall of bean extract and glucose as
carbon sources. The secretion of these proteases was detected by enzymatic assays
with specific inhibitors and buffered media at different pH. The level of expression of
genes encoding for the protease aspartyl (aspS) and acid protease (acpl), respectively,
were detected by qRT-PCR technique. Enzyme activity was detected in all sources of
carbon, but higher levels were found when pectin was used as the sole carbon source.
Tests with different proteolytic inhibitors showed that Pepstatin A specific inhibitor for
aspartyl protease-inhibitor that has been the greatest action in culture media, indicating
the probable secretion of aspartyl proteases. Of qRT-PCR experiments showed that the
expression of genes aspS and acpl was increased in S. sclerotiorum both in culture
medium supplemented with pectin or extract of the cell wall of bean, as during the
infection in bean seedlings. These results suggest that the fungus secret proteases
during the infection of the host plant. And the different carbon sources evaluated,
similar to components of the cell wall of host plants, are effective for the induction of
gene expression (acpl and aspS) in S. sclerotiorum. Thus, the proteases have been
considered an important virulence factor in increasing the efficiency of fungal attack in

plants.

Key words: proteinase, Phaseolus vulgaris, Sclerotinia sclerotiorum, white mold,

carbon sources, the gene expression
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Sclerotinia sclerotiorum

O fungo Scletotinia sclerotiorum pertence a familia Sclerotiniaceae, da ordem
Leotiales, filo Ascomycota, causa a enfermidade conhecida como mofo branco ou
murcha de sclerotinia, e tem preocupado produtores de varias culturas, como o
feijoeiro, o algodoeiro, a soja e o girassol, entre outras. Este fungo possui baixa
especificidade ao hospedeiro, atacando mais de 400 espécies, em geral dicotiledéneas
(Boland & Hall, 1994).

No Brasil, perdas na produgéo de diversas culturas causadas por S. sclerotiorum
vém chamando a atencdo de produtores e pesquisadores, como em lavouras de feijédo e
soja, irrigadas por pivod central em diversas regides do pais (Lobo Junior & de Abreu,
2000; Bueno et al., 2006). Dentre as culturas comerciais afetadas, a do feijoeiro é a que
mais sofre perdas na producédo, sendo o niumero de sementes por planta e seu peso 0s
componentes de rendimento mais afetados trazendo enorme prejuizo ao pais por sua
importancia socio-econdmica (Hall & Nasser, 1996; Napoledo et al., 2005). As
condigbes de clima favordveis para seu desenvolvimento sdo alta umidade e
temperaturas amenas. Nessa situacdo, uma lavoura de feijdo pode sofrer em média
perdas de 30% ou mais, podendo chegar a 100 % em periodos chuvosos e quando
medidas preventivas ndo sdo tomadas.

Os sintomas iniciais sdo lesdes encharcadas nas folhas ou outras partes aéreas da
planta que normalmente entram em contato com as flores infectadas. As lesdes
espalham-se rapidamente para as hastes, ramos e vagens (Fig. 1D,E). Nos tecidos
infectados, aparece uma eflorescéncia que lembra algoddo, constituindo os sinais
caracteristicos da doenca (Fig. 1G). Até o feijoeiro florescer, dificilmente a doenca
torna-se importante; depois que a florada cai, a doenca € disseminada rapidamente
porque a flor é fonte primaria de energia, servindo de alimento para o fungo iniciar a
infeccéo (Oliveira, 2005).
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Fig. 1- Os sintomas causados por Sclerotinia sclerotiorum e estruturas tipicas em
diferentes culturas. (A) Germinacdo carpogénica de esclerécios resultando em apotécios
que pode produzir ascésporos. (B) In vitro GFP-tagged S. sclerotiorum sob microscopia de
fluorescéncia (De Silva et al., 2005). (C) Amostra de esclerdcios de uma colheita de soja. (D)
Apotécios (seta). (E) Mofo branco em caules feijoeiro com esclerocios (seta). (F) Sintomas
tipicos da podriddo branca em feijdo. (G) Caule de algoddo infectado com S. sclerotiorum
mostrando o tecido branqueado e necrosado. (H) O murchimento € um sintoma tipico da
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infeccdo por S. sclerotiorum em girassol (I) Amostra de tecidos vasculares de girassol com
uma grande quantidade de esclerddios (Fonte: Bolton et al., 2006).

Na auséncia de hospedeiro suscetivel, como as culturas citadas, o fungo pode
persistir por um longo periodo no solo, por meio de suas estruturas de resisténcia, de
coloracgdo escura, conhecidas por esclerodios (Fig. 1H). Estes desempenham um papel
importante no ciclo da doenca, porque sdo as principais estruturas de sobrevivéncia
(Willetts & Wong, 1980). Um esclerddio é um agregado de hifas bem compactadas e
mielinizadas, que sobrevivem por longos periodos de tempo no solo, até 0 momento
em gue encontram condic¢des favoraveis de desenvolvimento, sendo a umidade alta e a
temperatura baixa fatores determinantes desta germinacdo, além da presenca de
matéria organica em decomposic¢do. Dois mecanismos diferenciados podem ocorrer
nesta fase de ativacdo dos esclerédios dormentes conhecidas como germinagdo
carpogénica e germinacdo miceliogénica (Fig. 2) (Hegedus & Rimmer, 2005). Na
germinacdo miceliogenica o patogeno produz hifas que podem atacar diretamente
tecidos vegetais (Bardin & Huang, 2001; Le Tourneau, 1979). Os esclerodios que
germinam carpogenicamente produzem apotécios e posteriormente ascOsporos que
infectam partes superiores das plantas hospedeiras. Hifas resultantes de qualquer tipo
de germinacdo sdo hialinas, septadas, ramificadas e multinucleadas com o
aparecimento de micélio branco na planta.

Na germinacdo carpogenica a formacdo de apotécio é estimulada por periodos de
solo umido onde este cresce e libera os ascosporos no ar. Os apotécios sao formados na
superficie do solo e o processo de infeccdo em campo pode iniciar-se através da
dispersdo aérea de ascdsporos (Hegedus & Rimmer, 2005). Estes se instalam em partes
vegetais senescentes como pétalas, folhas, frutos ou caule, geralmente o ataque
diretamente a tecidos sadios ndo ocorre (Lumsden, 1976).

Na germinacdo miceliogenica de esclerddios, resulta a formacdo de micélios que
pode atacar diretamente o tecido vegetal (Le Tourneau, 1979) e ocorrem em algumas
culturas, como girassol e alguns legumes. Os esclerédios que estdo na superficie do
solo podem colonizar a matéria organica morta com infecgdo subsequiente de plantas
vivas adjacentes. Em algumas safras, por exemplo, de girassol, a germinagéo
miceliogenica dos esclerddios pode iniciar o processo da infeccdo na raiz e

posteriormente o apodrecimento do caule (Huang & Dueck, 1980).
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Figura 2 - Esquema do ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum. Demonstracéo das

vias carpogénicas e miceliogénicas de propagacao. (Fonte: www.potatodiseases.org)

O micélio pode penetrar na cuticula da planta hospedeira através da forca mecénica
através dos apressorios (Lumsden, 1976). Os apressorios sdo estruturas multicelulares
formadas pela ramificagdo de uma Unica hifa que penetram através da cuticula da
planta (Hegedus & Rimmer, 2005). Ap0s a penetracdo ocorre a formacdo de uma
vesicula na ponta do apressério formada por varias enzimas de degradacdo. Os
apressorios fornecem uma forte ligacdo entre o fungo e a superficie do hospedeiro
exercendo forga mecénica que auxilia na penetracdo do fungo na planta.

Em S. sclerotiorum, um fator essencial para a infecgdo é a producdo do acido
oxalico (Hegedus & Rimmer, 2005; Bolton et al., 2006; Lugtemberg et al. 2002;
Cessna et al. 2000; Guimaraes et al. 2004; Durman et al. 2005). A sintese do &cido
oxalico é catalisada pela enzima oxalacetato acetil-hidrolase, e a sua atividade

enzimética aumentam de forma proporcional & diminuigdo de pH do meio. Sua catalise
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¢ mediada pela acdo da enzima oxalato descarboxilase, presente em altas
concentragOes intracelulares neste fungo (Rollins & Dickman, 2001). O pH neutro ou
ligeiramente alcalino do tecido do hospedeiro estimula a sintese de acido oxalico,
resultando em uma acidificagdo do meio extracelular que tem sido mostrada como um
sinal chave na diferenciacdo entre o crescimento saprofitico e o crescimento
necrotréfico (Rollins & Dickman, 1998).

O maior efeito do acido oxalico é a regulacdo transcricional de genes necessarios
para o desenvolvimento da patogenicadade e do ciclo de vida de S. sclerotiorum, por
exemplo, fator de transcricdo conhecido como PacC. Rollins & Dickman (2001)
baseado na sequiéncia homologa de Apergillus nidulans, identificaram em S.
sclerotiorum uma sequencia pacC homologa, denominada de pacl, Em 2003, Rollins
et al demonstraram que a perda da funcdo da PAC1 em mutantes de S. sclerotiorum
acarretava a ma formacdo de esclerddios, diminui¢cdo da producdo de acido oxalico e
consequentemente o decréscimo da viruléncia. E posteriormente Kim et al., (2007)
verificaram que em S. sclerotiorum, o gene pacl € regulada pelo pH do ambiente.

Mecanismos de ativacdo génica, disparados pelo pH do meio, foram descritos
também em Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, e
Yarrowia lipolytica (Diez et al. 2002; Pefialva et al. 2002; EI Barkani et al. 2000;
Lambert et al. 1997), indicando sua importancia na viruléncia destes patdégenos.

A secrecdo de oxalato pode aumentar a viruléncia de S. sclerotiorum por trés modos
de acdo (revisto em Bolton et al., 2006). Primeira: varias enzimas secretadas por estes
fungos durante a invasdo de tecidos vegetais como, por exemplo, poligalacturonase e
proteases acidas, tém maxima atividade em baixo pH, e também inibe a acdo de
eventuais enzimas inibidoras de poligalacturonases liberadas pela planta na tentativa
de combater o ataque do fungo (Favaron et al., 2004). Segundo: o acido oxalico
secretado alem de ser diretamente toxico a planta, funciona como quelante de ions
célcio desestabilizando o sistema bioquimico funcional do hospedeiro e sequestrando
calcio da parede celular (Guimardes e Stotz 2004). E terceiro: suprime o estresse
oxidativo gerado pela planta, pela neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio
(Rollins, et al. 2001).

Godoy et al (1990) demonstraram que Individuos mutantes que ndo produzem
acido oxalico perderam sua patogenicidade. Similar resultado foi obtido usando
Arabidopsis thaliana como hospedeiro (Dickman & Mitra, 1992). Guimardes e Stotz

(2004) demonstraram que o acido oxalico produzido durante a infeccdo por S.
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sclerotiorum esta envolvido na regularizacdo das células guardas, induzindo a abertura
dos estbmatos e inibindo a agdo do A&cido abscissico, cuja funcdo é induzir o
fechamento dos estdbmatos, causando uma desidratagdo foliar. Outro ponto é o fato de
que, ambientes mais acidos elevam os niveis de expressdo de genes ligados as enzimas
que degradam a parede celular do hospedeiro (Caddick et al., 1986; Tilburn et al.,
1995).

1.2. Enzimas hidroliticas e o processo de patogénese.

As células vegetais possuem em sua composicdo uma complexa rede de
microfibrilas de celulose, moléculas de hemicelulose, pectina e uma gama de proteinas
cuja maioria € glicosiladas, que desempenham funcgdes estruturais, de reconhecimento e
cataliticos. Pectina é um carboidrato, formado por polimeros de cido poligalacturénico,
que, juntamente com os polissacarideos que compdem a hemicelulose e celulose, sdo
responsaveis pela rigidez da parede celular formando uma verdadeira barreira fisica
(Vries et al. 2001). Estes componentes funcionam como verdadeiros elicitores ao entrar
em contato com estruturas infectantes de Sclerotinia sclerotiorum, principalmente os
monomeros de pectina, que, sofrendo despolimerizacdo, proporcionam uma rica fonte
de carbono para o desenvolvimento do fungo (Fraissinet-Tachet et al. 1995). E durante
a interacdo da planta com o patégeno S. sclerotiorum ocorre a secrecdo de enzimas
extracelulares que degradam estes componentes da parede celular.

As enzimas que degradam a parede celular da planta, ndo s6 contribuem para
assimilacdo de nutrientes, mas também facilitam a penetracdo, colonizagcdo e
maceracao do tecido do hospedeiro (Poussereau et al., 2001 a,b). Dentre estas enzimas
estdo as: pectinases, beta-1,3-glucanases, glicosidades, celulases, xilanase, cutinases e
proteases que atuam no processo de infeccdo do hospedeiro. Muitas dessas séo
isoenzimas que diferem pelo seu ponto isoelétrico, peso molecular, processamento e
regulacdo transcricional (Keon et al., 1987, Poussereau et al., 2001b). Em cultura, a
expressao dos genes que codificam estas enzimas pelo fungo S. sclerotiorum é
regulada por diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Tal mecanismo permite o fungo
metabolizar outras fontes de carbono adaptando a outras disponibilidades de glicose.
Além disso, o pH do ambiente pode regular os niveis de transcritos de enzimas que
degradam a parede celular do hospedeiro (Cotton et al., 2002; Rollins & Dickman,
2001).
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E sabendo que 10% da parede celular sdo constituindo de proteinas, enzimas
proteoliticas representa um importante papel na patogenese (Carpita & Gibeaut, 1993).
Em S. sclerotinia e Botrytis cinérea a atividade de enzimas proteoliticas parece estar
correlacionada ao desenvolvimento dos sintomas (Urbanek, et al,1985; Poussereau, et
al., 2001 a; Have et al., 2004) sendo estas enzimas consideradas importantes fatores de

viruléncia ( Staples & Mayer, 1995).

1.3. Enzimas proteoliticas / Proteases

As proteases sdo enzimas proteoliticas, encontradas em todas as células e tecidos,
onde degradam proteinas que se tornaram desnecessarias ou danificadas, além de
ajudarem na digestdo dos alimentos protéicos (Lehninger, 1995). A ligacdo covalente
mais importante que une o0s aminoacidos para formar peptideos e proteinas é
denominada ligacdo peptica. As ligacdes peptidicas podem ser hidrolisadas por
determinadas enzimas chamadas proteases, proteinases ou enzimas proteoliticas,
encontradas em todas as células e tecidos, onde degradam proteinas que se tornaram
dispensaveis ou lesadas. As proteases pertencem ao grupo das hidrolases as quais tém
em comum o envolvimento da dgua na formacdo do produto. E catalisam a reacdo de
hidrolise das ligacGes peptidicas das proteinas, ocorrendo a transferéncia de
componentes do substrato para a d&gua (Whitaker, 1994). Em varios microrganismos,
como bactérias, protozoarios e fungos sdo encontrados proteases. Elas podem ser
extracelulares e intracelulares, ligadas ou ndo a membrana (Neurath, 1989).

De acordo com o comité de nomenclatura da Unido Internacional de bioquimica e
Biologia Molecular (IUB, 1992), as proteases sdo classificadas em dois grupos
principais, que sdo as exopeptidases ou carboxipeptidases e endopeptidases ou
proteinases, dependendo do sitio de acdo dessas enzimas na proteina (Bertenshaw &
Bond, 2000). As exopeptidases iniciam o processo de degradacdo a partir das
extremidades amino (N) ou carboxi-terminal (C) das proteinas, produzindo pequenos
peptideos ou mesmo aminoacidos. As endopeptidases clivam a proteina alvo na sua
parte interna, longe das extremidades amino e carboxi-terminal, gerando dessa forma,
peptideos maiores.

As proteases sdo divididas em quatro subgrupos baseados no seu mecanismo
catalitico em: (1) serina proteases, (2) aspartico proteases, (3) cisteina protease e (4)

metolo protease (Rawlings & Barrett, 1993).
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Serina protease tem como caracteristica a presenca de um grupo serina no seu sitio
ativo. E abundante e distribuido entre virus, bactérias e eucariotes, o que é indicativo
de que ela seja vital aos organismos. De acordo com as suas semelhancas estruturais,
as serinas proteases se agrupam em 20 familias que foram posteriormente subdivididas
(Barett, 1994). Outra interessante caracteristica da serina protease é a conservacao de
residuos de glicina préximo ao sitio catalitico contendo a serina, formando o motivo
Gly-Xaa-Ser-Yaa-Gly (Brenner, 1988). Serinas proteases alcalinas que s&o ativas em
pH altamente alcalino representam o maior subgrupo de serinas proteases. Sao
produzidas por varias bactérias, leveduras e fungos. Elas hidrolisam uma ligacéo
peptidica que tem tirosina, fenilalanina ou leucina na regido carboxila. A subtilisina
originada de Bacillus representa a segunda maior familia de serinas proteases. Foram
identificados dois tipos diferentes de protease bacteriana Nagase (BPN’). Ambas as
enzimas apresentam uma larga especificidade de substrato e tem uma triade no sitio
catalitico composto de Ser221, His64 e Asp32. A conformacdo do sitio catalitico da
subtilisina € semelhante & tripsina e quimiotripsina apesar da sua diferenca global nos
arranjos moleculares.

A aspartico protease, conhecido como protease &cida, € uma endopeptidase que
depende de um residuo de acido aspartico para a sua atividade catalitica. Proteases
acidas se agrupam em trés familias, (A1) pepsinas, (A2) retopepsinas e (A3) enzimas
de paratroviroses (Barett, 1995), e foram colocadas na familia AA. Os componentes da
familia sdo conhecidos como Al e A2. O residuo de &cido aspartico do sitio catalitico
da protease situa-se dentro do motivo Asp-Xaa-Gly, onde Xaa pode ser uma Ser ou
Thr (Sielecki et al., 1991).

As cisteinas proteases sd0 encontradas em procariotos e eucariotos.
Aproximadamente 20 familias de cisteinas proteases foram reconhecidas. Sua
atividade depende de uma diade catalitica que consiste em uma cisteina e uma
histidina. A ordem dos residuos Cys ou His (Cys-His ou His-Cys) difere entre as
familias. Geralmente séo ativas somente na presenca de agentes redutores tais como
HCN ou cisteina. Segundo Barett (1994), com base na especificidade no sitio de
clivagem na proteina, elas sdo divididas amplamente em quatro grupos: (1) papaina,
(2) tripsina, com preferéncia pelo residuo de arginina, (3) especifico para acido
glutédmico, e (4) outros (caspase, VPE).

As metalo proteases representam os mais diversos tipos cataliticos de proteases, que

incluem enzimas de uma grande variedade de origens como as colagenases de
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organismo superiores, toximas hemorragicas de veneno de cobras e termolisina de
bactérias. Tem como caracteristica a exigéncia de um ion metal divalente para a sua
atividade (Hibbs et al., 1985). Foram reconhecidas aproximadamente 30 familias de
metalo proteases, das quais 17 sdo endopeptidases, 12 exopeptidases, e 1 (M3) contem
ambos. Dependendo da sua especificidade de acdo, as metalo proteases podem ser
divididas em quatro grupos, (1) neutro, (2) alcalino, (3) Mixobacter | e (4) Mixobacter
Il. As proteases neutras mostram especificidade para aminoacidos hidrofobicos,
enguanto as proteases alcalinas possuem uma larga especificidade. Mixobacter | sdo
especificos para residuos de aminoacidos pequenos em qualquer lateral da cadeia
polipeptidica, considerando que Mixobacter Il é especifico para residuo de lisina no
lado amino da cadeia peptidica (Barett, 1995).

As proteases realizam uma grande variedade de complexas funcdes fisioldgicas.
Tem grande importancia no metabolismo e fungdes regulatorias, 0 que torna evidente a
sua ocorréncia em todos os tipos de organismos vivos. Em humanos e animais,
proteases apresentam um papel crucial dentro de muitos processos fisioldgicos e
patoldgicos, como o catabolismo de proteinas, coagulacdo sanguinea, crescimento de
tumores e metastases, ativacdo de zimogénio, liberacdo de hormdnios, e transporte de
proteinas secretoras através das membranas (Godfrey & West, 1996). Em plantas e
microorganismo, das diversas atividades desempenhadas pelas proteases, podemos
destacar a esporulacdo e liberacdo conidial, germinacdo, modificacdo de proteinas,
regulacdo da expressdo génica, morte celular programada e resistencia de plantas
(Tornero et al., 1996; Beers et al., 2004).

1.4. Proteases em fitopagenos

Nos fungos, as proteases facilitam a penetracdo do patdgeno, quebrando as fibras
estruturais da parede celular da planta e também providencia nutrientes para o fungo
durante o processo de invasdo (Poussereau, et al.; 2001 a). Proteases também sédo
consideradas antagonistas de proteinas antifingicas secretadas pela planta como parte
da resposta de defesa (Mohavedi, et al., 1990).

A secrecdo de proteases alcalinas ou neutras como, as metaloproteinases, cisteina
protease, serina protease e proteases acidas como, aspartyl proteases e non-aspartyl
protease &cida tém sido encontradas em tecidos de planta infectadas por varios
fitopatdégeno (Bidochka et al.,1999; Sreedher et al., 1999; De Pietro et al., 2001).

Muitos fungos filamentosos e algumas leveduras secretam aspartyl protease como, por
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exemplo, C. albicans um fungo patégeno comum em humanos, possuem pelo menos
oito genes que codificam para esta enzima (Hube, 1998). E em Gromerella cingulata a
secrecdo da aspartyl protease causa a degradagcdo dos componentes da parede celular
da planta (Clark et al., 1997).

Em Botrytis cineria, aspartyl protease tem sido identificada como um importante
fator de viruléncia durante a infeccdo (Mohavedi & Heale, 1990; Have et al., 2004). E
em S. sclerotiorum durante o processo de infeccdo de varios hospedeiros as aspartyl
protease sdo capazes de causar a morte das células do hospedeiro e esta enzima € um
importante fator de viruléncia (Poussereau et al., 2001 a, b).

Em S. sclerotiorum, dois genes codificam respectivamente uma non-aspartil
protease acida (aspl) e uma aspartyl protease (aspS) tem sido caracterizado.
Poussereau et al., (2001 a, b) e Girard et al, (2004), demonstraram a atuacdo do CAMP
como um provavel intermediario na cascata celular que conduz a producdo da non-
aspartyl protease acida em S. sclerotiorum. A expressdo do gene aspS e a auséncia de
total regulacdo da sua expressédo pode dar a S. sclerotiorum a capacidade de produzir,
no comecgo da infeccdo, uma enzima capaz de atacar proteinas estruturais da parede e

de degradar proteinas da defesa do hospedeiro (Poussereau et al., 2001b).
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2. OBJETIVOS

E conhecido que S. sclerotiorum produz multiplas enzimas hidroliticas que
promovem a degradacdo da parede celular da plantas, conhecidas como fatores de
patogenicidade. Porém pouco foi estabelecido de como e quais destas enzimas séo
importantes na patogénese ou qual o papel especifico durante o processo de infeccao
em diferentes culturas.

Neste sentido, este trabalho tem como objetivo: A caracterizacdo molecular e
bioquimica de proteases em S. sclerotiorum, durante o processo de invasdo em plantas
de feijoerio (Phasheolus vulgaris L.) e em meio de cultura utilizado diferentes fontes

de carbono.

2.1. Objetivos especificos/metas:
1 - Determinar a producdo de proteases durante o processo de interacdo de S.
sclerotiorum com plantas de feijoeiro (interagdo parasitaria), bem como durante o

crescimento em diferentes fontes de carbono (interacao saprofitica).

2 - Analisar comparativamente, por meio da técnica de qRT-PCR, a expresséo do gene
aspS e aspl que codifica para a aspartyl protease e protease acida, respectivamente,

em S. sclerotiorum, durante a interacdo parasitaria e saprofitica deste fungo.
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3. MATERIAIS E METODOS

O isolado de Sclerotinia sclerotiorum utilizado foi o SPS, caracterizado no
Laboratorio de Fitopatologia da Universidade de Brasilia. A cultura foi preparada em
placas de Petri com meio BDA, (Batata-dextrose-agar: 250g; 20g; 15¢g; agua destilada
1000 mL; pH 5.8) mantidas em estufa BOD a 20° C. O micélio foi estocado em 25%
de glicerol a -80° C.

3.1. Estabelecimento do processo de infeccéo:

O isolado de S. sclerotiorum previamente caracterizado, crescido em meio
BDA, foi utilizado para o inoculo de plantulas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L), 15
dias ap6s a emergéncia, segundo o método descrito por Hunter et al. (1981). Trés
vasos por tratamento foram utilizados para cada hospedeiro (5 plantas por vaso). As
plantas foram inoculadas pelo método do palito de dente e mantidas sob condicdes
controladas de temperatura e fotoperiodo. Palitos de dentes de madeira foram
cortados a aproximadamente 1 cm da extremidade, autoclavados a 121°C por 30
minutos. Esclerddios do isolado foram incubados concomitantemente com os palitos,
por 5 dias em BOD a 20 °C. Desta forma, o micélio do fungo cresceu ao redor dos
palitos, sendo entdo estes espetados nos caules das plantas.

Durante o periodo de 10 dias, descrito para o estabelecimento da infeccéo
(MIKLAS & GRAFTON, 1992), o micélio da regido infectada (tecido da planta
infectado) foi retirado para extracdo de RNA e proteina total, seguindo 0s seguintes

tempos: controle, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 240 horas.

3.2. Crescimento em meio com diferentes fontes de carbono

3.2.1. Cultura Primaria in vitro:

O micélio do isolado SPS de Sclerotinia sclerotiorum mantido no Laboratorio
de Biologia Molecular de Fungos Filamentosos da Universidade Federal de Goias —
Instituto de Ciéncias Bioldgicas 11, foi inoculado na forma de um plug de 5 mm de
didmetro, por placa de Petri contendo meio BDA, em um total de oito (08) placas,

permanecendo para crescimento por cinco (05) dias em estufa BOD a 20° C.
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3.2.2- Cultura Secundaria in vitro:

Ap0s a etapa inicial de obtencdo de uma amostra “jovem”, foram retirados
plugs de cinco (05) mm de didmetro contendo micélio da cultura primaria. A cada
Erlenmeyer utilizado nesta fase, foram transferidos quatro (04) plugs da cultura
primaria visando a obtencdo de uma massa micelial mais significativa para
prosseguimento da andlise. Preparou-se um total de dois mil quinhentos (2500) mL
de Meio Minimo (MM), [Nitrato de Amodnia: 5g; Fosfato de Potéssio: 2,5g; Sulfato
de Magnésio: 0,25g; Extrato de Levedura: 1,25g; Acido Malico: 7,5g; Hidroxido de
Sodio: 2,59 e Agua Destilada g.s.p.] suplementado com glicose a 2%, sendo
empregado nesta etapa setecentos e cinquenta (750) mL, distribuidos em trinta (30)
erlenmeyers contendo vinte e cinco (25) mL de MM cada um. Este material foi
autoclavado e, em seguida, o meio foi inoculado com micélio de Sclerotinia
sclerotiorum da cultura primaria, sendo adicionado 100 pg/ml de Ampicilina em
cada Erlenmeyer, com o objetivo de prevenir uma possivel contaminagdo bacteriana.
Estes frascos foram entdo vedados com tampdes de gaze-algodao hidréfobo e papel
craft, colocados no shaker a 20° C e cento e vinte (120) r.p.m. por dois (02) dias para

crescimento.

3.2.3- Cultura Terciéria in vitro — Etapa de Inducao:

O inoculo obtido foi utilizado para a fase de indugdo, visando analisar as
diferentes respostas do fungo frente aos tratamentos. O MM foi distribuido em
Erlenmeyers, contendo cada um cinquienta (50) mL. ApGs esta divisdo, cada frasco
recebeu a respectiva suplementacdo e tratamento, sendo glicose 2%, pectina 1% e
extrato de parede de feijoeiro 2%. Todos os Erlenmeyers desta fase foram colocados
no shaker a 20° C e cento e vinte (120) r.p.m., permanecendo neste equipamento por
um periodo de até noventa e seis (96) horas.

Apos a colocacdo dos frascos da etapa de cultura terciaria no shaker, foram
estabelecidos os pontos de retirada dos mesmos, sendo: pontos de doze (12), vinte e
quatro (24), quarenta e oito (48), setenta e duas (72) e noventa e seis (96) horas de
interacdo para cada tratamento processado. A cada ponto, seguia-se a separagdo da
massa micelial e do meio liquido de cultura. Os frascos eram retirados do shaker, e
submetidos a filtracdo em um kitassato e funil de Buchener acoplado a uma bomba-

a-vacuo.
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O meio liquido de cultura de cada tratamento foi retirado do kitassato e
dividido em tubos graduados falcon do tipo conico e em uma pequena aliquota de 1,5
mL em tubos de microcentrifuga, rotulados com data-ponto-tratamento, submergidos
em nitrogénio liquido e acondicionados no freezer a -20° C. Os micélios de cada
tratamento foram retidos em papéis de filtro autoclavados colocados sobre o funil,
lavados com &gua destilada autoclavada, vedados em papel aluminio, rotulados com
data-ponto-tratamento e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Nesta
etapa, a cada retirada de ponto, foi aferido o pH do meio de cultura de cada

Erlenmeyer retirado do shaker para separacao das fases.

3.2.4- Analise do meio liquido de cultura:

As aliquotas em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml do meio liquido de
cultura estocadas no freezer foram submetidas a duas analises, sendo:

Determinacdo de proteinas totais:

Os ensaios para verificacdo da concentracdo de proteinas totais seguiram a
metodologia de Bradford (Bradford, 1976), que tem como principio a formacao de
um complexo corado, detectavel por espectrofotometria, pela ligacdo entre o corante
Azul de Coomassie brilhante e as proteinas presentes na amostra analisada.. Os testes
foram feitos em triplicata, utilizando trinta e trés (33) puL das amostras do meio
liquido de cultura aliquotadas, sessenta e sete (67) uL de dgua destilada para um (01)
mL do reagente de Bradford, homogeneizados em tubos de ensaio e deixados em
repouso a temperatura ambiente por cinco (05) minutos. Ao término deste tempo, 0s
ensaios foram levados a leitura espectrofotométrica em um comprimento de onde de
595 nm para anotacao das absorbancias, multiplicando-se os valores pelo fator t03,
devido a proporgdo necessaria para a reacdo ser de 1:3. O branco da reagdo foi
preparado com 1 mL do reagente de Bradford adicionado com 100 pL de agua
destilada. Os valores das absorbancias obtidas foram plotados na curva padrdo de

BSA e anotadas as respectivas concentracdes protéicas.
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Ensaio para determinacdo da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade enzimatica foi utilizada a metodologia citado por
(Macdonald & Odds, 1980). Cada mistura das amostras conteve 0,6 ml 1%BSA em
50mM tampdo citrato de sodio, pH 3.2 - 8.0, e 0,2 ml do sobrenadante de S.
sclerotiorum. A solucdo foi agitada suavemente para evitar a formacdo de espuma, e a
solucéo foi incubada a 37° C por 2 horas. A reacéo foi paralisada pela adi¢do de 0.4 ml
de &cido tricloroacetico (TCA) 10% (w / v) em cada amostras. O branco foi preparado
combinando TCA com a solucdo a ser testada e entdo adicionou o substrato. A seguir
o0s tubos foram incubados no gelo por 10 minutos e depois centrifugados a 13.000 x g
por 10 minutos. Inibidores especificos foram incubados com a enzima por 30 minutos
antes do teste da atividade da protease. A concentracdo final para os inibidores da
protease (Sigma) foram usadas 1M mercaptaethanol Beta (um inibidor da protease
cisteina), 0.04M PMSF (um inibidor de protease serina), 0,05 M EDTA (um inibidor
de metaloproteases), e 0.1M pepstatin A (um inibidor da protease aspartil) . A leitura
de absorbancia do sobrenadante foi realizada com via 6ptica de 4mm a 280nm. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima para causar
um aumento de 0,01 U na absorbancia a 280nm sob &s condi¢des das amostras. Todos
0s ensaios da protease foram executados em triplicata e os dados séo apresentados
como média e desvio padrao.

3.2.5- Analise da expressao dos genes de proteases

Extracéo e Isolamento do RNA total:

As amostras micelianas que estavam congeladas em nitrogénio liquido foram
submetidas & extracdo de Acido Ribonucléico (RNA) total pela metodologia do
Trizol (Invitrogen). O micélio de cada tratamento foi triturado em cadinho e pistilo,
adicionando-se nitrogénio liquido para evitar o descongelamento, até ter o aspecto de

po. Em seguida, este material com um peso de 0,5 g foi colocado em um tubo de
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ensaio graduado conico de polietileno homogeneizado com 5 mL do reagente Trizol
e ressuspendidos em vortex por 15 minutos, deixado em repouso por 5 minutos a
temperatura ambiente, permitindo uma eficiente dissociagdo das ribonucleoproteinas
de interesse. Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio por mL de reagente Trizol,
homogeneizados vigorosamente no vortex e deixadas novamente em repouso por 5
minutos & temperatura ambiente. Apds este prazo, foram centrifugadas 9000 r.p.m.
por 15minutos a uma temperatura de 4° C, com o objetivo de separar 0 RNA total de
possiveis interferentes, como membranas celulares, Acido Desoxirribonucléico
(DNA) e polissacarideos. O RNA, posicionado no sobrenadante ap0s esta
centrifugacdo, na chamada fase aquosa ou polar, foi retirado com o auxilio de uma
ponteira RNAse Free e micropipeta, distribuido em tubos de microcentrifuga,
acrescentado-se alcool isopropilico para um volume de 1,5 mL, precipitando o RNA
total. O material permaneceu em repouso por vinte (20) minutos a temperatura
ambiente e em seguida foi centrifugado a doze mil (12000) r.p.m. por 20 minutos a
4° C. O resultado desta segunda centrifugacdo foi a formacdo de um pellet
esbranquigado no fundo do tubo, correspondendo ao RNA total. O sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi ressuspendido e lavado com etanol 75% gelado,
com um volume de 1 ml, homogeneizados em vortex e novamente centrifugado em
12000 r.p.m. a 4°C por 15 minutos. Na temperatura ambiente, o etanol sofreu
evaporacao, permanecendo o pellet imido, que foi ressuspendido em 50 uL de agua
milli-q tratada com DEPC, incubado a 60° C por 10 minutos e congelado no freezer.
As amostras congeladas estavam aliquotadas 3 Eppendorfs para cada tratamento em
todos 0s pontos, sendo necessaria uma etapa de separacdo, que consiste em
ressuspender o RNA total em um unico Eppendorf, sendo levadas ao banho-maria a
uma temperatura de 65° C por 5 minutos e imediatamente colocadas em banho de

gelo, em seguida, centrifugadas a 9000 r.p.m. por 10 minutos. Desta forma, as
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amostras foram separadas entre sobrenadante e material centrifugado (pellet), em
tubos diferentes, e novamente congeladas no freezer, estocados a -20°C. Este
processo foi repetido para cada ponto em todos os tratamentos e cada Eppendorf

utilizado foi rotulado com amostra-data-ponto-tratamento.

Quantificacdo do RNA total por Espectrofotometria — UV:

As amostras congeladas foram diluidas em uma propor¢do de 1/1000, sendo
1998 pL de agua milli-q para dois (02) uL de RNA total, homogeneizados e levados
a leitura das absorbancias (Abs) em espectrofotometria com ultra-violeta (UV) e
cubetas de quartzo, nos comprimentos de onda em 260 nm e de 280 nm, utilizando-
se agua como branco para zerar o equipamento. A quantificacdo foi dada pela

férmula: Abs 260 nm x 1000 x 40 / 1000, e o resultado liberado em pg/uL.

Qualidade do RNA total:

A avaliacdo da qualidade da amostra foi calculada utilizando-se a férmula:
Qualidade do RNA = Abs. 260 nm / Abs. 280 nm, sendo as Abs obtidas no
espectrofotdmetro. Este valor deve ser proximo de 1,8, equivalente a uma boa

qualidade.

Quantificacdo e Qualidade do material em Gel de Agarose 1%:

Pela férmula: C; x V1 = C, x V3, sendo C; a concentracdo inicial obtida pela
espectrofotometria — UV (Concentragdo em pg/ul. = Abs 260 nm x 1000 x 40 /
1000), C, a concentragao final de um (01) pg/uL ¢ V, o volume final de 10 uL a ser
aplicado no Gel de Agarose 1% RNAse Free (Sambrook & Russel, 2001) e
submetido a eletroforese, encontra-se o valor de Vi: volume inicial de amostra que

deve ser equivalente a 1 ug de RNA total. A agarose € um polissacarideo que forma
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uma verdadeira rede que dificulta a migragdo de moléculas quando submetidas a
acdo de um potencial elétrico, criando padrdes visiveis em ultravioleta pelo
acrescimo de Brometo de Etidio durante a preparacdo do gel. Este reagente tem a
capacidade de se intercalar nas moléculas dos &cidos nucléicos, DNA ou RNA, tendo

um carater fluorescente ao contato com UV.

Purificacdo do RNA total:

As amostras foram tratadas com DNAse I® (Invitrogen) para eliminar as fitas
de DNA presentes nas amostras. Esta endonuclease digere fitas simples e fitas duplas
de DNA hidrolisando as cadeias fosfodiéster produzindo mono e oligonucleotideos
com grupos 5’ fosfato e 3’ hidroxila. O tratamento foi feito conforme instrugdes do
fabricante. Para tratar 1 g de RNA total, utilizou-se 1ul do tampao DNAse I (10X);
lul da enzima DNAse I; o volume foi completado para 10 pl final com dgua Milli-Q
tratada com DEPC. As amostras foram incubadas por 15 min em temperatura
ambiente, a seguir adicionou-se 1ul de EDTA (25 mM) em cada uma das amostras
inativando a DNAse | e parando a reacdo. As amostras foram aquecidas a 65° C por

10 min.

PCR em tempo real
As sequiéncias dos primers utilizados foram de protease (4&cido ACP1) (Gene
Bank / EMBL EU314718 numero de adesdo) [ACP1 F-5'CCG ACC CAA AAC GGA
GAAT 3'e ACP1-R5'GAG ACG GTG GAG AGG TTT TGT T 3 ; aspartil protease
(ASPS) (Gene Bank / EMBL numero de adesdo DV643778) [ASPS-F 5 TGC TAC
TGG GTC CAA CAT CGT 3'e ASPS-R 5' TGA GCT TGC TGC ACT TGG 3 ]; gene
de actina (act) (Gene Bank / EMBL Q11197 nimero de adesdo) [acto F-5 'act 3,

CCCCAGCGTTCTACGTCT-R 5 'CAT GTC AAC ACG AGC AAT G 31. O
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tamanho de todos os fragmentos amplificados foi de 99 pb, 106 pb e 106 pb para
protease 4cida, aspartil protease e gene de actina, respectivamente.

Quantidades iguais de RNA (0,5 g) foram reverso transcrito usando oligo (dT) 12-
18 primer e submetidas a PCR em tempo real. Ensaios de amplificagdo foram
realizadas com um sistema de deteccdo de seqiiéncia 7900HT instrumento ABI PRISM
(Applied Biosystems, E.U.A.) em 12 reagdes | contendo 0,4 mM de cada primer acima
descrito, 6 pul de SYBR Green PCR Master Mix (2 %) e 0,2 ul modelo de DNA. Apos
desnaturacéo inicial a 95 ° C por 10 min, amplificages foram realizadas por 40 ciclos
a95°C/15s,60 ° C/1min. O CT comparativa (cruzamento de limiar) método, que
emprega o constitutivo de S. sclerotiorum actina dados da expressdo do gene para a
normalizagdo, foi utilizado para avaliar a fold-change de cada gene de interesse em
amostras de inducdo quando comparado ao controle. Cada amostra foi analisada em

triplicata para todos os genes analisados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacgdo da atividade das proteases secretadas por S. sclerotiorum.

4.1.1. O efeito da fonte de carbono na atividade da protease.

Os efeitos de diferentes fontes de carbono na produgdo de protease por S.
sclerotiorum SPS, foram testados em meio salino minimo suplementado com pectina,
glicose ou extrato da parede celular de P. vulgaris (CWPv). As culturas foram
cultivadas durante 12-96 horas, colhidas e a atividade enzimatica determinada
diariamente. S. sclerotiorum produziu proteases em todas as fontes de carbono
testadas, mas os niveis de atividade variaram dependendo das fontes utilizadas (Fig.
1A). Niveis maximos de atividade foram alcancados apds 48-72 horas apds a
transferéncia para meio suplementado com pectina ou CWPv, esta atividade
enzimatica foi méxima e permaneceu estavel por vérias horas (Fig. 3A). A maior
atividade especifica foi obtida com pectina (0,69 U.mg ') e CWPv (0,49 U.mg"). Nao
foram encontrados niveis significativos de atividade especifica de proteases na
presenca de glicose (0,065 U.mg™).

Em meio de cultura suplementado com glicose, houve reducdo na atividade
enzimatica. As enzimas induzidas quando submetidas a fonte extra de carbono, tém
repressdo catabolica. Esse comportamento € comumente encontrado em Aspergillus
nidulans. Conforme Mathieu & Felenbok (1994) e Panozzo et al. (1998), este fungo
preferencialmente usa glicose como fonte de energia, portanto a biossintese de
enzimas envolvidas na degradacéo de proteinas s6 € observada na auséncia de carbono
metabolizado facilmente, como glicose. Vautard - Mey & Fevre (2002), mostraram
qgue quando o fungo S. sclerotiorum cresce na presenca de glicose aumenta a
expressdao do gene crel e, consequentemente, 0 aumento dessa expressdo pode
contribuir para a repressdo de genes que codificam enzimas que degradam a parede
celular do hospedeiro, como proteases.

Apbs a transferéncia, o pH da cultura caiu rapidamente de 3,5 (12 horas apds a
inoculacdo) para 2,8 (72 horas apds a inoculagdo) em meio contendo pectina (Fig.
3B). Em meio de cultura suplementado com CWPv diminuiu de 4,2 (12 horas apos a
inoculacdo) para 3,9 (48 horas apos a inoculagdo), e depois permaneceu constante.

Curiosamente, a natureza das proteases que estdo sendo produzidas pelo patdgeno se
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correlaciona com a acidificacdo do meio de cultura: quando o pH do meio cai abaixo

de 4,0, foi observado um aumento da atividade proteolitica das proteases &cidas.
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Fig 3. Cinética da atividade proteolitica durante a interacdo do fungo S. sclerotiorum com
diferentes fontes de carbono (pectina, CWPv e glicose) (A) e comparada a evolugéo do perfil
de pH no meio de cultura (B). A cinética enzimatica foi realizada em tampao citrato com pH
3,2 utilizando BSA como substrato, incubado a 37 ° C. Os testes da atividade proteolitica
foram realizados em triplicatas. Os valores mostrados representam o desvio padrdo médio dos

erros mostrados em barras.

4.1.2. Efeito do pH e inibidores na atividade da proteases.

O pH o6timo da atividade das proteases foi determinado. O nivel mais alto de
atividade foi detectado em pH 3 e um pico menor foi repetidamente encontrado em pH
6-8 em filtrados de cultura de S. sclerotiorum cultivados em meio minimo,
suplementado com pectina ou extrato de parede celular de P. vulgaris (CWPv ) (Fig.
4A). Em contraste, o pH ndo afetou a atividade da proteases produzida no estagio
inicial (12-24 horas) dessas culturas. Estes dados indicam que a principal atividade de
protease segregada para o meio corresponde a diferentes familias de proteases,
provavelmente acidas e neutras, e foram sujeitas a influéncias temporais. Nenhuma
diferenca significativa foi observada no perfil de atividade de proteases entre 0s
filtrados de cultura livre de células de S. sclerotiorum cultivados em meio minimo,
suplementado com pectina ou extrato de CWPv.

Em pH 3, também foi observado que a enzima responsavel pela atividade da
protease em 24 horas pds-inoculagdo parece pertencer a outra classe de protease acida.
Em pH 8,0 nos dois meios de cultura testados (pectina e CWPvV) houve um aumento na

atividade proteolitica 12 horas apds a inoculacgdo. Indicando que as proteases neutras
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de S. sclerotiorum podem ser secretadas no inicio da infec¢do. Billon-Grand et al.
(2002) demonstraram que a atividade das proteases de serina foi detectada em pH

neutro nos dois meios de cultura.
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Fig. 4 — O efeito do pH e dos inibidores sobre a atividade da proteases do fungo S.
sclerotiorum em diferentes meio de cultura, pectina e parede celular de P. vulgaris. (A)
Perfil da atividade proteolitica em diferentes pH. (B) Efeito dos inibidores da protease na
atividade proteolitica. Classifica¢do de inibidores: PMSF (0,04 M) inibidor de serina proteases,
EDTA (0,05 M) inibidor de metalo-proteinases, p-Mercaptoetanol (1M) de inibidor de
cisteina-protease; Pepistatina A (0,1 M) inibidor de aspartil proteases. Testes na atividade
proteolitica foram feitos em triplicatas. Os valores mostrados representam o desvio padrdo

médio dos erros mostrados em barras.

Diferentes inibidores de proteases foram testados para identificar o tipo de

proteases responsavel por essa atividade enzimatica acida (Fig. 4B). A atividade no pH
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3 foi fortemente inibida (75%) pela pepstatina A em todo o periodo, no entanto foi
mais pronunciada as 48-72 horas ap6s a inocula¢do. Isto mostra que o agente
patogénico pode ser secretado por proteases acidas, provavelmente por aspartil-
proteases, e estas enzimas podem estar envolvidas na patogenicidade. Poussereau et al
(2001a) mostraram que a atividade proteolitica foi fortemente inibida pela pepstatina
"A", indicando que muitas das proteases secretadas pelo fungo S. sclerotiorum séo
aspartil proteases. Em um estudo semelhante, Billon-Grand et al. (2002) também
descobriram que a atividade proteolitica foi reduzida na presenca de pepstatina "A",
indicando que o fungo S. sclerotiorum secretou aspartil protease.

Outros inibidores como PMSF, EDTA e B-Mercaptoetanol, inibidores da serina
protease, cisteina e metollo protease respectivamente, foram utilizados para verificar se
o fungo S. sclerotiorum poderia ter outras proteases secretadas, e observamos que a
inibicdo da atividade proteolitica sugere que os fungos também podem ter outras
proteases secretadas durante a infeccdo. Billon-Grand et al. (2002) verificaram que em
meio de cultura contendo extrato de girassol, ndo houve atividade de metollo e cisteina

proteiases em S. sclerotiorum.

4.1.3. Atividade de protease durante a infeccdo do feijoeiro

In vivo, plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L) foram infectadas por S.
sclerotiorum pelo método palito. Atividade proteolitica durante a interacao do fungo S.
sclerotiorum em feijoeiro foi detectada 24 horas apds a infeccdo, aumentando 72 horas
apos a infeccdo. Aumento da atividade proteolitica correlacionou com o aumento da
intensidade de colonizagdo e maceracdo do tecido hospedeiro pelo fungo S.
sclerotiorum (Figura 6 A-B). No entanto, ndo € possivel determinar se a atividade

observada é derivada do fungo ou planta.

4.2. Expresséo das proteases
4.2.1. Efeitos do pH ambiente, fontes de carbono na expressdo dos genes aspS e
acpl

De modo a determinar o padrdo da expressdo de acpl e aspS, S. sclerotiorum
crescido num meio minimo foi transferido para meios de cultura contendo extratos de
CWPv e pectina, respectivamente. Acpl e aspS expressos durante a pre-cultura no
meio de glucose (dado ndo mostrado) foram também expressos 24-72 h apo6s

transferéncia para o meio CWPv ou pectina (Fig. 5). Os acumulos de transcritos foram
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maiores nos meios de cultura contendo pectina, indicando que, provavelmente, a
expressdo de acpl e aspS é controlada por esta fonte de carbono. Presumimos que
essas diferencas variaveis entre duas fontes de carbono, CWPv e pectina, foram
devidas a degradacdo dos polimeros de pectina, podendo criar um ambiente, por sua
vez liberando produtos de baixo peso molecular (oligo-galacturonideos) que servem
para induzir a expressdo de uma segunda onda de enzimas degradativas que
coletivamente provocam a maceracdo total do tecido vegetal (Hegedus e Rimmer,
2005). Desta forma, os resultados mostraram que a quitina pode induzir a expressao de
duas proteinases diferentes em A. fumigatus durante o processo de colonizacdo de
insetos (Pereira et al. 2006).

Durante o decorrer destas culturas em meio ndo tamponado, o pH diminuiu
progressivamente de 3,5 para 2,8 (como indicado na Fig 4) devido a secrecdo de acido
oxalico, permitindo a forte expressdao de acpl e aspS durante esta diminuicdo. E,
curiosamente, o padréo de acumulagéo de transcritos aspS e acpl foram reprimidos em
72 horas pos inoculagdo em ambos os meios. E foi verificado que o pH do ambiente
controla a expressdo do gene da protease acida (acpl) e pode afetar a expressao aspS
(Kim et al., 2007; Poussereau, et al. 2001 a, b; Rollins, 2003; Rollins e Dickman,
2001).

Pectina CWPv

aspsS
acpl

Relative Transcript accumulation

72h

Tempo pos inoculacio

Fig. 5- Analise em tempo real dos padrdes de transcricdo dos genes aspS e acpl durante a
durante o cultivo em meio de cultura contendo pectina e parede celular de P. vulgaris (CWPv).
Os niveis de transcricdo foram estimados usando uma curva padrdo para cada gene e estes

niveis sao normalizados contra a quantidade de transcritos de actina fngica em cada amostra.
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A expressdo in vitro do acpl esta sujeita a varios mecanismos regulatorios
transcricionais. A expressdo induzida pelas proteinas da parede celular das plantas é
controlada pela repressao catabdlica ao carbono e ao nitrogénio. O pH do ambiente
superior a pH 5 anula a inducdo, resultando na repressdo total da acpl. Estes
mecanismos reguladores transcricionais e a presenca de varios motivos no promotor de
acpl que podem codificar locais de ligagcdo para os reguladores CREA, AREA e PacC
sugerem o envolvimento destes reguladores no controle da expressdo de acpl (Kim et
al., 2007; et al., 2001a).

Uma incongruéncia no padrdo esperado de acumulacdo do transcrito foi observada
com 0 gene expresso aspS. Nosso trabalho indica que a expressdo aspS foi modulada
durante o tempo de cultivo em meio CWPv e pectina. Além disso, Poussereau et al.
(2001a) para determinar o efeito de fontes de carbono e nitrogénio na expressao de
aspS, cultivou micelios de S. sclerotiorum em meio minimo de glicose / NH4 e depois
transferidos para meios ndo tamponados contendo extratos de girassol e glicose,
glicerol e / ou NH4 como fontes de carbono e nitrogénio. Este trabalho mostrou que a

expressao in vitro de aspS € constitutiva e nao regulada pelo pH.

4.2.2. Expressao de aspS e acpl durante a infecgdo do feijoeiro

A fim de comparar a expressdo temporal de aspS e acpl, experimentos de gRT-
PCR foram realizados com RNA total extraido de caules de P. vulgaris em diferentes
tempo apds a inoculagdo com S. sclerotiorum. O gene estrutural da actina de S.
sclerotiorum (act) foi usado como um gene especifico para fungos. O transcrito
supostamente correspondente a aspartil protease (aspS) aumentou desde o inicio da
infeccdo e permaneceu alto 72 h ap6s a infeccdo (Fig. 6-C). Os transcritos de acpl,
supostamente correspondentes a uma protease acida, foram detectados 24 h ap6s a
inoculagdo permanecendo alta e constante durante as 48 h, e depois foi diminuindo. O
aumento dos transcritos coincidiu com a fase de desenvolvimento dos sintomas em que
ocorreu a colonizagdo micelial intensiva das hastes. A diminuicdo foi observada
guando o caule foi completamente invadido e degradado (Fig. 6-C). Poussereau et al.,
(2001 a, b) também mostraram que acpl e aspS foram expressos em plantas durante a
infeccdo por cotilédones de girassol. A expressdo € baixa no inicio da infecgdo, mas

aumenta subitamente no estagio de disseminagdo da necrose do tecido.
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Fig. 6- Proteases ativas de S. sclerotiorum durante a infecgdo em caules de plantas de P.
vulgaris (A) Processo de formagéao de infeccdo do caule (B) As proteinas foram extraidas e foi
feita a atividade das proteases. O ensaio enzimatico foi realizado em triplicata. Os valores
mostrados representam a média e as barras mostram o desvio padrdo. (C) Analise em tempo
real dos padrfes de transcricdo dos genes aspS e acpl durante a infeccdo. Os niveis de
transcricdo foram estimados usando uma curva padrdo para cada gene e estes niveis sdo

normalizados contra a quantidade de transcritos de actina fngica em cada amostra.

Uma dindmica entre a producdo de acido oxalico, a acidificacdo do pH do meio
ambiente, a atividade enzimatica, a regulacdo do gene da enzima e a transducdo do
sinal de pH ambiente tém sido postuladas, desempenhando um papel significativo no
desenvolvimento da doenca em Sclerotinia (Hegedus e Rimmer, 2005; Rollins, 2003).
Em resumo, esta dissertacdo fornece novas informacbes a respeito da producdo de
proteases na infeccdo de plantas de fejoeiro por S. sclerotiorum. Entretanto, €
necessario realizar mais estudos para investigar o possivel papel das proteases em S.

sclerotiorum durante a infeccdo em diferentes hospedeiros.
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5. CONCLUSOES
Pelos resultados obtidos neste trabalho foi possivel concluir que:
O fungo S. sclerotiorum secreta proteases durante o crescimento em planta de
feijoeiro e em meio de cultura suplementado com diferentes fontes de carbono.
Através de ensaios enzimaticos, proteases extracelulares de S. sclerotiorum
inoculado em meio contendo pectina e extratos de parede de feijoeiro foram
caracterizados como sendo proteases acidas e proteases neutras.
Os genes aspS e acpl, durante o processo de interacdo de S. sclerotiorum com

plantas de feijoeiro, tiveram niveis significativos de expressdo nos tempos avaliados.
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6. PERSPECTIVAS

O prosseguimento do trabalho pode objetivar as seguintes tarefas:

v' A fim de identificar as proteases envolvidas no processo de patogénese do
fungo S. sclerotiorum. Preparar Géis de Atividade em eletroforese bi-
dimensional de isoeletrofocalizacdo, das amostras do sobrenadante da cultura
de S. sclerotiorum.

v Analisar a expressao génica, por meio da técnica de PCR em tempo real, de
plantas de feijoeiro infectadas por S. sclerotiorum, testado diferentes genes de

proteases.
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