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RESUMO

PANDOLFI, V. Analise transcricional do fitopatogeno Fusarium graminearum Schwabe
na interacio antagonista com a bactéria Pantoea agglomerans Gavini. 2006. 140 f. Tese
(Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,

Piracicaba, 2006.

Gramineas cultivadas, como trigo, cevada e milho sdo produtos agricolas de fundamental
importancia no Brasil. Entre os fatores causadores de perdas na producdo de grios dessas
espécies estdo os estresses causados por fitopatdgenos como Fusarium graminearum
Schwabe (teleomorfo Gibberella zeae Schw.), agente causador da fusariose e de dificil
controle quimico, bioldgico ou mesmo genético. Uma estratégia que tem se mostrado
eficiente no controle de doencas ¢ a utilizacdo de microrganismos antagonistas a diferentes
fitopatégenos, dentre os quais destaca-se a bactéria P. agglomerans. O presente trabalho teve
como objetivo identificar genes diferencialmente expressos em interagdes fungo
fitopatogé€nico-microrganismo antagonista, considerando como modelo o sistema F.
graminearum-P. agglomerans. A constru¢do de uma biblioteca de cDNA de F. graminearum
cultivado in vitro proporcionou a geracdo de 1.983 seqiiéncias vélidas, resultando em 1.283
unigenes. As categorias de maior representatividade desta biblioteca foram aquelas
constituidas por proteinas envolvidas em vias da informacdo genética - DNA-RNA-proteina
(26 %); proteinas hipotéticas (24 %) e proteinas do metabolismo (16 %). Tanto a categoria de
proteinas envolvidas nos processos de desenvolvimento como as envolvidas na percepg¢do a
estimulos externos constituiram 10 % dos unigenes. Dentre os genes presumivelmente
anotados, foram identificados aqueles codificadores de enzimas de importantes rotas

metabdlicas como gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, fosfoglicerato quinases e



fosfoenolpiruvato carboxilases, como também componentes produzidos pelo metabolismo
secunddrio como micotoxinas e outras proteinas associadas a estresse e patogenicidade de
fungos. Neste trabalho também foi verificado o potencial de antagonismo in vitro da bactéria
P. agglomerans frente a trés fitopatdégenos de trigo: Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem
e Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.) e F. graminearum. Foi verificado que a inibi¢do do
crescimento destes fungos estd associada a liberacdo de compostos soliveis e volateis pela
bactéria, que foram responsaveis por cerca de 50 % e 40 % de inibicdo, respectivamente. O
perfil da expressao génica de F. graminearum na interacdo com a bactéria P. agglomerans foi
avaliado via macroarranjo. Dos 1.014 genes avaliados, 29 genes de F. graminearum foram
diferencialmente expressos (p < 0,05) durante a interacdo com a bactéria antagonista, sendo
19 genes induzidos e 10 genes reprimidos. Entre os transcritos induzidos foram identificadas
proteinas envolvidas nos processos de defesa e/ou viruléncia de fungos, cuja expressao foi
induzida em resposta a estresses tanto abidticos como bidticos. Dos genes que foram
reprimidos, destacaram-se: um transcrito com similaridade a uma proteina com um dominio
do tipo dedo de zinco “zinc finger” que € um fator de transcri¢do importante no processo de
divisdo celular, bem como proteinas envolvidas na cadeia respiratdria, na modulagdo protéica
e sinalizagdo celular. Os dados do macroarranjo foram validados via transcri¢do reversa
seguida de PCR quantitativo em tempo real (RT-PCRq), metodologia que se mostrou
adequada para complementar a andlise transcricional obtida por macroarranjo. As
informagdes geradas na andlise de antagonismo in vifro, bem como a andlise e
seqiienciamento dos transcritos, juntamente com a quantificagdo do nivel de expressdo na
interacdo, foram fundamentais para compreender o padrio de resposta do fungo F.

graminearum na interaco com a bactéria P. agglomerans.

Palavras-chave: cDNA, fitopatégeno, antagonismo, expressdo diferencial, RT-PCRq



ABSTRACT

PANDOLFI, V. Transcriptional analysis of the phytopathogen Fusarium graminearum
Schwabe in antagonistic interaction with the bacteria Pantoea agglomerans Gavini. 2006.
140 f. Thesis (Doctoral) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao

Paulo, Piracicaba, 2006.

Cultivated grasses such as wheat, barley and maize are agricultural products of fundamental
economic and social importance in Brazil. Among causing factors of important grain
production losses in these species are diseases caused by phytopathogenic fungi such as
Fusarium graminearum Schwabe (teleomorfo Gibberella zeae Schw.), the causal agent of
fusariosis, a disease of difficult chemical, biological or even genetic control. An efficient and
promising strategy to be adopted in order to protect cultivated plants against such diseases is
the selection of antagonist microorganisms, amongst them the bacteria Pantoea agglomerans.
This microbiota might have an important impact in scab control, isolated or in an integrated
management program with chemical treatment. The present work aimed at identifying
differentially expressed sequences in pathogenic fungi-antagonistic microorganisms
interactions, considering the F. graminearum — P. agglomerans model. The construction of a
cDNA library for F. graminearum grown in PDA medium generated 1,983 valid sequences
and provided 1,283 unigenes. The most representative categories in this library were proteins
involved in genetic information pathways, DNA-RNA-protein (26 %); hypothetical proteins
(24 %); and proteins involved in metabolism (16 %). The protein category involved in
developmental processes as well as those related to external stimuli perception comprised 10
% of the obtained unigenes. Among putatively annotated genes, some coding for enzymes of

important metabolic routes were identified, such as glyceraldehyde-3-phosphate



dehydrogenase, phosphoglycerate kinase and phophoenolpyruvate carboxylase. Also
secondary metabolism compounds, specially micotoxins and proteins related to fungi stresses
and pathogenicity were identified. In the present work, the control of three wheat
phytopathogens, Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem, Bipolaris sorokiniana (Sacc.in
Sorok.) and F. graminearum, using specific isolates of P. agglomerans was demonstrated. It
was observed that the 50 % and 40 % growth inhibition of these fungi is associated to the
bacteria release of soluble and volatile compounds, respectively. The gene expression profile
of F. graminearum during interaction with the bacteria P. agglomerans was evaluated via
macroarray. Among the 1,014 analysed genes, 29 F. graminearum genes were differentially
expressed (p < 0,05) during its interaction with the antagonist bacteria: 19 genes were induced
while 10 genes were repressed. Among the induced transcripts, proteins involved in fungi
defense and/or virulence processes were identified, whose expression was induced in reponse
to abiotic or biotic stresses. Among the identified repressed genes, a transcript similar to a
protein containing a zinc finger-type domain, a transcription factor relevant in cell division,
deserves special attention, as well as proteins involved in respiratory chain, in protein
modulation and in cell signaling. Additionally, the macroarray data were validated by reverse
transcription followed by real-time quantitative PCR (RT-PCR(q), a suitable method for
complementing transcriptional analysis through macroarray. Finally, the information
generated in in vitro pathogenic fungi-antagonistic microorganisms interactions analysis, as
well as in the analysis and sequencing of the obtained transcripts, together with the
determination of the level of expression during the evaluated interactions were essential for
better understanding the response pattern of the fungus F. graminearum in interaction with

the bacteria P. agglomerans.

Key-words: cDNA, phytopathogen, antagonism, differential expression, RT-PCRq.
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1. INTRODUCAO

Gramineas cultivadas, como o milho e os cereais de inverno trigo e cevada, sdo
produtos agricolas de fundamental importincia no Brasil e a redu¢do na producdo dos
mesmos acarreta prejuizos considerdveis a economia e a sociedade. Entre os fatores causadores
de perdas de produtividade nessas espécies, estdo os estresses causados por fungos
hemibiotréficos como Fusarium graminearum, agente causador da fusariose, principalmente por
ser destrutivo e de dificil controle quimico, bioldgico, cultural ou mesmo genético.

Uma estratégia que tem se mostrado eficiente e promissora no manejo de doengas
€ a selecdo de antagonistas a diferentes fitopatogenos capazes de, eficientemente, serem
agregados ao arsenal de protecdo contra a doenca. Microorganismos descritos como
antagonistas em potencial sobre F. graminearum incluem vdrios géneros de bactérias gram-
negativas e gram-positivas. Entre estas, encontra-se a Pantoea agglomerans, uma bactéria
gram-negativa e endofitica, capaz de habitar o interior dos tecidos vegetais da planta
hospedeira sem causar danos a mesma.

A caracterizagdo, o seqilenciamento, a andlise funcional e, principalmente, a
disponibilizagdo de genes envolvidos no sistema de bioprotecdo contra doengas flingicas tém
sido prioridades em estudos realizados em diferentes culturas, destacando-se as de expressao
agricola como os cereais. Desta forma, a construcdo de bibliotecas de cDNAs de fungos
fitopatogénicos tem gerado informacdes uteis para estudos de predicio de genes,
principalmente daqueles relacionados aos processos de patogenicidade.

O uso de metodologias como macroarranjos permite a andlise global do perfil
transcricional de organismos em resposta a determinados processos bioldgicos, inclusive a
resposta a condi¢des de estresse. Andlises da expressdo diferencial de seqii€ncias gendmicas
relacionadas a patogenicidade de F. graminearum, baseadas em macroarranjos, podem

auxiliar a estabelecer a base de conhecimentos sobre como este fitopatégeno responde a
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condicdes adversas. Além disso, as informagdes geradas nestes estudos constituem fonte de
pesquisa para outros fitopatdgenos, acelerando a determinacdo e a caracterizagdo dos genes de
viruléncia, assim como de genes ativados ou silenciados quando em presenga de um agente
antagdnico. Complementando esses estudos, andlises de caracterizacdo funcional dos
transcritos diferencialmente expressos sdo obviamente fundamentais para a determinacdo de
sua natureza quimica e para o conhecimento de seu modo de agdo em processos bioldgicos
como os de fitopatogenicidade. Assim sendo, a proposta de pesquisa aqui apresentada tem
como objetivo gerar conhecimentos sobre seqiiéncias diferencialmente expressas em
interagdes fungo fitopatogénico X microrganismo antagonista, utilizando como modelo o
sistema Fusarium graminearum X Pantoea agglomerans no trigo.

Os dados obtidos neste trabalho poderdo constituir uma base para estudos futuros
da constituicio e funcdo dos genes do microrganismo antagonista, bem como dos
componentes envolvidos na sua interagdo com o fitopatégeno. A ampliagdo da base de
conhecimentos sobre os mecanismos responsaveis pela patogenicidade em plantas certamente
auxiliard o estabelecimento de manejos adequados e poderd até levar a solucdo do problema
da incidéncia de sérias doencas fungicas de plantas de importincia agrondmica, que sio

fundamentais para o desenvolvimento econdmico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fusarium graminearum e fusariose

Entre os agentes causadores de considerdveis perdas na agricultura destaca-se o
fungo patogénico Fusarium graminearum Schwabe (teleomorfo Gibberella zeae Schw.)
espécie que causa a séria doenca conhecida como fusariose, e que é de dificil controle
quimico, agrondmico ou mesmo genético (LIMA, 2002; LUZ; STOCKWELL;
BERGSTROM, 2003; PANISSON; REIS; BOLLER, 2003; REIS, 1986).

A importincia do F. graminearum como um dos principais fitopatégenos de
plantas cultivadas se deve, em grande parte, a sua capacidade de sobreviver entre as estacdes
de cultivo e de se adaptar a vida e crescimento saprofitico em residuos vegetais de culturas
hospedeiras (SNIJDERS, 1990; SUTTON, 1982).

Este fungo € caracterizado por apresentar, durante seu ciclo de vida, a fase
saprofitica e a fase parasitdria, ao mesmo tempo que € considerado um fungo competidor,
capaz de grande variacio na viruléncia (CARTER et al.,, 2002; GANG et al, 1998;
MIEDANER; SCHILLING, 1996). Durante a fase saprofitica, sobrevive na forma
teleomorfica, também chamada de sexual, e recebe o nome de "Gibberella zeae",
caracterizada pela produgdo de peritécios (corpos de frutificacido). Na presenca do hospedeiro,
a partir do espigamento (estddio inicial de suscetibilidade) e sob condi¢des climaticas
favoraveis, os peritécios liberam os ascosporos que, ao atingirem as espigas, germinam, dando
inicio & fase parasitdria, que se transforma na fase anamorfica ou assexual, denominada "F.
graminearum" (LIMA, 2004; PUHALLA, 1981). Tanto os macroconidios (fase assexual)
como os ascosporos (sexual) infectam os tecidos vegetais. Na antese, a infec¢do por F.
graminearum tem inicio nas anteras, propagando-se sistematicamente até atingir toda a espiga
(SUTTON, 1982).

Os sintomas da fusariose sdo de dificil diagndstico para algumas culturas, uma vez
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que a descoloragdo € facilmente confundida com sintomas causados por outros patégenos de
sementes ou por fatores abidticos (TEKAUZ et al., 2000). Em cereais de inverno como o trigo
e a cevada, os sintomas da fusariose sdo caracterizados pela coloragdo rosa-salmio das
espiguetas, que podem morrer antes mesmo de formar o grao (VAN GINKEL et al., 1996). Os
graos, quando formados, apresentam baixo peso e coloragdo rosada (LIMA, 2002). Além
disso, nos grios de trigo ocorre menor propor¢do de gluteninas, proteinas de reserva
caracteristicas da espécie, principais determinantes da qualidade tecnoldgica deste cereal, e
queda na extragdo de farinha (DEXTER, 1997). Em milho, ¢ um dos patégenos mais
encontrados associados a podriddo do colmo, e da espiga. Ocasionalmente, esta podriddo pode
iniciar-se na base e progredir para a ponta da espiga, confundindo o sintoma com aquele
causado por outras espécies de Fusarium como F. moniliforme ou F. subglutinans. As
sementes infectadas constituem importantes fontes de indculos, cujos patdgenos podem causar
podriddes de sementes, morte de plantulas e podriddes radiculares (PINTO, 2002; REIS et al.,
2004).

Juntamente, com outras enfermidades de sementes e de raizes, a fusariose pode
provocar um grande impacto econdmico e social em fungdo dos prejuizos causados a vérias
culturas, ndo somente na producdo, mas também na qualidade, palatabilidade e no valor
nutritivo dos graos (LUZ, 1999). Um fator determinante desta enfermidade é a producao de
uma substancia toxica, o desoxinivalenol (DON), popularmente denominado vomitoxina, que
inviabiliza o uso dos grdos tanto para consumo humano como animal (LIMA, 2002;
PLACINTA; D’MELLO; MAcDONALD, 1999; STOCKWELL et al., 1997).

Ainda ndo se conhece uma forma eficaz de controle da fusariose. Entretanto,
algumas préticas t€m sido adotadas no intuito de amenizar o impacto desta enfermidade, a
exemplo da rotacdo de culturas e do tratamento quimico (LUZ, 2001a; PICININI;

FERNANDES, 2001). O controle por meio de rotacdo de culturas, embora recomendado, é
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ineficiente uma vez que o fungo sobrevive nas sementes e nos restos da cultura de um grande
nimero de hospedeiros (REIS; CASA, 1998; WIESE, 1987). A aplicacdo de fungicidas, por
sua vez, além da baixa eficiéncia no controle do desenvolvimento do fungo, resulta no
acumulo de residuos quimicos nos graos apos a colheita, aumentando o risco a saide animal e
humana (LUZ, 2001a; PICININI; FERNANDES, 2001). Finalmente, o uso de genétipos
resistentes € a forma mais correta de controle da doenca (MESTERHAZY, 1997). Porém,
existem poucas fontes de resisténcia genética conhecidas e a incorporacdo de genes de
resisténcia é uma tarefa dificil, uma vez que hd uma variagdo muito alta na viruléncia de
isolados dentro e entre espécies (CARTER et al. 2002; GANG et al. 1998; LIMA, 2002;
MIEDANER; SCHILING, 1996). Além disso, o entendimento do mecanismo de
patogenicidade em fungos € bastante complexo, uma vez que é regulado por um conjunto de
genes, cuja fungdo pode estar relacionada a formacdo de estruturas de infec¢do, na producio
de enzimas de degradagdo celular, ou na producdo micotoxinas (IDNURM; HOWLETT,

2001).

2.2. Utilizacao de microrganismos como biocontrole de doencas

O uso de microrganismos antagonistas a diferentes fitopatégenos tem sido uma
alternativa eficiente e promissora no manejo e controle de doencas de plantas. Estes
microbiotas t€m tido um importante papel no controle da fusariose, tanto utilizados
isoladamente por meio de pulverizacdo de bioprotetores, como utilizados para a inoculacio de
sementes em uma medida adicional ao tratamento quimico (LUZ, 2001b, 200lc;
STOCKWELL; LUZ; BERGSTROM, 1997).

A diversidade de microorganismos eficientes no controle de F. graminearum em
importantes culturas como o trigo, o milho e a cevada, é representada por 15 diferentes

espécies, entre elas, a bactéria Pantoea agglomerans (LUZ, 2001c). Embora patologistas e
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microbiologistas de plantas tivessem considerado os nomes Erwinia herbicola e Enterobacter
agglomerans como sindnimos, Gavini et al. (1989) propuseram a reclassificacdo da estirpe
dentro de herbicola e agglomerans, respectivamente, baseado na homologia entre seqii€ncias
de DNA. Desta forma, um novo género e duas espécies foram propostas: Pantoea
agglomerans e Pantoea dispersa. Estirpes identificadas provisoriamente como Erwinia
herbicola foram reclassificadas como Pantoea dispersa e outras como Pantoea agglomerans
(GAVINI et al., 1989).

A espécie P. agglomerans € uma bactéria gram-negativa e anaerdbica facultativa,
que cresce bem em temperaturas préximas a 30°C, como a maioria das estirpes apresentando
coloragio amarelada. E capaz de crescer e sobreviver na superficie e no interior de tecidos de
plantas, como raizes, caule e folhas, bem como no solo e na dgua (BERGEY, et al., 1994;
RUPPEL et al., 1992). Devido a caracteristica endofitica, é capaz de habitar o interior dos
tecidos da planta hospedeira sem causar danos a mesma (AZEVEDO et al., 2000). Assim, esta
bactéria apresenta um grande potencial para o controle bioldgico de fitopatdgenos que
compartilham o mesmo nicho ecolégico (KUNOH, 2002; COOMBS et al., 2004). Apesar da
pouca informacdo sobre as propriedades antagbnicas entre microrganismos, sabe-se que estao
baseadas em predagdo, competicio por nutrientes, parasitismo direto e producdo de
metabdlitos (BORMANN et al., 1999; LODEWYCKX et al., 2002; GREGOLETTI Jr.;
SANTOS; AUER, 2004).

Embora os testes de selecdo in vitro e in vivo de microrganismos com potencial
antagonista sejam métodos complementares, muitas vezes, os resultados positivos in vitro nao
coincidem, ou s@o opostos aqueles obtidos in vivo. Entretanto, os métodos in vitro, além de
serem praticos, servem como uma selecdo preliminar para avaliar a capacidade antagonista, e
também indicam o comportamento do microrganismo em relacdo a sua capacidade de

adaptagdo, crescimento, reproducao etc. (GREGOLETTI Jr.; SANTOS; AUER, 2004). Em tal
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contexto, a aplicagdo de técnicas moleculares em estudos envolvendo a interagdo patdégeno x
microrganismo antagonista poderd ser eficientemente utilizada para analisar, com alto nivel

de resolucgdo, a expressao diferencial de seqii€ncias associadas a este tipo de interacao.

2.3. Utilizacao de arranjos de DNA na analise de expressao génica

Diferentes metodologias t€ém sido empregadas com a finalidade de medir a
expressao diferencial de genes em resposta celular a uma variedade de estimulos quimicos ou
fisicos (CARULLI et al., 1998) e incluem: northern blotting (ALWINE; KEMP; STARK,
1977), differential display (LIANG; PARDEE, 1992), serial analysis of gene expression
(VELCULESCU et al., 1995), dot blots (LENNON; LEHARACH, 1991), RT-PCR
(WATAKABE et al., 2001). Embora estas técnicas sejam amplamente utilizadas na andlise de
variagdo de expressdo génica, a escolha deve ser criteriosamente avaliada, para que a
eficiéncia e viabilidade da técnica sejam condizentes com o objetivo do estudo em questdo.

Estudos de anélise de expressdo génica tém utilizado, com sucesso, técnicas de
arranjos de DNA (BALDWIN et al., 1999). A maior vantagem do uso desta metodologia,
quando comparada as técnicas convencionais, é a possibilidade de se analisar a expressao
génica de uma determinada amostra biolégica em escala genOmica, ou seja, é possivel
visualizar o padrdo de expressdao de milhares genes simultaneamente (DOPAZO et al., 2001;
FREEMAN; ROBERTSON; VRANA, 2000). Mesmo em larga escala, esta metodologia
apresenta maior sensibilidade, facilitando a andlise comparativa de um grande ndmero de
amostras (VAN HAL et al., 2000).

A metodologia de arranjos de DNA utiliza suportes s6lidos, comumente vidro ou
ndilon, onde sdo fixadas seqii€éncias completas ou parciais de DNA (ESTs, produtos de PCR,
plasmideos ou bactérias contendo plasmideos). As sondas de cDNAs sdo produzidas a partir
da transcricdo reversa dos RNA mensageiros na presenca de fluoréforos ou isétopos

radioativos, obtidos de células sob condi¢des especificas. Estas sondas de cDNA sdo
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submetidas a hibridizacdo com o DNA fixado na membrana ou lamina. A intensidade do sinal
de radiacdo emitido pelas moléculas hibridizadas no suporte sélido € o critério para a
quantificacdo da concentracdo do transcrito correspondente. Assim, a intensidade de
hibridizac¢do é determinada, por meio de um processo automatizado, sendo entdo convertida
em uma leitura quantitativa, que € relativa ao nivel de expressdo de cada gene. Desta forma, a
inducdo ou repressao de cada gene € medida em funcdo desta intensidade de sinal emitido em
cada condicdo testada (COX, 2001; FELIX et al., 2002; FREEMAN; ROBERTSON;
VRANA, 2000).

Embora vérias denominagdes sejam freqiientemente utilizadas na literatura, os
arranjos de DNA sdo diferenciados por trés aspectos fundamentais, ou seja, o tipo de suporte,
método de deteccdo e nimero de genes analisados (FREEMAN; ROBERTSON; VRANA,
2000). Microarranjos ou Microarrays, também conhecidos como DNA arrays,
Oligonucleotide arrays, cDNA glass slides e Gene chip, sdo geralmente assim denominados
para descrever os arranjos em suporte de vidro ou chips de silico, utilizam nucleotideos
fluorescentes (Cy3 e Cy5) para marcacdo da sonda, e o nimero de genes avaliados pode ser
superior a 50.000. Os termos Macroarranjos ou Macroarrays, também conhecidos como High
Density Membranes, Nylon arrays, cDNA macroarrays e Filter arrays, sio usados para
arranjos que utilizam membranas de ndilon ou nitrocelulose como suporte solido. A deteccdo
de sinal dos macroarranjos é realizada pela incorporacio de P** (DERISI et al., 1996;
FREEMAN; ROBERTSON; VRANA, 2000; HARRINGTON; ROSENOW; RETIEF, 2000)
ou preferencialmente P*°, porque permite maior sensibilidade e resolucio de sinal
(BERTUCCI et al., 1999; COX, 2001). Segundo Kuhn et al. (2001), o nimero de genes
analisados numa membrana de macroarray pode variar de 5.000 a 6.000 genes.

Com microarranjos € possivel a andlise de um maior nimero de genes

simultaneamente e com maior sensibilidade, porém estes tipos de arranjos ndo permitem sua
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reutilizacdo (KUHN et al., 2001). Esta limita¢ado, associada a exigéncia de equipamentos mais
complexos, faz com que a utilizagcdo de microarranjos seja ainda uma metodologia de alto
custo, sendo invidvel para muitos experimentos (VAN HAL et al., 2000; KUHN et al., 2001).
Outro fator importante que limita seu uso € que os microarranjos atualmente disponiveis estio
restritos a relativamente poucos organismos (LUCCHINI et al., 2001; YE et al., 2001).

Desta forma, o macroarranjo tem sido considerado uma técnica adequada e
eficiente para andlise transcricional de centenas a milhares de genes (BALDWIN et al., 1999;
FREEMAN; ROBERTSON; VRANA, 2000), de facil implementacdo € a um custo mais
acessivel uma vez que emprega metodologias rotineiras em laboratérios de biologia
molecular. Outra vantagem em se utilizar macroarranjos € a sua maior flexibilidade de fixagao
dos genes nas membranas, que pode ser realizada roboticamente ou manualmente, além de
disso, as membranas podem ser reutilizadas em novas hibridizacdes (FREEMAN;
ROBERTSON; VRANA, 2000; KUHN et al., 2001). Assim, a técnica de macroarranjos nao
requer grandes investimentos e/ou longos periodos de padronizagdo de metodologia
(BALDWIN et al., 1999; FELIX et al., 2002).

Os arranjos de DNA tém sido utilizados como metodologia em estudos tanto de
microrganismos eucariotos como procariotos, com destaque em: comparacdo do nivel
transcricional de organismos sob vdrios estddios de desenvolvimento, condi¢des de cultivo ou
sob algum tipo de estresse; elucidacdo da interacdo DNA - proteina; predi¢do de novos genes;
determinagdo de fatores de viruléncia de patégenos e mecanismos envolvidos na interacio
patégeno — hospedeiro, como também na derminagdo da fungdo génica em determinadas vias
metabolicas (BALDWIN et al., 1999; LUCCHINI et al., 2001; VAN HAL et al., 2000; YE et
al., 2001).

Experimentos com micro e/ou macroarranjos de DNA podem ser realizados com

seqiiéncias parciais de genomas, como por exemplo, ESTs. Este fato tem gerado novas
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perspectivas em estudos de expressdo génica, tendo em vista os indmeros projetos de
transcriptomas em andamento. Nos tultimos anos, estudos t€m sido conduzidos utilizando-se
arranjos de DNA, com diversas espécies de microorganismos tais como, Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pilory, Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisae, Neurospora crassa, Aspergillus nidulans
(AIGN et al., 2003; DERISI et al., 2000; HAYES et al., 2002; KUHN et al., 2001; SIMS et
al., 2004; YE et al., 2001; ZHANG et al., 2002).

O aumento de seqiiéncias geradas por programas de sequenciamento tanto de
genomas completos como seqiiéncias parciais de diferentes organismos tém proporcionado a
comunidade cientifica, um grande nimero de informacdes importantes na elucidacdo e
entendimento dos mecanismos globais relacionados aos fendmenos biolégicos (DOPAZO et
al., 2001; VAN HAL et al.,, 2000). Enquanto a constru¢do de bibliotecas de ESTs tem
proporcionado maior rapidez na identificacdo de novos genes, a técnica de micro ou
macroarranjos tem permitido a andlise global da expressdo desses genes e sdo, portanto,
consideradas técnicas complementares (WANG; HU; LEGER, 2005).

Segundo Melo et al. (2002), menos de 5 % dos microrganismos existentes sao
conhecidos e suas func¢des sdo ainda menos conhecidas. Também ainda pouco conhecidas sido
as interacdes patdégeno x hospedeiro e patdgeno x antagonistas, que poderdo se beneficiar da
ampliacdo da base de conhecimentos gerada pelas técnicas de biologia molecular. Dessa
forma, o uso de técnicas moleculares torna possivel uma andlise detalhada, tanto de genes dos
fungos causadores de doengas em plantas, como dos microrganismos a eles antagénicos, em
interagdes patogénicas, permitindo expandir a aplicacdo de ferramentas de grande potencial
em processos de obteng@o de cultivares resistentes ao ataque de microrganismos patogénicos,
como a engenharia de metabolismo e a transformacdo genética (GHANNOUM; RICE, 1999;

MARASCHIN; VERPOORTE, 2002).



3. PERFIL TRANSCRICIONAL DO FUNGO FITOPATOGENICO FUSARIUM

GRAMINEARUM SCHWABE COM BASE EM ESTS (EXPRESSED SEQUENCE TAGS).
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RESUMO

PANDOLFI, V. Perfil transcricional do fungo fitopatogénico Fusarium graminearum
Schwabe com base em ESTs (expressed sequence tags) 2006. 140 f. Tese (Doutorado) —

Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2006.

Perdas na producio e qualidade de grios de culturas de importincia econdmica como trigo,
milho e cevada causadas pelo fitopatégeno Fusarium graminearum Schwabe é uma realidade
na agricultura brasileira e no mundo. Desta forma a andlise gendmica funcional como a
disponibilizagdo de genes envolvidos no sistema de bioprote¢do contra doengas como a
fusariose tém sido uma das prioridades em estudos realizados em diferentes culturas. O
objetivo deste trabalho foi a obtencdo de sequencias espressas (ESTs) a partir de uma
biblioteca de cDNA do fitopatégeno F. graminearum isolado de espigas de cultivares de trigo
nacional cultivado sob condicdes de cultura in vitro, visando a obtencdo de um banco de
dados de genes expressos deste microrganismo, disponibilizado para estudos futuros de
expressdo génica, inclusive na interacdo com organismos antagonistas. Foi obtido um indice
de sucesso de 87 %, resultando em 1.983 seqiiéncias validas. A montagem dessas seqiiéncias
vélidas resultou na formacdo de 1.282 unigenes, constituidos por 1.008 singletons e 274
contigs. Na anélise pelo BlastX pelo GenBanK, 88 % os unigenes apresentaram similaridade
(e-value < 10'5) com proteinas deste banco de dados, entretanto, 91 % destes apresentaram
similaridade a protefnas hipotéticas. Quando estas seqii€ncias foram analisadas pelo banco
especifico de F. graminearum (FGDB-MIPS), a freqiiéncia de proteinas hipotéticas foi quase
quatro vezes inferior ao obtido no GenBank. A anotacdo dos unigenes foi realizada,
presumivelmente, de acordo com as categorias funcionais (FunCat-MIPS). As categorias de
maior representatividade desta biblioteca de cDNA foram aquelas constituidas por: proteinas

envolvidas em vias da informagdo genética DNA-RNA-proteina (26 %); proteinas hipotéticas
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(24 %) e proteinas do metabolismo (16 %). Tanto a categoria de proteinas envolvidas nos
processos de desenvolvimento como as envolvidas na percepcdo a estimulos externos
constituiram 10 % dos unigenes. A categoria constituida por proteinas envolvidas nos
transporte celular e a categoria no hit (sem similaridade) representaram 8 % e 6 % dos
unigenes, respectivamente. Também foi obtido 6 % dos unigenes que apresentaram
similaridade a proteinas associadas a estresses em geral. A andlise de redundancia revelou que
apenas 4 % dos transcritos apresentaram alta ou média expressdo e destes, 45 % apresentaram
similaridade com proteinas hipotéticas, sem uma fun¢do presumivel por este banco de dados.
Dentre os genes presumivelmente anotados, destacam-se os que codificam para enzimas
importantes em vias metabdlicas, principalmente integrantes do metabolismo de carboidratos
como, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, fosfoglicerato quinases e fosfoenolpiruvato
carboxilases. Também foram identificados componentes produzidos pelo metabolismo
secunddrio, como micotoxinas, proteinas associadas a estresse e patogenicidade de fungos.
Este estudo possibilitou a gera¢do de um grande nimero de informagdes sobre o perfil de
expressdo de genes deste fitopatégeno induzidos em resposta a estresses semelhantes ao
obtido pelo fungo durante o processo de infeccdo, contribuindo para o conhecimento dos

mecanismos envolvidos durante a interagio patégeno — hospedeiro.

Palavras-chave: cDNA, expressdo génica, fusariose, sequenciamento de DNA
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ABSTRACT

PANDOLFI, V. Transcriptional profile of the phytopathogen fungus Fusarium
graminearum Schwabe, based on ESTs (expressed sequence tags) analysis. 2006. 140 f.
Thesis (Doctoral) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,

Piracicaba, 2006.

Losses in production and quality of economically important grain crops, for instance wheat,
maize and barley, caused by the phytopathogen Fusarium graminearum Schwabe is a reality
in Brazilian and in worldwide agriculture. Hence, functional genomics analysis searching for
genes involved in bioprotection against diseases, such as fusariosis, has been a prioritiy in
different crops. The objective of this work was to obtain expressed sequences (ESTs) of a
cDNA library, which was constructed from the phytopathogen F. graminearum isolated from
spikes of national cultivars of wheat, under in vifro conditions, aiming at obtaining a database
of expressed genes that can be useful for future studies on gene expression and interaction of
this phytopathogen to antagonist organisms. A success index of 87 % resulted in 1,983 valid
sequences. The assembly of valid sequences lead to the formation of 1,282 unigenes,
consisted by 1,008 singletons and 274 contigs. In the BlastX analysis against the GenBanKk,
88 % of unigenes were similar (e-value < 10'5) to known proteins, however, 91 % of these
unigenes displayed similarity to hypothetical proteins. When these sequences were analysed
at the F. graminearum specific dataset (FGDB-MIPS), the hypothetical proteins frequency
was almost four times lower than the one obtained at the GenBank. Unigene annotations were
putatively performed according to established functional categories (FunCat-MIPS). The
highest representativeness categories in this cDNA database comprised: proteins involved on
genetic information - DNA-RNA-protein (26 %); hypothetical proteins (24 %) and

metabolism proteins (16 %). Proteins associated with developmental processes as well as
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proteins involved in perception of external stimuli comprised 10 % of unigenes. Cell transport
and no hit (no similarity) categories represented 8 % and 6 % of unigenes, respectively. In
addition, 6 % of the unigenes presented similarity to proteins associated to stresses in general.
Redundancy analysis revealed that only 4 % of transcripts presented high or medium
expression levels and, from these, 45 % were similar to hypothetical proteins, without any
putative function in this database. Among putatively annotated genes, it was remarkable the
presence of important enzymes involved in metabolic routes, mainly in carbohydrate
metabolism, such as glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, phosphoglycerate kinases
and phosphoenolpyruvate carboxylases. Important compounds associated to secondary
metabolism were also identified, such as micotoxins, proteins related to fungi stress and
pathogenicity. This study generated fundamental information about gene expression profile of
this phytopathogen in response to stresses that are similar to infection process, contributing to
the understanding of genetic and biochemical mechanisms involved at pathogen-host

interactions.

Key-words: cDNA, gene expression, fusariosis, DNA sequencing
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3.1. INTRODUCAO

O fungo Fusarium graminearum Schwabe (teleomérfo Gibberella zeae - Schwein.
Petch) é considerado um dos mais importantes patdégenos de trigo (Triticum aestivum L. em.
Thell), cevada (Hordeum vulgare L.) e milho (Zea mays L.), no Brasil e em varios paises
(LIMA, 2002; LUZ; STOCKWEL; BERGSTROM, 2003; REIS, 1986). A doen¢a causada
por este fitopatégeno, conhecida por fusariose, é considerada um dos grandes obsticulos para
a manutencdo da estabilidade da producdo de gréos.

Um dos grandes desafios em estudos de interacdo patdgeno x hospedeiro é
entender como os organismos respondem ao ambiente onde vivem e como se comportam
frente a uma condicio de estresse. Tem sido reportado que a cultura in vitro de
microrganismos fitopatogénicos sob o efeito de algum estresse nutricional ou ambiental pode
favorecer a inducdo de genes relacionados a patogenicidade, uma vez que estas condic¢des
simulariam aquelas encontradas por estes microrganismos durante o processo de infeccdo
(NIGENT, CHOFFE; SAVILLE, 2004; TRAIL et al., 2003). Metodologias moleculares nas
areas da genOmica, transcriptoma e protedmica tém sido bastante utilizadas em estudos que
visam investigar como organismos respondem a condi¢des adversas, como choque térmico,
exposicdo a drogas, estresse nutricional e ataque de patégenos (FELIX et al., 2002).

O conhecimento do genoma completo de Haemophilus influenzae, o primeiro
microrganismo a ter seu gemoma seqiienciado (FLEISCHMANN et al., 1995), abriu novas
perspectivas para a descoberta e interpretacdo das funcdes de seqii€éncias de DNA numa escala
gendmica de diferentes organismos. Um exemplo é o sequenciamento do fungo
Saccharomyces cerevisiae (GOFFEAU et al., 1996), o primeiro eucarioto a ter seu genoma
seqiienciado e referido como um dos fungos modelos para estudos na biologia molecular e
genética. Em 2003, Galagan e colaboradores reportaram o sequenciamento de Neurospora

crassa, o primeiro fungo filamentoso. A partir dai, novos projetos de sequenciamento de
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genomas foram estabelecidos, dando inicio a uma nova linha de pesquisa em biologia e
genética molecular, denominada genémica funcional.

O estudo de seqiiéncias de regides expressas (Expressed Sequence Tags - ESTs) de
genomas tem se mostrado uma importante metodologia para geragdo de informagdes tteis na
elucidacdo de como determinados genes, ou grupo deles, sdo transcritos em determinadas
condicdes fisiologicas e metabdlicas. Inicialmente desenvolvida para o estudo do genoma
humano (ADAMS et al., 1991), o impacto desta tecnologia tem gerado um grande incentivo a
projetos de transcriptomas de outros organismos eucariotos, incluindo fungos. Esta tecnologia
€ baseada no sequenciamento parcial de extremidades 3' ou 5' de clones de bibliotecas de
cDNA (DNA complementar) gerados a partir do RNA mensageiro (RNAm) (ADAMS et al.,
1991). Assim, quanto maior a expressio de um determinado gene em uma célula num
determinado momento, teoricamente maior serd o nimero de transcritos e, consequentemente,
maior serd o nimero de copias de cDNAs correspondentes (OHLROGGE; BENNING, 2000).
Desta forma, ESTs representam o perfil de expressdo de uma célula ou organismo, gerando
uma grande quantidade de informag@o em curto espago de tempo (FARIA-CAMPOS et al.,
2003).

Com base nisso, a construcdo de bibliotecas de cDNAs de fungos fitopatogé€nicos
tem possibilitado a geracdo de informagdes tteis para estudos de predicdo de genes,
principalmente daqueles relacionados aos processos de patogenicidade (IDNURM;
HOWLETT, 2001). Na construgdo de um banco de dados de ESTs de Heterobasidion
annosum, um fungo fitopatogénico de coniferas (KARLSSON; OLSON; STENLID, 2003),
foram identificados sete genes associados ao processo de infeccdo. Um estudo conduzido por
Keon et al. (2005) revelou que de 5.180 ESTs de Mycosphaerella graminicola, um dos mais
importantes patdgenos de trigo, 35 unigenes apresentaram homologia a seqiiéncias

relacionadas a fatores de viruléncia ou patogenicidade de fungos. Em uma andlise
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comparativa de ESTs de oito bibliotecas de cDNAs de Fusarium verticillioides, foram
identificados genes envolvidos tanto na producdo de micotoxinas por este fitopatégeno de
milho, como genes associados em processos de interagdo fungo-planta (BROWN et al., 2005).
Além disso, a metodologia de ESTs em diferentes fungos fitopatogénicos de importancia
agrondmica como por exemplo Magnaporthe grisea (KIM et al., 2001); Verticillium dahliae
(NEUMANN; DOBINSON, 2003); Ustilago maydis (NUGENT; CHOFFE; SAVILLE, 2004)
e Fusarium oxysporum (IIDA; OHARA; TSUGE, 2006) tém sido utilizada para inverstigar
genes preferencialmente expressos tanto nos processos normais de desenvolvimento como
aqueles associados a algum tipo de defesa/ viruléncia.

Devido a sua importancia como patégeno de culturas de expressdo econdmica
significativa, F. graminearum tem sido alvo de estudos e muitos aspectos fisioldgicos e de
patogenicidade deste microrganismo tém sido elucidados com auxilio da gendmica. Estudos
genOmicos de F. graminearum tiveram inicio no final dos anos 90, com a geracdo de
bibliotecas de ESTs do fungo cultivado in vitro ou isolado de plantas infectadas com este
fitopatégeno (GOSWAMI; KISTLER, 2004). Em 2002, Kruger e colaboradores, construiram
um banco com 4.838 ESTs geradas a partir de uma biblioteca de cDNA de trigo infectado por
F. graminearum. Porém uma por¢ao muito pequena destas seqiiéncias era derivada do fungo,
obtendo-se assim pouca informagéo sobre este fitopatdgeno.

Para melhor entendimento do desenvolvimento e patogenicidade de F.
graminearum, Trail et al. (2003) realizaram um estudo que resultou na geracdo de trés
bibliotecas de cDNA: uma biblioteca a partir de peritécio do fungo em maturacido (P) e as
outras duas bibliotecas a partir da cultura micelial do fungo crescendo em meio com
deficiéncia de carbono (C) ou nitrogénio (N). Segundo estes autores, dos 16 genes associados
a viruléncia e patogenicidade, 15 foram obtidos a partir das bibliotecas C e N, confirmando

que o crescimento deste fungo sob baixa disponibilidade de C ou N, pode favorecer a
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expressdo de genes importantes no processo de infecdo. Ainda neste ano, com a divulga¢édo do
sequenciamento do genoma de um membro da linhagem 7 de F. graminearum (isolado PH-1),
pelo Instituto “Broad” (www.broad.mit.edu), em colaboracio com cientistas das
universidades do Estado de Michigan, de Minnesota e Purdue, do Instituto de Tecnologia de
Massachusetts e do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, surgiram novas
perspectivas em estudos envolvendo este fitopatdgeno. A técnica de sequenciamento adotada
(WGS - whole genome shotgun sequencing, ou sequenciamento do genoma completo por
fragmentos aleatérios), consiste na clivagem mecanica aleatéria do DNA gendmico e
consequente agrupamento das seqiiéncias contiguas (BATZOGLOU et al., 2002). Esta
estratégia foi eficiente para cobrir 90 % do genoma deste fungo, cujo tamanho foi estimado
em 40 Mb, distribuido em 4 cromossomos. Desde entdo, o avango no conhecimento e geracao
de informacgdes tem evoluido rapidamente, tornando-se um fator importante para que seja
considerado um organismo modelo em estudos de interag@o patogénica fungo-planta.

Tendo em vista a expressdo de F. graminearum como um fitopatégeno importante
na América do sul, principalmente na regifo sul do Brasil, estudos genémicos de isolados de
insidéncia local sdo de extrema importincia, uma vez que geram um grande ndmero de
informagdes que poderdo ser utilizadas em vdrias linhas de pesquisas, principalmente aquelas
associadas ao controle de doengas flingicas de abrangéncia nacional.

O objetivo deste trabalho foi a obtengdo de sequencias espressas (ESTs) a partir de
uma biblioteca de cDNA do fitopatégeno F. graminearum, isolado de espigas de cultivares de
trigo da Embrapa Trigo, RS, e cultivado sob condicdes de cultura in vitro, visando a obtencao
de um banco de dados de genes expressos deste microrganismo, a ser disponibilizado para

estudos futuros de expressdo génica, inclusive frente a organismos antagonistas.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Condicoes de cultivo de F. graminearum

O isolado do fungo F. graminearum utilizado neste trabalho foi obtido de espigas
de cultivares de trigo, e gentilmente fornecido pelo perquisador Dr. Wilmar C. da Luz, da
Embrapa Trigo, Passo fundo, RS. A cultura deste isolado foi estabelecida em meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar) (NELSON; TOUSSON; MARASAS, 1983) em cimara de
crescimento a 28°C, fotoperiodo de 12 horas, durante 6 dias. Apds este periodo as culturas
foram mandtidas a 4°C no Laboratério de Biologia Molecular e Gendmica do Depto. de
Ciéncias Bioldgicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de
Sdo Paulo (CEBTEC/ ESALQ/ USP). Experimentos foram conduzidos a partir da massa
micelial do fungo crescido em meio de cultura BDA % (contendo Y4 da quantidade de
dextrose e extrato de batata). As culturas foram incubadas durante 6 dias a 28°C, sob
condicdes de fotoperiodo de 12 horas luz/ 12 horas escuro. Foram preparadas diversas
repeticdes de placas de cultivo, a fim de se obter quantidade suficiente de micélio para o

1solamento do RNA total.

3.2.2. Construciao da biblioteca de cDNA
3.2.2.1. Extraciao de RNA total

O RNA total foi isolado de micélios de F. graminearum de acordo com protocolo
descrito por Sokolovsky et al. (1990). Aliquotas de 300ug do micélio do fungo foram
maceradas em nitrogénio liquido e ressuspendidas em 750uL de tampdo de extracdo (NaCl
0,6 M; EDTA 10 mM; TRIS-HCI 100 mM, pH 8,0; SDS 4 %) mais 750uL de Fenol saturado
com TRIS- HCI, 0,1 M, pH 8,0. Apés agitagdo vigorosa por 15 segundos, as amostras foram
centrifugadas a 10.600 x g (Eppendorf. 5804 Rotor F45-30-11) a temperatura ambiente (T.A.)

por 10 minutos. A fase superior foi transferida para um novo microtubo e, apds a adigdo de
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0,75 volume de LiCl 8 M , a suspensdo foi incubada por uma noite a -20°C. No dia seguinte,
as amostras foram centrifugadas a 10.600 x g, a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi ressupendido em 300ul de dgua-DEPC (4gua tratada com
diethylpyrocarbonate 0,1 %), 1/10 do volume de NaOAc 3M, pH 5,5 e 2,5 volumes de etanol
absoluto (-20°C). Ap6s permanecerem a -70°C, por 1 hora, as amostras foram centrifugadas a
10.600 x g, a 4°C por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o RNA total foi precipitado
em 1 mL de etanol 80 % (80 % de etanol absoluto:20 % d4gua-DEPC), novamente
centrifugado a 10.600 x g, a 4°C por 5 minutos. O RNA sedimentado foi seco em estufa a
37°C durante 10 minutos e ressuspendido em 50 pL de 4gua-DEPC. A concentragdo do RNA
total foi determinada por espectrofotometria a 260 nm (1 ODy¢ = 40 ng de RNA mLY)e a
qualidade determinada pelas razdes Axeo/Azso € Azeo/ Azzonm- A integridade do extrato de RNA
total foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1 % , utilizando brometo de etideo (0,5
ug mL™) para visualizacio das bandas (SAMBROOK et al., 1989). A documentacido
fotogréfica foi realizada no Electrophoresis Documentation and Analysis System-120 (Kodak
Digital Science) utlizando-se o programa 1D [Image Analysis Software (Kodak Digital
Science). O RNA foi precipitado em 1/10 do volume de NaOAc 300 mM, pH 5,5; 1/50

volumes de glicogénio (50 pg/ mL) e 2,5 volumes de etanol absoluto e armazenado a -80°C.

3.2.2.2. Isolamento do RNA mensageiro

Amostras de RNAm foram isoladas a partir do RNA total utilizando o Kit Oligotex
dT (QIAGEN), conforme as instru¢cdes do fabricante. Partiu-se de uma aliquota de 1 mg de
RNA total em 500 pL. de dgua-DEPC. Foram adicionados 500 pL. de uma solug¢do tampao
Buffer OBB (TRIS-HCI1 20 mM, pH 7.,5; NaCl 1M; EDTA 2 mM e SDS 0,2 % ) e 100uL de
Oligotex Suspension. Os oligos (dT) contidos nesta resina pareiam-se a cauda poli(A)" das

extremidades 3” das moléculas de RNAm. Apds aquecimento a 70°C por 5 minutos, seguido
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pela incubagdo a 37°C por mais 20 minutos, a suspensdo composta por RNA total/ e oligo
(dT) foi centrifugada a 20.000 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e identificado como “eluato” 1. O precipitado remanescente foi ressuspendido em
600uL. de Buffer OW2 (TRIS-HCI 10mM, pH 7,5; NaCl 150mM e EDTA ImM). A
suspensdo foi transferida para uma coluna RNase-free Spin Columns, que foi colocada dentro
de um microtubo. Apés centrifugacdo a 12.000 x g por 2 minutos, retirou-se a coluna do
microtubo e a solugdo remanescente foi denominada de “eluato 2”. A coluna foi transferida
para um novo tubo e adicionou-se novamente 600 UL de Buffer OW2. Apds nova
centrifugacdo o eluato foi coletado e identificado como “eluato 3”. A coluna foi novamente
transferida para um novo microtubo e, apds a adicdo de 100pL de Buffer OEB (TRIS-HCI 5
mM, pH 7,5) pré-aquecido a 70°C, foi submetida a centrifugacdo a 20.000 x g por 1 minuto.
Esta tltima etapa foi repetida mais uma vez, sem trocar o microtubo, obtendo-se 200 uL de
solugdo identificada de mRNA. Por fim, o mRNA eluido da coluna foi precipitado em 1/10 do
volume de NaOAc 300 mM, pH 5,5; 1/50 volumes de glicogénio (50pug/ mL) e 2,5 volumes
de etanol absoluto (-20°C). Apds permanecer a -80°C por 2 horas, a solugio foi centrifugada a
20.000 x g a 4°C por 45 minutos, o precipitado foi lavado com 2 mL de etanol 75 % (75 % de
etanol absoluto: 25 % dgua-DEPC) e seco por 20 minutos a 37°C. O RNAm final foi
ressuspendido em 7 pL de dgua-DEPC e uma aliquota de 1 pL foi submetida a eletroforese

em gel de agarose 1 %.

3.2.2.3. Sintese do cDNA fita dupla

A sintese do cDNA e clonagem direcionada no vetor pSPORT 1 foi realizada
utilizando-se o Kit SuperScript Plasmid System for c¢DNA Synthesis and Cloning
(Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. A suspensio de RNAm (6 pL) obtida

na etapa anterior foram adicionados 2 UL de Nofl primer adapter, o qual consiste de um
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iniciador oligo(dT) associado a um adaptador com um sitio de restricao para a enzima Nofl. A
reacdo foi aquecida a 70°C por 10 minutos e transferida para o gelo a fim de permitir a
ligacdo do adaptador as extremidades poli(A). Em seguida, adicionou-se 4 uL do tampao
First Strand Buffer (TRIS-HCI1 250 mM, pH 8,3; KCI 375 mM e MgCl, 15 mM), 2 uL de
DTT 0,1 M, 1uL de dNTP 10 mM e 1uL de nucleotideo radioativo 32p dCTP (1 pnCi/ pL).
Ap6s estabilizado a 37°C por 2 minutos, o RNAm foi reversamente transcrito através da
adicdo de 4 pL da enzima SuperScriptRT 11 (200 U/ uL). A mistura de reacdo foi incubada a
37°C por 2 h.

Para a sintese da segunda fita de cDNA, foram adicionados a reacdo 93 uL de
dgua-DEPC, 30 uL do Second Strand Buffer [TRIS-HCl 100mM, pH 6,9; KCI 450 mM;
MgCl, 23 mM; B-NAD" 0,75 mM; (NH;),SO4 50 mM] e 3 puL de dNTP 10 mM. A seguir,
adicionou-se 1 UL de E. coli DNA ligase (10U/ uL), 4 pL de E.coli DNA polimerase 1 (10U/
puL ) e 1 puL de RNase H (2U/ pL). Ap6s a incubacio a 16°C por 2 horas, foram adicionados 2
UL de T4 DNA polimerase (SU/ uL) e a mistura de reac¢do foi novamente incubada a 16°C por
mais 5 minutos. A suspensio de cDNA foram adicionados 10 uL de EDTA 0,5 M, seguindo-
se de extracdo com 150 uL. de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1). Apds
centrifugacdo a 20.000 x g, 4°C, por 5 minutos, a fase superior foi transferida para um novo
microtubo, e o cDNA foi precipitado com 70 uL de NH4OAc 7,5 M e 500 puL de etanol
absoluto (-20°C). Realizada a centrifugagio a 14.000 x g 4°C, por 20 minutos, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70 % (-20°C) preparado com
dgua-DEPC, centrifugado (14.000 x g a 4°C, por 10 minutos) seco a 37°C por 10 minutos e
entdo ressuspendido em 25 pL de agua-DEPC.

Ap6s ter sido sintetizada a segunda fita, foi adicionado um novo sitio de restri¢ao

(adaptador Sall) as duas extremidades dos insertos. Para isso foram adicionados 10 pL de
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tampao T4 DNA ligase [TRIS-HCI 250 mM, pH 7,6; MgCl, 50 mM; ATP 5 mM; DTT 5 mM
e PEG 8000 25 % (p/v)], 10 uL. do adaptador Sall (1png/ pul) e 5 ul. da enzima T4 DNA
ligase (1U/ pL) em volume final de 50 pUL. A reacdo permaneceu por 16 h a 37°C. Os
adaptadores ndo ligados e as enzimas foram removidos com a adicdo de 50 pL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), seguida de centrifugagdo a 20.000 x g, a T.A.,
por 5 minutos. A fase superior foi transferida para um novo microtubo e o cDNA foi
precipitado com mesmo volume de etanol absoluto, centrifugado mais uma vez, e entio foi
lavado com 200 pL de etanol 70 % (-20°C), contendo dgua-DEPC. Apds nova centrifugacio,
o cDNA foi seco a 37°C por 10 minutos e ressuspendido em 41 uL de 4dgua-DEPC. Os
adaptadores Sall, adicionados as extremidades 3 dos insertos, foram digeridos para se obter
sitios de restricdo distintos em cada extremidade: Sall na extremidade 5% Notfl na
extremidade 3°. Para isso, adicionou-se 5 UL de tampao React 3 e 4 UL da enzima de
restricdo Notfl (15 U/ mL). Apdés 2 horas de incubagdo a 37°C, a mistura de reacdo foi
novamente precipitada com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugada a
20.000 x g, T.A., por 5 minutos. A fase superior (45 pL) foi transferida para um novo
microtubo e ressuspendida em 25 pl de NH4OAc 7,5 M e 150 pl de etanol absoluto (-20°C).
Ap6s centrifugacdo (20.000 x g a T.A. por 20 minutos), o precipitado foi lavado com etanol

70 %, centrifugado por 10 minutos e seco a 37°C por 10 minutos.

3.2.2.4. Fracionamento do cDNA e clonagem no vetor pSPORT1

O cDNA foi ressuspendido em 100 pL. de tampdo TEN (TRIS-HCI 10 mM, pH
7,5; EDTA 0,1 mM; NaCl 25 mM) para dar inicio a etapa de fracionamento, que permite a
reducdo de insertos pequenos e facilita a construcio da biblioteca com fracdes enriquecidas de
cDNAs maiores que 500 pb. A selecdo das fragdes do cDNA foi conduzida por cromatografia

através de coluna Sephacryl S-500 HR fornecida pelo Kit SuperScript Plasmid System for
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cDNA Synthesis and Cloning (Invitrogen). Vinte fracdes de 35 pL foram individualmente
coletadas e aliquotas de 5 uL foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1 %. O
cDNA contido no gel de agarose foi transferido para uma membrana de ndilon Zeta-Probe
membrane (Bio-Agency) e as fra¢des reveladas em Storm Scanner (Amersham Biosciences).
Fragmentos de cDNA acima de 500 pb foram clonados nos sitios Notl e Sall do plasmideo
PSPORTI SuperScript Plasmid System (Invitrogen). Para a reagao de ligacdo, foram utilizados
3 uL de cDNA das fracdes selecionadas para 0,5 L de vetor pSPORT1, 2 uL de tampdo de
T4 DNA ligase, 1 pL da enzima 74 DNA ligase (50U/ uL) e o volume final ajustado para 10

UL com dgua milli.Q esterilizada. A mistura de reacdo foi mantida & T.A. por 3 horas.

3.2.2.5. Transformacao em células competentes

A mistura de reagdo de ligacdo foram adicionados 2,5 uL de tRNA de levedura, 6
puL de NH4OAc 7,5 M e 35 pL de etanol absoluto (-20°C). Apds centrifugacdo a 20.000 x g a
T.A., por 20 minutos, o sedimento foi lavado com 500 pl de etanol 70 % (-20°C),
centrifugado novamente, seco a 37°C por 10 minutos e ressuspendido em 5 UL com &4gua
Milli.Q esterilizada. Aliquotas de 2 pl. da mistura de reacdo de ligacdo foram utilizadas para
transformacdo em 20 UL de células competentes Escherichia coli EletroMAX DHI10B
(Invitrogen), por eletroporag@o no equipamento BioRad Gene Pulser (25 pF; 200 Q; 1.8 kV).
Imediatamente foi adicionado 1 mL de meio de cultura S.O.C (triptona 2 %; extrato de
levedura 0,5 %; NaCl 5 M; MgCl, 1 M; KCI 1 M e MgSO4 1 M) a suspensdo de células
eletroporadas, que foram entdo incubadas a 240 rpm, 37°C, durante 2 h. Apds esse periodo, as
células foram plaqueadas em meio LB so6lido, suplementado com ampicilina 1,2 % (100 mg/

L). Aproximadamente 30 minutos antes da inoculagéo, foram adicionados ao meio de cultura,

100 uL de X-Gal (20 mg/ mL) e 40 pL de IPTG (100 mM). As culturas foram incubadas a
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37°C durante 16 h e posteriormente transferidas a 4°C para identificacio das colOnias

recombinantes, com coloracdo branca.

3.2.2.6. Extracao do DNA plasmidial - Miniprep

As coldnias recobinantes foram inoculadas individualmente em microplacas de
cultivo (96 pocos) contendo 1 mL de meio de cultura CircleGrow (Bio 101, Inc., Cat. N.
3000-142) suplementado com ampicilina 1,2 % (100 mg/ L). Em seguida, as microplacas
foram fechadas com adesivos plésticos transparentes, perfurados com agulha, para oxigenacao
e melhor crescimentos dos clones, e incubadas a 320 rpm, 37°C, durante uma noite. Aliquotas
de 100 pL de cada cultura foram transferidas para uma nova microplaca e apds adicionado
100 pL de glicerol 50 % as microplacas foram armazenadas a -80°C.

Para a extragcdo do DNA plasmidial foi utilizado o método de lise alcalina para
microplacas (http://sucest.lad.ic.unicamp.br/public), com algumas modificacdes. Apds as
células terem sido sedimentadas a 3.200 x g (centrifuga Eppendorf A-4-62) por 6 minutos a
T.A., o sobrenadante foi descartado por inversdo e as células foram ressuspendidas em 240
uL de solucdo GET (glicose 20 %; EDTA 0,5 M, pH 8,0 e TRIS-HC1 1 M pH 7,4). Apés uma
nova centrifuga¢do, o sobrenadante foi descartado por inversio e as células foram
ressuspendidas em 80 uL de G.E.T. A suspensdo foi transferida para uma microplaca de
fundo redondo (tipo Elisa) contendo 2,5 pL. de RNase (10 mg/ mL). Foram entdo adicionados
80 pL de uma solucdo consistindo de NaOH 0,2 N e SDS 1 % e ap6s 10 minutos a T.A. foram
adicionados 80 pL de KOAc 3 M, permanecendo por mais 10 minutos a T.A. A suspensdo foi
incubada a 90°C durante 30 minutos, imediatamente transferida para o gelo por 10 minutos e
centrifugada a 3.200 x g, a T.A., por 4 minutos. Aproximadamente 160 uL das suspensdes
foram filtradas através de microplaca Millipore (MAGV N22). Ao filtrado foram adicionados

110 pL de isopropanol que foi entdo centrifugado a 3.200 x g, a T.A., por 45 minutos. O
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sobrenadante foi descartado por inversdo e o sedimento foi lavado com 200 uL de etanol 70
% (-20°C) e novamente centrifugado a 3.200 x g & T.A., por 45 minutos. O sedimento
resultante foi seco a T.A., durante 16 h e, finalmente, ressuspendido em 60 uL de dgua Milli-

Q esterilizada.

3.2.2.7. Validacao da biblioteca de cDNA

Para validacdo da biblioteca de cDNA de F. graminearum, fez-se uma anélise de
presencga e tamanho dos insertos clonados no vetor pSPORT1. Uma média de 20 clones por
microplaca foram selecionados, aleatoriamente, e submetidos a digestdo com a endonuclease
Pvu 11 (Invitrogen). Foram utilizados 1 uL do DNA plasmidial, 1 uL. da enzima Pvu II (10 U/
uL), 1,5 pL de tampdo React 3 (Invitrogen) e o volume final ajustado para 15 uL com dgua
Milli.Q esterilizada. Apds permanecer por 3 horas a 37°C, uma aliquota da mistura de reacdo
foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1 % a 100 V durante 2 h. A biblioteca de
cDNA foi estabelecida como valida, contendo maioria dos clones (média de 70 %) com
insertos acima de 500 pb e o DNA plasmidial foi quantificado em gel de agarose 1 %, usando

como padrdes de peso molecular pPGEM (Promega) 50, 100 e 200 ng/ mL.

3.2.2.8. Reacio de Sequenciamento

As ESTs foram obtidas a partir do sequenciamento da extremidade 5' dos insertos,
utilizando o primer T7 (5' TAATACGACTCACTATAGGG 3'). A reagio de sequenciamento
foi realizada segundo as especificacdes do DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Kit
(Amersham Biosciences). Aos 200 ng de DNA plasmidial foram adicionados 2 pL de tampao
“Save money” (TRIS 200 mM, pH 9,0; MgCl, 5 mM), 2 uLL de DYEnamic ET Terminator
(Amersham Biosciences) e 2 uLL de primer T7 [(3,2 pmoles/ uL.)]. O volume foi ajustado para

10 uL com dgua Milli.Q esterilizada. A mistura de reacdo foi submetida a 30 ciclos de 20
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segundos a 95°C, 25 segundos a 50°C e 1 minuto a 60°C, no termociclador GeneAmp PCR
Systems 9700 (Applied Biosystem). A purificacdo das amostras foi realizada adicionando 1uL
de NaOAc 1,5 M, pH 8,5, EDTA 250 mM e 100 uL de etanol absoluto (-20°C). Apds
centrifugacdo a 3.200 x g, a 4°C, durante 45 minutos, o etanol foi descartado e o DNA foi
lavado com 150 pL de etanol 70 % (-20°C). Foi realizada mais uma centrifugacio a 3.200 x
g, a 4°C, por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado, o DNA foi seco a T.A. durante 1
hora e ressuspendido em 10 pL. com Hi Di Formamide (Applied Biosystem). Os clones foram

submetidos ao seqiienciamento automatico ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem).

3.2.3. Analise das ESTs

Os arquivos de cromatogramas, oriundos das leituras dos fragmentos produzidos
pelo seqiienciador automdtico de DNA, foram transferidos para o banco local para
armazenamento, processamento e andlises e busca de similaridade utilizando o sistema Egene
(DURHAM et al., 2005), desenvolvido no Departamento de Ciéncia da Computacido, da
Universidade de Sao Paulo (IME/ USP).

O pré-processamento das seqii€ncias incluiu a elimina¢do de trechos de baixa
qualidade (valor phred abaixo de 20). Nas seqii€ncias de boa qualidade, foram retiradas as
regides correspondentes a vetores, primers. Foram eliminadas, também possiveis seqii€ncias
contaminantes (seqiiéncias mitocondriais, RNA ribossomicos e humano) e seqii€éncias de
tamanho reduzido, ou seja, onde os trechos de boa qualidade correspondentes aos insertos
tinham menos do que 70 pb. Desta forma, os nucleotideos das seqiiéncias de entrada similares
a estas regides contaminantes foram removidos ou mascarados e ndo fizeram parte das
andlises computacionais. Através do programa Contig Assembly Program 3 - CAP3
(HUANG; MADAN, 1999) foi realizado o agrupamento e montagem das seqiiéncias, onde

fragmentos com tamanho maior ou igual a 100 pb, com qualidade Phred > 20, foram
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utilizados na formagao dos contigs (grupos de sequéncias alinhadas) e singletons (sequéncias
distintas ndo agrupadas). Foram exigidos, no minimo, 30 pb de similaridade entre as
seqiiéncias com identidade de 90 % para que houvesse a sobreposicdo das ESTs. A biblioteca
foi designada FGEQBDAXXX-YY, onde: FG = Fusarium graminearum; EQ= ESALQ/
USP; BDA = meio de cultura “batata-dextrose-agar”’; XXX = n° da microplaca (96 pogos) e

YY =localizagdo do clone na microplaca.

3.2.3.1. Analise de similaridade e anotaciao funcional das seqiiéncias tinicas

Primeiramente, as seqiiéncias consenso dos contigs e o0s singletons de
F.graminearum gerados foram comparadas com seqiiéncias depositadas no banco de dados
nao redundante (nr) do GenBank utilizando o algoritmo BlastX (ALTSCHUL et al., 1990).
Uma segunda anélise foi realizada comparando-se os unigenes (contigs + singletons) com
seqiiéncias de nucleotideos e de proteinas (BlastN e BlastX, respectivamente) especificas de
F. graminearum, presentes no Fusarium graminearum Genome Database -FGDB
(GULDENER et al., 2006) e disponivel no Munich Information Center for Protein
Sequences- MIPS (MEWES et al., 2000).

As seqiiéncias identificadas pelo BlastN (e-value 510’5) foram classificadas de
acordo com quatro categorias protéicas definidas pelo banco do FGDB-MIIPS: classe 1,
seqiiéncias com similaridade a proteinas com funcdo conhecida (Known protein); classe 2,
similaridade a proteinas com funcdo presumivel determinada (putative/ related protein);
classe 3, similaridade a proteinas cuja funcéo é desconhecida (Unknown/ hypothetical protein)
e classe 4, similaridade a ESTs (Similarity to ESTs). Esta classificacdo foi realizada pelo
sistema Protein extraction, description and analysis tool — PEDANT (http://pedant.gsf.de)
com base em proteinas previamente anotadas para o genoma de Neurospora crassa € S.

cerevisiae (FRISHMAN et al., 2003, RILEY, 2005).
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Os resultados da andlise pelo BlastX no banco FGDB-MIPS foram agrupados de

acordo com o e-value obtendo-se, desta forma, 4 grupos: seqiiéncias com “alta
significincia”(e-value < 10'20), “média significancia” (e-value de 10° a 10'19), “baixa/
nenhuma significincia” (e-value > 10'5) e “sem similaridade” (no hit). Somente as
identificacdes de seqiiéncias com alta e média significincia, juntamente com os no hit foram
anotados, manualmente, de acordo com as categorias do Funtional Catalogue — FunCat
(RUEPP et al, 2004), um sistema de anotacio funcional disponivel em:
http://mips.gsf.de/genre/proj/fusarium. Para a andlise de redundincia desta biblioteca de
cDNAs de F. graminearum, os contigs (conjunto de seqiiéncias com sobreposicoes)
constituidos a apartir de 9 ESTs foram considerados “altamente expressos”, sendo que os

contigs constituidos de 5 a 8 ESTs foram considerados de “média expressao”.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Construcao e analise da biblioteca de cDNA

As amostras de RNA total de F. graminearum crescido em meio BDA % foi
isolado conforme descrito por Sokolovsky et al. (1990) e o RNA mensageiro foi purificado
com o Kit Oligotex dT (Qiagen). A sintese de cDNA do fungo crescido sob condicdes in
vitro foi realizada utilizando o Kit SuperScript Plasmid System for cDNA Synthesis and
Cloning (Invitrogen). A metodologia utilizada mostrou-se eficiente tanto para a obtengdo de
RNA total (Figura 3.1a) e RNAm mensageiro (Figura 3.1b) de F. graminearum de boa
qualidade, como para a obten¢do de um alto nimero de clones recombinantes.

A selecdo das fragdes utilizadas para clonagem no vetor pSPORT1 (Invitrogen) foi
feita com base no tamanho dos fragmentos de cDNA separados em gel de agarose 1 %. A

visualizacdo do tamanho dos fragmentos foi possivel devido ao uso dos nucleotideos
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radioativos (a'SZP dCTP) incorporados ao cDNA durante sua sintese. Com base nisso, somente

fragmentos acima de 500 pb foram selecionados para clonagem (Figura 3.1c).

RNA
ladder 1 2 ladder RNAm 1 2 3

-
—
1.63 Kb —| s
1.02Kb_|
-
—

9.49 Kb__|
7 46 Kh—

4.40 Kb—

237Kb__|

1.35 Kb—1

024 Kb___{

Fragdes entre
2,0e 1,0Kb

Figura 3.1 - llustragdo das etapas envolvidas na obtencdo de fragmentos de cDNA de F.
graminearum. A) RNA total; B) RNAm purificado a partir do RNA total; C) Fracoes de
cDNA purificadas em colunas de Sepharose. As fracdes 7, 8 e 9 (entre 1Kb e 2Kb)
foram selecionadas para clonagem no plasmidio pSPORT1.

A primeira etapa para determinar a qualidade da biblioteca de F. graminearum foi

verificar a quantidade de clones com insertos. Para esta biblioteca construida no presente
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trabalho e denominada FGEQBDA, foram gerados 2.304 clones de ESTs de F. graminearum

cultivado in vitro. Destes, uma média de 91 % dos clones apresentaram insertos (Figura 3.2).

pSPORTI1
1
2.04 Kb ' :
1.02 Kb
2.04 Kb
1.02 Kb

Figura 3.2 — Eletroforese em gel de agarose 1 % de clones, escolhidos aleatoriamente, digeridos com a
endonuclease Pvull e para constatacdo da presenca e tamanho dos insertos clonados no
plasmideo pSPORTT.

Estes resultados demonstraram a eficiéncia do processo de fracionamento do
cDNA e do processo de clonagem. Portanto, os resultados foram considerados satisfatdrios
para dar prosseguimento as etapas de sequenciamento e geracdo de um banco de ESTs deste

fungo fitopatogénico de importancia agricola.
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3.3.2. Analise das ESTs

Dos 2.304 clones de ESTs de F. graminearum gerados, 2.288 (99 %) clones foram
selecionados para o sequenciamento a partir da extremidade 5' dos insertos. As seqiiéncias
obtidas passaram por um pré-processamento que incluiu o corte e a remocdo das seqii€ncias
com baixa qualidade. Nas seqiincias de boa qualidade, foram retiradas as regides
correspondentes a vetores, primers e seqiiéncias que apresentaram tamanho inferior a 70 pb
com qualidade (phred < 20). Também foram eliminadas seqii€ncias contaminantes, onde os
insertos correspondiam a seqiiéncias mitocondriais, ribossomais e humano.

Ao final deste processo foram obtidas 1.983 seqii€ncias validas, resultando em um
indice de sucesso de 87 %. Este alto indice de sucesso reflete a boa qualidade do
sequenciamento, sendo que apenas 8,57 % das seqiiéncias foram removidas por baixa
qualidade, auséncia de seqiiéncias contaminantes, como seqii€éncias de bactérias, humanas e
mitocondriais, como também pelo baixo nimero de seqiiéncias ribossomais (4 %). Apenas 0,8
% das seqiiéncias foram eliminadas por apresentarem tamanho considerado insatisfatdrio.
Também foi avaliada a qualidade da biblioteca, estimando-se a porcentagem das seqiiéncias
que eram quase que unicamente vetores ou seqiiéncias contaminantes. Estas totalizaram 130
seqiiéncias, ou apenas 0,57 % do total, reforcando o resultado de boa qualidade da biblioteca

de cDNA (ADAMS et al., 1995).

3.3.3. Distrubuicao das ESTs em contigs e singletons

Na montagem das 1.983 seqiiéncias vélidas, de acordo com o programa Cap3
(HUANG; MADAN, 1999), 1.008 transcritos (78,6 %) foram encontrados uma tnica vez,
constituindo, assim, os singletons. As 975 ESTs restantes formaram 274 contigs (21,4 %)

constituidos pela sobreposicdo de 2 a 33 ESTs (Figura 3.3). Foram exigidos, no minimo, 30
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pb de similaridade entre as seqiiéncias com identidade de 90 % para que houvesse a
sobreposi¢ao das ESTs.

O nimero médio de pares de bases nos contigs e nos singletons com qualidade
phred > 20 foi de 664 pb e 435 pb, respectivamente. O tamanho dos consensos nos contigs
variou de 250 a 1.942 pb, sendo que a grande maioria (98 %) dos contigs foi constituida por
consensos com tamanho acima de 300 pb (19 % com tamanho > 300 < 500 pb e 79 % acima
de 500 pb). Apenas 2 % dos contigs apresentaram tamanho inferior a 300 pb (minimo de 250
e maximo de 300 pb). Esta montagem resultou na formacdo de 1.282 unigenes e permitiu

determinar a redundéncia para esta biblioteca, que foi estimada em 27 %.
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Figura 3.3 - Redundéncia dos unigenes (singletons e contigs) na biblioteca de cDNA de F.
graminearum (FGEQBDA). Os unigenes, em sua maioria foram singletons (1.008) e
os contigs restantes (274) foram constituidos pela sobreposicdo de 2 a 33 ESTs.

O indice de novidade desta biblioteca foi estabelecido dividindo-se o ndmero de

singletons e contigs pelo nimero total de ESTs (1.983). Para esta biblioteca, o indice de
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novidade foi calculado em 65 %, ou seja, a cada dez informacdes seis eram novas para este
banco, significando que os clones poderiam continuar a serem seqiienciados a fim de gerar
novas informagdes. Os clones obtidos até entdo foram considerados suficientes para dar

prosseguimento as andlises inicialmente propostas para este estudo.

3.3.4.. Analise de similaridade (BlastX ) contra o banco (nr) do GenBank

Numa primeira andlise, os 1.282 unigenes foram comparados contra o banco de
proteinas (nr) do GenBank utilizando-se o algoritmo BlastX. Nesta comparagdo, 88 % das
seqiiéncias (1.133 unigenes) tiveram similaridade (e-value < 10®) com proteinas deste banco
de dados, sendo que 12 % tiveram baixa ou nenhuma similaridade (e-value >10'5) com
proteinas do GenGank. A identidade de aminodcidos no alinhamento das seqii€éncias com este
banco de dados variou de 50 a 100 %, porém a maioria 87 % (985) das seqii€éncias apresentou
identidade maior que 80 %.

Também foi verificado, o valor de “S” (score) obtido no BlastX entre as
seqiiéncias com similaridade neste banco. Nesta andlise, somente os dados do BlastX com
score > 50 e e-value < 10” foram considerados significantes. Segundo este critério, 78 % das
seqiiéncias apresentaram similaridade satisfatéria com o GenBank (52 % com score > 50 <
299 e 26 % com score > 300) ou seja, 10 % a menos que obtido na andlise onde foi
considerado o ponto de corte o e-value. Entretanto, a freqii€éncia de seqiiéncias com score <50
(e-value >107) manteve-se em 12 %. Um exemplo utilizando este tipo de anélise (e-value e
score) é o estudo com bibliotecas de ESTs de V. dahliae, geradas a partir de duas condicdes
de crescimento in vitro deste fungo (NEUMANN; DOBINSON, 2003). Segundo estes
autores, aproximadamente 55 % das ESTs geradas tiveram alta similaridade com seqii€ncias
de protefnas no banco “nr” do NCBI, quando utilizando os mesmos padrdes (score >50, e-

value 510'5). Os restantes 45 % tiveram baixa ou nenhuma similaridade. V.dahliae tem sido
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referido como um importante patégeno de um grande nimero de plantas, incluindo espécies
de importancia econdmica (FRADIN; THOMMA, 2006). Estas andlises revelam a
importancia de se avaliar os dois pardmetros no momento de inferir sobre a significincia entre
duas seqiiéncias.

Embora a maior propor¢do dos unigenes, 88 % ou 78 % , dependendo do padrdo
utilizado como referéncia, tenha mostrado similaridade com proteinas do banco “nr” do
GenBank, quando era identificada a proteina associada & seqiiéncia, 91 % destas
apresentavam homologia a proteinas hipotéticas. Este alto indice de proteinas hipotéticas,
embora bastante comum em trabalhos de sequenciamento de ESTs, foi muito superior ao
obtido em estudos tanto com outras espécies de fungos, U. maydis, F. oxysporum, V. dahliae
(NUGENT; CHOFFE; SAVILLE, 2004; IIDA; OHARA; TSUGE, 2006; NEUMANN;
DOBINSON, 2003), como para a mesma espécie de F. graminearum: isolado PH-1 (TRAIL
et al., 2003). Segundo estes autores, o indice de unigenes representativos por proteinas

hipotéticas t€ém sido inferior a 50 %.

3.3.5. Analise de similaridade (BlastN e BlastX) contra o banco FGDB — MIPS

Os unigenes foram comparados com as seqiiéncias de nucleotideos (BlastN) e de
proteinas (BlastX) do FGDB-MIPS (GULDENER et al., 2006; MEWES et al., 2000). Neste
banco estdo depositadas indmeras informacdes geradas no projeto de seqiienciamento do
isolado PH-1, um membro da linhagem 7 de Fusarium graminearum (Gibberella zeae),
predominante na América do Norte e Europa (O’DONNEL et al., 2000). O sequenciamento
foi realizado pelo Broad Institute (http://www.broad.mit.edu/), envolvendo cientistas das
universidades do Estado de Michigan, de Minnesota e Purdue, do Instituto de Tecnologia de

Massachusetts em parceria com o Departamento de Agricultura dos EUA.
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Em uma primeira andlise contra este banco de dados, os unigenes foram
comparados com as seqii€ncias de nucleotideos (BlastN), a fim de verificar o tamanho e grau
de identidade de nucleotideos entre as seqiiéncias. Esta andlise revelou que dos 1.282
unigenes avaliados, 1.157 (90 %) apresentaram identidade entre 90 % e 100 % (e-value < ).
Destes unigenes, 71 % apresentaram identidade de mais de 300 pares de bases (pb), 28 %
entre 100pb e 300 pb e 1 % inferior a 100 pb. Esta distribui¢do foi verificada tanto entre os
singletons como entre os contigs. O alinhamento contra seqiiéncias de nucleotideos nos
permite, ainda, identificar regides codificadoras de proteinas homoélogas em seqii€ncias de
nucleotideos ndo anotadas, como € o caso de seqiiéncias expressas — ESTs.

Os resultados do BlastX obtidos contra o banco de dados FGDB foram
semelhantes aos revelados no GenBank, ou seja, 1.145 unigenes (89 %) apresentaram
similaridade (e-value <10) com proteinas neste banco e 11 % das seqiiéncias apresentando
baixa ou nenhuma similaridade (e-value >107). Entretanto, chama-se atengdo para o baixo
nimero de seqiiéncias com similaridade a proteinas hipotéticas, quando comparadas com o
GenBank. A andlise de BlastX contra as seqiiéncias do FGDB revelou que apenas 24 % dos
unigenes apresentaram similaridade com proteinas hipotéticas, ou seja, quase quatro vezes
inferior ao obtido pela andlise contra o banco “nr” do NCBI (91 %).

Embora o banco “nr” do GenBank seja considerado uma base de dados
“referéncia” para estudos envolvendo de gendmica e transcriptoma dependendo do tipo de
estudo que estd sendo realizado, faz-se necessaria a busca de informa¢des em outros bancos,
principalmente em bancos que retinem um grande nimero de dados, como neste estudo, o de
Fusarium graminearum (FGDB-MIPS). Isto pode ser explicado pelo menor nimero de
similaridade a proteinas hipotéticas quando comparado com o FGDB em relag¢do ao GenBank,
uma vez que o FGDB ¢ constituido por um grande nimero informagdes sobre genes cuja

anotacdo “computacional” permitiu atribuir uma fungéo presumivel.
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Segundo Giiildener et al. (2006), além dos 11.640 genes presumiveis, importados

do Broad Institute, o FGDB conta com um conjunto de chamadas do MIPS para
aproximadamente 14.000 genes identificados por meio de um programa com uma matriz
treinada para seqiiéncias de fungos de diferentes origens, a exemplo de U. maydis e
Schizosaccharomyces pombe. Além disso, o sistema apresenta um servico de atualizacdo
constante dos dados. Diante disso, as andlises posteriores dos unigenes gerados no presente

trabalho foram realizadas com base no banco FGDB-MIPS

3.3.6. Analise comparativa: biblioteca FGEQBDA versus biblioteca FGDB (MIPS).

Os 1.157 unigenes resultantes da andlise por BlastN (e-value < 10”) deste banco de
dados foram comparados com os dados do FGDB disponivel no MIPS. Esta andlise foi
realizada com a finalidade de verificar a distribui¢do dos unigenes obtidos nas duas
bibliotecas de F. graminearum: isolado brasileiro (FGEQBDA) versus isolado PH-1
(FGDB_MIPS). Nesta comparacdo, as seqiiéncias foram classificadas em 4 categorias
(GULDENER et al., 2006) definidas com base no grau de similaridade entre as proteinas
disponiveis nestes dois bancos de dados. Na classe 1 (Known protein) estdo as seqiiéncias
com similaridade a proteinas com funcio conhecida; na classe 2 (putative/ related protein),
estdo as seqiiéncias com similaridade a proteinas com fungdo “presumivel” determinada; a
classe 3 (unknown/ hypothetical protein) sido as seqiiéncias que apresentaram similaridade a
proteinas cuja fungdo é desconhecida, e a classe 4 (Similarity to ESTs), representam aquelas

seqiiéncias que apresentaram similaridade a ESTs (Figura 3.4).
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Figura 3.4 — Comparacio da distribuicdo das associagdes obtidas no banco FGEQBDA (do presente
estudo) com a distribui¢do revelada no banco FGDB-MIPS. As 4 categorias representam
a classificacdo das associagdes com base no grau de similaridade as proteinas descritas
nos banco de dados.

Na biblioteca de cDNA de F. graminearum construida neste estudo (FGEQBDA),
a classe de menor representacdo (0,5 %) foi aquela constituida por proteinas com fungdo
conhecida (classe 1). Este dado também foi confirmado quando comparado com as seqiiéncias
depositadas no banco FGDB-MIPS, sendo que das 14.092 seqiiéncias depositadas, apenas 43
(0,3 %) tiveram similaridade a proteinas com funcdo conhecida (GULDENER et al., 2006,
http://mips.gsf.de/genre/proj/fusarium/Search/Catalogs/catalog.jsp). A classe constituida por
seqliéncias com similaridade a ESTs (classe 4) apresentou resultados semelhantes nos dois
bancos de dados, com 6,4 % e 2,2 % para FGEQBDA e para FGDB-MIPS, respectivamente.
Segundo Cirera, Winter e Fredholm (2000), a falta de similaridade dos transcritos com genes
previamente caracterizados pode significar que estas seqiiéncias representam novos genes,
ainda ndo caracterizados em outros organismos, seqiiéncias que representam genes que
divergiram ao longo do tempo, ou ESTs que representam regides diferentes do gene

transcrito.
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A maior representagdo na biblioteca FGEQBDA foi constituida por seqiiéncias
com similaridade a proteinas com fun¢@o “presumivel” determinada (classe 2), com 64,6 %
das seqiiéncias contra 43,4 % do FGDB-MIPS, e por seqiiéncias com similaridade a proteinas
hipotéticas (classe 3), cuja freqiiéncia foi de 28,4 % contra 54 % do FGDB-MIPS. A
incidéncia de proteinas hipotéticas nos permite inferir sobre a necessidade de estudos
funcionais, uma vez que sdo seqiiéncias ja identificadas para outras espécies, porém, sem uma
funcdo bioldgica determinada.

Com a finalidade de obter uma melhor caracterizacdo da biblioteca construida
neste trabalho (FGEQBDA), as comparacdes obtidas nos alinhamentos com as seqiiéncias de
proteinas (BlastX) do banco especifico de F.graminearum (FGDB-MIPS) foram classificadas
de acordo com o e-value obtido: e-value <10, e-value entre 10° e 107'? ¢ e-value >107, para
alta, média e baixa/ nenhuma significancia, respectivamente. Esta classificagdo permitiu uma
definicdo mais confidvel dos unigenes e, conseqiientemente, uma melhor caracterizagio desta
biblioteca. Os dados do BlastX revelaram que dos 1.282 unigenes gerados, 89 % (1.145
unigenes) apresentaram similaridade com seqiiéncias de proteinas do banco FGDB-MIPS (e-
value <107). Destes, 1.052 unigenes (82 %) apresentaram associacdes de alta significancia e
93 unigenes (7 %) com significancia moderada. Apenas 11 % (137 unigenes) apresentaram

baixa, ou nenhuma similaridade com seqii€ncias de proteinas nesta base de dados.

3.3.7. Classificacao funcional dos unigenes

Tendo em vista que a maioria dos unigenes teve comparacdes associacdes de alta
significancia (82 %), foi determinado que todos os unigenes (1.282) seriam submetidos a
anotacao funcional nas 20 categorias principais estabelecida no FunCat (RUEPP et al., 2004).
Por se tratar de um esquema estruturalmente hierdrquico, flexivel e eficiente para anotagdo de
dados gerados por estudos de genomas, transcriptomas e proteomas (RUEPP et al., 2006), este

sistema de anotacdo tem sido amplamente utilizado para atribuir uma descri¢do funcional as
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seqiiéncias de ESTs de diferentes fungos como por exemplo S. cerevisiae (HAYES et al.,
2002; ZHANG et al., 2002), V. dahliae (NEUMMAN; DOBINSON, 2003), M. graminicola
(KEON et al., 2005), F. graminearum (TRAIL et al., 2003), F. oxysporum (IIDA; OHARA;
TSUGE, 2006).

A descricdo funcional foi realizada com base na anotacdo descrita para F.
graminearum e disponivel no FGDB-MIPS (http://mips.gsf.de/proj/fusarium/Search/;
GULDENER et al., 2006). Cabe aqui salientar que a designacio das categorias funcionais
(anotagdo) para cada comparacdo foi estabelecida automaticamente com base em resultados
de BlastX estabelecidos previamente para outros organismos e sem uma confirmacgio
funcional experimental (TRAIL et al., 2003). Em func¢@o disso, a maioria dos resultados de
comparagdes sdo referidos como funcdo “presumivel”. Esta denominacdo é utilizada, por
exemplo, quando o sistema de categorizacao € feito de forma automdtica, ou seja, baseado no
grau de similaridade entre duas seqii€ncias, sem confirmagdo experimental. Assim, a
denominacdo “proteina x” pode ser substituida por “proteina x provavel”, “presumivel”,
“semelhante a proteina x”, refletindo seu grau de incerteza na transferéncia da funcio
(RIGDEN; MELLO, 2002).

Em adicdo, da mesma forma que os genes podem estar envolvidos em mais de uma
funcdo e/ou processo bioldgico, estes podem ser incluidos em mais de uma categoria e/ou
subcategoria (CAMON et al., 2003). Com base nisso, os unigenes classificados em mais de
uma categoria e/ou subcategoria foram incluidos separadamente para cada uma delas. Numa

primeira anélise, os unigenes foram classificados em sete maiores categorias (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Classificagc@o funcional dos 1.145 unigenes da biblioteca de cDNA de F. graminearum
(FGEQBDA) de acordo com 5 categorias gerais do catdlogo funcional FunCat (RUEPP et
al., 2004), baseada na anotacao funcional do FGBD-MIPS.

Como mostrado na Figura 3.5, as categorias de maior representatividade foram
aquelas constituidas por unigenes com similaridade a proteinas envolvidas em vias da
informagdo genética (DNA-RNA-proteina) (26 %), seguida por proteinas com similaridade a
proteinas hipotéticas (24 %), bem como proteinas envolvidas no metabolismo (16 %). Ambas
as categorias representadas por proteinas envolvidas nos processos de desenvolvimento e
percepcdo a estimulos representaram 10 % dos unigenes, seguidos pela categoria transporte
celular, a qual representou 8 % dos unigenes desta biblioteca.

A categoria de menor representatividade foi a constituida por seqiiéncias sem
similaridade (6 %). Esta categoria foi muito inferior ao obtido para outras espécies de fungos,
como por exemplo, Phytophthora infestans, U. maydis, Mycosphaerella gramminicola,

Phakopsora pachyrhizi e F. graminearum (KAMOUN et al., 1999; NUGENT; CHOFFE,;
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SAVILLE, 2004; KEON et al., 2005; POSADA-BUITRAGO; FREDERICK, 2005; TRAIL et
al., 2003), cuja freqiiéncia de proteinas com baixa ou nenhuma similaridade tem sido descrita
variando entre 30 % e 50 %. A baixa freqii€ncia de seqii€ncias sem similaridade se deve a
grande quantidade de informagdes disponiveis neste banco especifico de F. graminearum
(FGDB-MIPS), o qual atualmente dispde de mais de 14.000 genes anotados. Estes dados
ressaltam a importincia de estudos com microrganismos de ampla distribuicdo geografica
como F. graminearum, ndo somente na geracao, mas na disponibilizacdo destas informagdes,
para que possam ser utilizadas por outros grupos de pesquisa. Tal conhecimento servird como
base para um amplo entendimento de como fitopatégenos agem frente a condi¢des adversas,
otimizando assim, o processo de descoberta de genes tteis a serem potencialmente utilizados
em programas de melhoramento genético vegetal.

Como apresentado na Figura 3.6, a distribuicio dos unigenes em algumas das
principais subcategorias do FunCat, revelou que 12 % destes estdo associados ao
metabolismo primdrio e secunddrio. No metabolismo primdrio estdo incluidas as proteinas
envolvidas no metabolismo de nucleotideos, lipidios, carboidratos, etc., € no metabolismo
secunddrio estdo as proteinas envolvidas na biossintese de compostos como fatores de
viruléncia e defesa celular, entre outras. No metabolismo ‘“energético” (4 %), foram
identificados transcritos envolvidos nos processos de respiragdo, fermentacdo, fotossintese,
etc. Juntas, as categorias que envolvem a sintese, direcionamento e regulacdo protéica
representaram 18 % dos unigenes desta biblioteca. Valores semelhantes destas categorias
foram obtidos em trés estudos de ESTs, do fitopatégeno de trigo M. graminicola (KEON et
al., 2005), fitopatogeno de soja P. pachyrhizi (POSADA-BUITRAGO; FREDERICK, 2005) e
do fitopatégeno de coniferas Heterobasidion annosum (ABU; LI; ASIEGBU, 2004;

KARLSSON; OLSON; STENLID, 2003).
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B Metabolismo de compostos primdrios e secundérios

O Metabolismo energético

B Ciclo celular e processamento do DNA
O Transcri¢cdo

O Sintese de proteinas

O Direcionamento de proteinas

6% 12% 4% O Proteina reguladoras
4%

O Vias de transporte de componentes celulares
B Transdugdo de sinais

B Defesa celular e viruléncia

O Interagdo intra/ extracelular

O Destino cellular

B Desenvolvimento (sistémico)

B Biogénese de componentes celulares

B Diferenciagdo cellular

O Proteinas hipotéticas

% 04% 39, 49, 5% 2% 8% B Sem similaridade

Figura 3.6 - Distribui¢do dos unigenes gerados na biblioteca FGEQBDA em 17 subcategorias descritas
no FunCat (RUEPP et al., 2004), baseada na anotagéo funcional do FGBD-MIPS.

A categoria de defesa e viruléncia celular constituiu 5 % dos unigenes, sendo
representada por trascritos que apresentaram similaridade a proteinas envolvidas na
patogenicidade de fungos, como isocitrato liases, trealases, calmodulinas, policetideos
sintases, entre outras. Freqii€ncias semelhantes para esse tipo de categoria também foi
verificada em bibliotecas de N. crassa sob diferentes condicdes de crescimento in vitro
(NELSON et al 1997).

A freqiiéncia de transcritos com fungdo desconhecida (proteinas hipotéticas, 24
%), juntamente com o0s transcritos que apresentaram baixa (e-value >107) ou nenhuma
similaridade (6 %) com proteinas depositadas nos bancos de dados (GenBank e FGDB-MIPS)

reflete o grande ndmero de genes de F. graminearum expressos sob condicdo de crescimento

in vitro, que ainda ndo foram caracterizados e/ou identificados (KEON et al., 2005). Estes
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transcritos representam um grupo importante de genes que sdo expressos nestas condi¢des

especificas de crescimento e, portanto necessitam ser melhor elucidados.

3.3.8. Analise de redundéncia dos trancritos

O banco de dados obtido através do sequenciamento de ESTs de F. graminearum
crescendo em meio de cultura BDA % permitiu verificar a abundincia de determinados
transcritos sob esta condi¢do. Conforme Coward; Haas e Vingron (2002), a alta redundancia
de determinados transcrito, entre as ESTs, significa que possuem similaridade o suficiente
para se assumir que sdo derivados de um mesmo gene. Consequentemente, esta redundancia
poderia refletir um maior nivel de expressdo do gene correspondente (KARLSSON; OLSON;
STENLID, 2003).

Entretanto, ndo tem sido relatado na literatura um critério para se determinar o
nimero minimo de ESTs num contig para que este seja referido como o transcrito de maior
expressdo, e a escolha tem sido estabelecida de acordo com o tipo de estudo. Assim, os genes
descritos como mais abundantes em estudos de ESTs de fungos tém sido referidos aqueles
representados por contigs constituidos partir de 2, 10, 20 ou mais ESTs (ABU; LI; ASIEGBU,
2004; IIDA; OHARA; TSUGE, 2006; KEON et al., 2005; NEUMMAN; DOBINSON, 2003;
TRAIL et al., 2003; WANG; HU; LEGER, 2005).

Com base nisso, para esta andlise os genes representados por contigs com 5 a 8
ESTs foram considerados de “média expressdo” e para aqueles constituidos a partir de 9 ESTs
foram considerados “altamente expressos”. Esta classificacdo permitiu estabelecer, de uma
forma mais precisa, o perfil de expressdo génica de F. graminearum sob cultivo in vitro.
Nesta condicdo, 47 transcritos foram identificados como mais expressos, sendo 32 % (15

transcritos) altamente expressos e 68 % (32 transcritos) de média expressao (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1 — Transcritos (RNAm) mais abundantes revelados pela redundancia de ESTs, e a
correspondente anotacdo presumivel.

Nome do N° de Contig Melhor match contra banco de FGDB-MIPS E-value
Contig ESTs (pb) *
Unigenes altamente expressos
Contig 186 33 1.203 Alcool desidrogenase I (ADH1) 0.0
Contig 117 25 1.065 Proteina hipotética le-72
Contig 237 21 1.942 Proteina hipotética 2e-97
Contig 08 20 394 Proteina de choque térmico -DDR48 le -69
Contig 01 16 869 Gliceraldeido-3- fosfato-desidrogenase (GAPDH) 3e -151
Contig 191 b 16 312 Proteina hipotética le-10
Contig 124 13 1.818 Precursor de woronina le -83
Contig 13 13 1.083 Proteina hipotética 0.0
Contig 56 12 1.245 Relacionado a 6-hidroxi-d-nicotina-oxidase 2e -221
Contig 59 12 1.216 Proteina CyPBP37 5e -170
Contig 74 b 12 767 Proteina hipotética 4e -32
Contig 181 11 868 Proteina hipotética le -127
Contig 172 10 830 Proteina hipotética le-114
Contig 263 ¢ 9 316 Proteina hipotética Se -57
Contig 31 9 804 Nitrilase alifdtica le -146
Unigenes de média expressao

Contig 173 8 1.272 Fosfoglicerato quinase (PGK) 8e -212
Contig 146 8 574 Proteina hipotética 4e -37
Contig 254 8 1.266 Piruvato descarboxilase (PDC) 4e -195
Contig 243 8 1.269 Relacionado a sintase de policetonicos (PKS) 9e -201
Contig 226 7 616 Proteina nmt1 “no message thiamine” 4e-45
Contig 51 7 636 Aflatoxina 3e -99
Contig 81 7 1.035 Urate oxidase le-169
Contig 168 7 622 Proteina hipotética le-103
Contig 195 7 622 Proteina hipotética 3e-45
Contig 89 6 1.649 Relacionada a permease 0.0
Contig 26 ¢ 6 561 Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK) 5e-88
Contig 188 6 1.235 Co transportador de fosfato Na+ 0.0
Contig 102 6 581 Fator de viruléncia (CAP20) 2e-75
Contig 229 6 680 Translocase le-106
Contig 230 6 1.071 Proteina hipotética 4e -88
Contig 144 6 769 Proteina hipotética le-83
Contig 270 6 1.792 Proteina hipotética 0.0
Contig 154 6 632 Proteina hipotética 0.0
Contig 145 6 547 Proteina hipotética S5e-46
Contig 43 ¢ 5 1.078 Proteina hipotética le-107
Contig 227 5 557 Proteina hipotética 9e-80
Contig 138 5 581 Proteina hipotética 3e-41
Contig 100 5 1.101 Transportador de carnitina le-177
Contig 11 5 757 Proteina hipotética 1e-92
Contig 201 5 1.074 Proteina hipotética le-170
Contig 202 5 516 Relacionado a translocagdo de um fosfolipidio ATPase 4e-74
Contig 193 5 1.212 Acido acetil-D-galactosaminurdnico desidrogenase 0.0
Contig 184 d 5 1.147 Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK1) 0.0
Contig 200 5 594 Relacionado a 1,3-beta-glucosidase 3e-48
Contig 252 5 992 Relacionado a um gene especifico de esporulacdo (SPS2) le-119
Contig 20 5 388 Glutamina sintetase (GS) le-54
Contig 273 5 762 Proteina — RIC1 4e-24

* Tamanho de cada contig em pares de bases (pb); <% Contigs 191 e 74, contigs 26 e 184, contigs 263 e 43
apresentaram o mesmo match para diferentes regides dos transcritos respectivamente, indicando que podem
representar 0 mesmo gene.
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Cabe aqui salientar que o termo maior ou menor “expressdo” € referido para a
quantidade de transcritos em nivel de RNA, os quais, ndo necessariamente serdo codificados
em proteinas, tendo em mente as alteracdes pds-transcricionais. Juntos, os contigs 191 e 74
somaram 28 ESTs e os contigs 263 e 43 com 14 ESTs, ambos com similaridade a proteinas
hipotéticas. Da mesma forma, os contigs 26 e 184 somaram 11 ESTs, com similaridade a uma
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK I). A incidéncia de unigenes com mesma descricao
tem sido associada a transcritos de um mesmo gene (TRAIL et al., 2003).

Entre os genes mais expressos, 45 % apresentaram similaridade com proteinas
hipotéticas ja identificadas para F. graminearum, através do FGDB-MIPS. Estes transcritos,
embora ainda nao apresentem estudos funcionais associados, representam possiveis novos
genes que precisam ser caracterizados, dado ao alto nivel de expressao nesta biblioteca.

Dentre os demais genes que foram presumivelmente identificados destacam-se os
que codificam para enzimas importantes em vias metabdlicas, principalmente integrantes do
metabolismo de carboidratos, como gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
fosfoglicerato quinases (PGK), fosfoenolpiruvato carboxilases (PEPC). Considerando-se que
fungos filamentosos utilizam preferencialmente a respiracdo como fonte de carbono (KELLY
et al., 1990), a alta redundancia destes transcritos era esperada, pois s@o enzimas importantes
na via glicolitica que catalisam a primeira etapa do metabolismo de gliceraldeido-3-fosfato a
piruvato (FUKUCHI; OTSUKA, 1992).

Entretanto, a alta freqiiéncia do transcrito piruvato descaboxilase (PDC) e,
principalmente de dlcool desidrogenase I (ADH 1), 8 e 33 ESTs respectivamente, sugere que a
fermentacdo foi a via preferencial para producido de energia em fungos sob cultura in vitro
(NEUMANN; DOBINSON, 2003). Segundo Johnston (1990), isto ocorre quando a
disponibilidade de glicose no meio vai diminuindo e as células comecam a consumir o etanol

gerado durante a fermentagdo e, consequentemente, ativando a expressdo dos genes
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correspondentes. Também foi observada a alta expressdo da enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PCK), tendo-se como base os contigs 184 e 26, que juntos somaram 11 ESTs.
Esta enzima é necessdria para a entrada de carbono via oxaloacetato e conseqiiente
suprimento de glicose através da gliconeogénese. Em um meio com reduzida disponibilidade
de nutrientes, a taxa de producdo de ATP € o fator mais importante na competicdo das células.
Esta conversdo da glicose em etanol também foi bservada em F. oxysporum, sob meio de
cultura com pouca disponibilidade de oxigénio (PANAGIOTOU et al., 2005).

Dentre os transcritos mais frequentes, foram também identificadas seqiiéncias
associadas a policetideos de sintases (PKS), uma classe de compostos, antibiéticos e toxinas,
produzidas pelo metabolismo secundério de fungos filamentosos e bactérias (contig 243 e 56).
Em fungos, estes componentes sdo sintetizados por enzimas multifuncionais, ou seja,
apresentam uma estrutura modular, onde cada médulo subdivide-se em dominios envolvidos
em cada etapa da catilise de metabdlitos (MOFFITT; NEILAN, 2000; SIMPSON, 1995).
Entre os metabdtitos produzidos por espécies de Fusarium, destacam-se as micotoxinas do
tipo aurofusarin, aflatoxina e zearalenone (GAFFOOR et al., 2005). Similarmente, o transcrito
6-hidroxi-D-nicotina-oxidase (12 ESTs) tem sido referido pertencer a um grupo de
oxidoredutase que cataliza a conversdo de 6-hidroxirubrofusarina a aurofusarim, que produz
uma pigmentacdo avermelhada em espécies de Fusarium, como F. graminearum, F.
culmorum e F. pseudograminearum. Recentemente, Malz et al. (2005) demostraram a
participacdo do gene PKS12 de F. graminearum na biossintese desta micotoxina.

Outros tipos de PKS I sdo conhecidos ser fatores de viruléncia para alguns
patégenos de plantas (KROKEN et al 2003). Com o avango de estudos genOmicos de
microrganismos, a deteccdo e caracterizacdo destes componentes t€m se tornado cada vez
mais acessivel. Numa andlise filogenética de genes associados a PKS de genomas de 8

espécies de fungos ascomicetos, tais como, Cochliobolus heterostrophus (Bipolaris maydis);
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Gibberella moniliformis, Fusarium verticillioides e Gibberella zeae (F. graminearum),
Kroken et al. (2003) verificaram uma grande diversidade de genes PKS entre estes
microrganismos. A presenca desses genes em fungos tem sido associada a formacdo de
toxinas, pigmentos ou na producdo de moléculas de sinalizacdo necessarias para 0s processos
de formacao e desenvolvimento de hifas aéreas, conidios e reproducao sexual.
Gaffoor et al. (2005) observaram o perfil de expressdo de 15 genes de G. zeae em
diferentes condicdes de desenvolvimento deste fungo: durante a colonizacio sobre grios e
plantas, bem como no desenvolvimento sexual e micelial. Segundo estes autores, tanto a
diferenca de expressdo constatada nestas condi¢des como a variedade de genes PKS
identificados se justifica pela condicdo saprofitica e patogénica deste fungo, havendo
necessidade da producido destes diferentes metabdlitos como mecanismos de defesa.
Outro gene de alta expressdo foi o que codifica para proteinas de choque térmico
“heat shock protein - DDR48”, uma proteina comum tanto em organismos eucariotos como
procariotos e que tem sido associada a genes induzidos para a adaptagdo a condi¢do de
estresse, principalmente ao calor (CHOI et al., 1990). Este mecanismo de adaptacido ¢ bem
conhecido e sabe-se que envolve a inducdo de vdrias familias de proteinas de choque térmico
conservadas. Embora todos os organismos a sintetizem, o balanco destas proteinas e sua
importancia na tolerdncia ao estresse variam muito entre organismos (QUEITSCH et al.,
2000). O gene DNA-damage-responsive (DDR48) foi descrito em Saccharomyces cerevisiae
como parte de um grupo de genes, induzido em resposta a algum tipo de estresse quimico ou
por calor, provocando alteracdes no DNA (McCLANAHAN; McENTEE, 1986; TREGER;
MCcENTEE, 1990). A alta redundancia de HSPs também foi observada em N. crassa (AIGN;
HOHEISEL, 2003) e F. graminearum (TRAIL et al., 2003) cultivados em meios de cultura
com algum tipo de caréncia nutricional, como fonte de carbono e/ ou nitrogénio, por exemplo.

Em M. graminicola, a maior incidéncia de transcritos com similaridade a proteinas de choque
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térmico foi obtida durante o crescimento do fungo sobre folhas de trigo (KEON et al., 2005).
De acordo com estes autores, a maior incidéncia destes trancritos reflete a importancia desses
genes induzidos por estresses como forma de defesa do fungo durante a interagdo com a
planta hospedeira.

Também foi verificada a presenca de uma proteina precursora de estruturas
especificas de fungos ascomicetos, denominadas de “Woronin body” (contig 124). Estas
estruturas s@o associadas ao poro septal das hifas e ocupam papel importante na manutencao
da integridade celular desses fungos. Quando ocorre algum tipo de dano sobre as hifas, estas
proteinas sofrem um desdobramento estrutural formando um nticleo denso utilizadas para o
fechamento do poro, impedindo assim, a perda citoplasmdtica e conseqiiente morte celular
(COLLINGE; MARKHAM, 1985; JEDD; JUA, 2000). Quando o gene (HEX-1) que codifica
para este precursor € alterado, ndo hé transcri¢do dessa proteina e, consequentemente, nao ha
formacdo dessas estruturas. A mutacio no gene HEX-1 de N. crassa foi fundamental para que
ocorresse a perda citoplasmadtica apds a lise das hifas (JEDD; CHUA, 2000; TENNEY et al.,
2000). Em M. grisea, estas estruturas sdo necessdrias para o desenvolvimento e
funcionamento normal do apressério, estruturas especializadas no estabecimento da infeccao
por este fitopatégeno (SOUNDARARAJAN et al., 2004).

As informagdes geradas pela biblioteca FGEQBDA de F. graminearum, isolado de
culturas de trigo no sul do Brasil poderdo contribuir para estudos de entendimento da
constitui¢do e funcdo dos genes deste fitopatégeno e sua interacdo com cultivares ja adaptadas
as condi¢des locais. Entretanto, o conhecimento da estrutura de um gene ou de um
determinado elemento funcional, muitas vezes ndo € suficiente para se chegar a determinadas
respostas bioldgicas, sendo preciso conhecer a fungdo e o perfil de expressdao destes genes
(PASSOS; NGUYEN; JORDAN, 1999). Desta forma, quanto maior o nimero de informacdes

sobre um determinado organismo, mais rdpido se poderd chegar ao conhecimento de sua
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biologia e interacdo com o ambiente. Além disso, o banco de dados FGEQBDA ser4 util para
futuras andlises envolvendo o perfil de expressdo deste fitopatdgeno na interacdo com

possiveis organismos antagonistas.

3.4. CONCLUSOES

A construgdo de uma biblioteca de cDNA de F. graminearum sob cultivo in vitro
possibilitou a obtencdo de 1.983 seqii€ncias vélidas, sendo necessario o estabelecimento de
um banco de dados para administras a informag@o obtida. As informacdes geradas neste
estudo poderdo ser utlizadas em estudos futuros de andlise de expressao gé€nica durante a
interagdo fitopatégeno x microrganismo antagonista;

Os 1.282 possiveis genes (unigenes) obtidos neste estudo permitiram identificar
transcritos que participam em vias metabdlicas importantes do metabolismo, principalmente
integrantes do metabolismo de carboidratos como gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase,
fosfoglicerato quinases e fosfoenolpiruvato carboxilases, entre outros. A condi¢do de
crescimento de F. graminearum in vitro favoreceu também, a identificacdo de componentes
produzidos pelo metabolismo secundario em resposta a condi¢do de estresses, semelhantes
aos obtidos durante o processo de infeccdo pelo fungo.

Os 45 % de transcritos sem fung@o definida “proteinas hipotéticas” constitui um
grupo de genes em potencial, dada a alta freqiiéncia, porém evidenciando a necessidade de
ampliacdo dos estudos de gendmica estrutural em fungos de importancia econdmica;

Os clones gerados nesta biblioteca de cDNA constituem uma fonte de genes de F.
graminearum que poderdo disponibilizados para programas de melhoramento genético
vegetal, visando a obtengdo de cultivares com maior tolerdncia a este tipo de fitopatégeno,

principalmente por se tratar de um isolado patogénico especifico de culturas nacionais.



4. ANALISE DE SEQUENCIAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS DE FUSARIUM
GRAMINEARUM SCHWABE EM RESPOSTA A INTERACAO ANTAGONISTA COM A

BACTERIA PANTOEA AGGLOMERANS GAVINI, COM BASE EM MACROARRANJOS.
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RESUMO

PANDOLFI, V. Analise de seqiiéncias diferencialmente expressas de Fusarium
graminearum Schwabe em resposta a interacdo antagonista com a bactéria Panfoea
agglomerans Gavini, com base em macroarranjos. 2006. 140 f. Tese (Doutorado) — Centro

de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2006.

Nos cereais, a perda de qualidade dos grios e de produtividade em decorréncia de doengas
causadas por fungos como Fusarium graminearum Schwabe (teleomorfo Gibberella zeae
Schw.), causador da fusariose, se reveste de suma importancia em ambito internacional. Uma
estratégia que tem se mostrado eficiente e promissora no manejo de doencas € a selecdo de
antagonistas a fitopatégenos, capazes de serem agregados ao arsenal de prote¢do contra
diferentes tipos de enfermidades. Dentre as bactérias, destacam-se diferentes linhagens de
Pantoea agglomerans, espécie que tem se mostrado um evidente antagonista contra diferentes
microrganismos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de antagonismo
da bactéria P. agglomerans frente ao fungo fitopatogénico F. graminearum e também
identificar genes diferencialmente expressos durante o processo de interacdo deste
fitopatégeno com a bactéria antagonista. Os resultados dos testes de antibiose in vitro
revelaram que tanto F. graminearum como dois outros fitopatégenos, Drechslera tritici-
repentis (Died.) Shoem e Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.), tiveram seu crescimento
inibido na presenca de P. agglomerans. Os dados revelaram que a inibicdo do crescimento
estava associada a compostos soldveis e volateis, que foram responsaveis por cerca de 50 % e
40 % de inibi¢do, respectivamente. O perfil de expressdo génica do fungo F. graminearum
sob o efeito de antagonismo pela bactéria P. agglomerans foi determinado pela técnica de

macroarranjos. Dos 1.012 genes analisados, 29 genes de F. graminearum mostraram diferenca
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de expressdo (p < 0,05) durante a interagdo com a bactéria antagonista. Destes, 19 genes
foram induzidos e 10 genes foram reprimidos. A anotagdo presumida destes transcritos foi
realizada através da andlise BlastX dentro do banco de dados FGDB-MIIPS, especifico de F.
graminearum. Entre os transcritos induzidos, destacaram-se aqueles representados por
proteinas envolvidas nos processos de defesa e/ou viruléncia de fungos, que foram induzidos
em resposta a estresses nutricional e abidtico. Entre os genes de F. graminearum que foram
reprimidos, destacou-se um transcrito com similaridade a uma proteina com um dominio do
tipo dedo de zinco “zinc finger”, que é um fator de transcri¢do importante no processo de
divisdo celular. Os outros transcritos reprimidos foram associados a proteinas envolvidas na
cadeia respiratdria, proteinas do tipo chaperona, proteinas com dominios de sinalizacdo
celular e hidrolases. Os dados de diferenca de expressdo foram confirmados e validados pela
técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-PCRq). De 7 genes utilizados para
confirmagdo da expressdo do macroarranjo, 6 genes tiveram sua expressdo diferencial
confirmada por RT-PCRq. A quantificacio do nivel de expressio € fundamental para
compreender o padrdo de resposta do fungo na interagdo com o agente antagonista. Esta
andlise permitiu visualizar o comportamento molecular global dos genes envolvidos nas
principais vias metabdlicas de F. graminearum, incluindo-se aquelas associadas a defesa e
viruléncia durante o processo de infeccdo. Estudos futuros dos genes do fungo F.
graminearum, que foram aqui revelados como diferencialmente expressos em resposta ao
antagonismo de P. agglomerans, poderdo fornecer informagdes essencias para o

estabelecimento de estratégias de manejo e controle da fusariose.

Palavras-chave: fitopatogeno, antagonismo, expressdo diferencial, RT-PCRq
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ABSTRACT

PANDOLFI, V. Analysis of differentially expressed sequences of Fusarium graminearum
Schwabe in response to antagonistic interactions with the bacteria Pantoea agglomerans
Gavini, as based on macroarrays. 2006. 140 f. Thesis (Doctoral) — Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2006.

In cereals, the loss of grain quality and productivity due to fungal diseases, such as the
fusariosis caused by Fusarium graminearum, is of great significance in an international
context. A strategy that has shown to be efficient and promising for disease control is the
selection of antagonists to phytopathogens. Among bacteria, the species Pantoea
agglomerans has been of remarkable interest because it that has demonstrated antagonic
potential against several microrganisms. The objective of the present work was to evaluate the
antagonist potential of the bacteria P. agglomerans against the phytopathogen fungus F.
graminearum and, in addition, to identify genes that are differentially expressed upon the
interaction between this phytopathogen and the antagonist bacteria. Antibiosis tests revealed
that, under in vitro culture conditions, the growth of F. graminearum and other two
pathogenic fungi, Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem and Bipolaris sorokiniana (Sacc.
in Sorok.), was inhibited in the presence of P. agglomerans. The data demonstrated that the
growth inhibition was associated to soluble and volatile compounds, which caused
approximately 50 % and 40 % inhibition, respectively. Gene expression profile of the fungus
F. graminearum under the antagonic effect of bacteria P. agglomerans was determined by
using the macroarrays technology. Of 1,012 analysed genes of F. graminearum, 29 displayed
different patherns of expression (P < 0,05) during interaction with the antagonist bacteria. Of

those differentially expressed genes, 19 were induced and 10 genes repressed. Annotation of
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these putative transcripts was performed using BlastX analysis against the FGDB-MIIPS
database, which is specific to F. graminearum. Induced transcripts comprised genes encoding
relevant proteins, which are expressed in association with fungal defense and/or virulence, in
response to nutritional and abiotic stresses. Among repressed F. graminearum genes, there
was a zinc finger protein with similarity to transcription factors and binding proteins, which
are important in cell division. Other repressed transcripts were associated to respiratory chain
proteins, chaperone-type proteins, proteins with cell signalling domains, and hydrolases. Data
of differential expression were validated and confirmed by real-time quantitative PCR (RT-
PCRq). Of 7 genes used in validation of macroarray expression, 6 genes had their differential
expression confirmed by RT-PCRq. Quantification of expression level is fundamental to
understand the fungus response pattern in interaction with the antagonist agent. This analysis
allowed the molecular visualization of the global expression of genes involved in main
metabolic routes of F. graminearum, including those associated to defense and virulence
during infection process. Further studies on the F. graminearum genes herein identified as
differentially expressed in response to the antagonist effect of P. agglomerans, would provide
fundamental information useful to establish strategies concerning management and control of

fusariosis.

Key-words: phytopathogen, antagonism, gene differential expression, RT-PCRgq.
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4.1. INTRODUCAO

Perdas na producdo e qualidade de graos causadas por Fusarium graminearum,
(teleomorfo Gibberella zeae - Schwein. Petch) tém sido uma realidade no Brasil, causando
substanciais perdas econOmicas. A rotagdo de culturas e o tratamento quimico t€m sido
utilizados no controle desta doenca (PICININI; FERNANDES, 1994; PANISSON; REIS;
BOLLER, 2003). Porém, o gasto com fungicidas e, principalmente, o acimulo de residuos
quimicos nos grios apds a colheita, 40 podem ser ignorados, uma vez que provocam risco a
saide animal e humana (PICININI; FERNANDES, 2001). Embora o uso de germoplasmas
resistentes seja a forma mais correta para se amenizar o impacto desta doenca
(MESTERHAZY, 1997), poucas fontes de resisténcia genética sdo conhecidas. Além disso, a
incorporacdo de genes de resisténcia € uma tarefa dificil, uma vez que hd uma variagdo muito
alta na viruléncia entre e dentro da mesma espécie (CARTER et al. 2002; GANG et al. 1998;
LIMA, 2002; MIEDANER; SCHILING, 1996).

Uma estratégia que tem se mostrado eficiente e promissora no manejo de doengas
€ a selecdo de antagonistas a diferentes fiopatogenos, capazes de serem agregados ao arsenal
de protecdo contra diferentes tipos de fitopatogenicidade. Microorganismos com efeito
antagonista sobre F. graminearum incluem vérios géneros de bactérias gram-negativas e
gram-positivas, bem como géneros de fungos filamentosos e leveduras (LUZ, 2000;
SCHISLER; KHAN; BOEHM, 2000). Dentre as bactérias, destacam-se linhagens de Pantoea
agglomerans, espécie que tem se mostrado como um potencial antagonista contra diferentes
microrganismos, incluindo Erwinia amylovora (NICHOLSON et al., 1990; WODZINSKI et
al.,, 1990), vérias espécies de Penicillium (NUNES et al., 2000; WRIGHT, et al, 2001);
Xanthomonas campestris (THIND; JINDAL, 1988), Fusarium culmorum (KEMPF; WOLF,

1989), entre outros.
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Apesar do pouco conhecimento sobre as propriedades antagonistas dos agentes de
biocontrole, sabe-se que estas estdo baseadas em um dos seguintes modos de acdo: atuacdo
direta sobre o patégeno no interior da planta hospedeira, predacdo, competi¢do por nutrientes,
parasitismo direto e pela producdo de metabdlitos, entre outros (GREGOLETTI IJr.;
SANTOS; AUER, 2004; LODEWYCKX et al., 2002; PAN et al, 1997; PLEBAN;
CHERNIN; CHET, 1997). Outra estratégia de biocontrole “antibiose”, principalmente contra
fungos patogénicos, € a producdo de componentes inibitérios a sintese de DNA e ciclo
celular, assim como compostos que alteram a estrutura da membrana e da parede celular,
entre outros (BORMANN et al., 1999; GHANNOUM; RICE, 1999; SELITRENNIKOFF,
2001).

Embora proteinas e peptideos com atividade antifingica jia tenham sido
caracterizadas em ampla diversidade, outras substiancias com propriedades semelhantes ainda
ndo foram estudadas. Além disso, os mecanismos de acdo das substancias antiftingicas sobre o
agente patogénico precisam ser melhor elucidados (NG, 2004). Em tal contexto, o uso de
técnicas moleculares torna possivel a realiza¢do de andlises de alta resolugdo da expressdo
diferencial de seqiiéncias gendmicas associadas a resposta no processo de antagonismo entre
fungos fitopatogé€nicos e microrganismos a eles antagonicos.

Diferentes metodologias moleculares tém sido eficientemente utilizadas com a
finalidade de medir o nivel de transcritos em resposta a uma grande variedade de estimulos
quimicos ou fisicos (CARULLI et al., 1998). Entre a variedade de metodologias atualmente
disponiveis para andlise de expressdo, destaca-se os arranjos de DNA (BALDWIN et al.,
1999), os quais permitem a andlise da expressdo génica de uma determinada amostra
bioldgica em escala gendmica, ou seja, de milhares de genes avaliados simultaneamente

(DOPAZO et al., 2001; FREEMAN; ROBERTSON; VRANA, 2000).
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Andlises por macroarranjos requerem suportes sélidos como, por exemplo,
membrana de ndilon, onde sdo fixadas seqii€ncias completas ou parciais de DNA, que podem
ser ESTs, produtos de PCR, plasmideos ou bactérias contendo plasmideos. Sondas sio
produzidas, com incorporacdo de isétopos radioativos, a partir da transcricdo reversa dos
RNAm obtidos de células crescidas em diferentes condi¢cdes. As sondas sdo entdo utilizadas
para hibridizacdo com o DNA fixado na membrana. Consequentemente, quanto maior for a
expressdo de um determinado gene em uma condi¢do especifica, maior serd a quantidade do
sinal radioativo emitido apds a hibridiza¢do, em func¢do da maior concentragdo do transcrito
(COX, 2001; FELIX et al., 2002; FREEMAN; ROBERTSON; VRANA, 2000; VAN HAL et
al., 2000)

Macroarranjos de DNA tém sido demonstrados como uma técnica eficiente para
andlise dos niveis de expressdo diferencial de centenas a milhares de genes empregando
metodologias rotineiras em laboratérios de biologia molecular (BALDWIN et al., 1999;
FREEMAN; ROBERTSON; VRANA, 2000). A visao global da expressao génica
proporcionada por este tipo de metodologia permite avaliar as mudangas temporais e espaciais
na atividade génica, facilitando assim a sele¢do de genes candidatos para o problema
bioldgico estudado (JURECIC, 2000; VAN HAL et al., 2000). Embora a constru¢cdo de
bibliotecas de ESTs proporcione uma maior rapidez na identificacdo de novos genes, na
técnica de arranjos de DNA (micro ou macroarranjos) é possivel realizar uma andlise global
da expressdo génica e sdo consideradas, portanto, técnicas complementares (WANG; HU;
LEGER, 2005).

A técnica de expressdo via arranjos de DNA tem sido descrita em intmeros
trabalhos de anélise transcricional de microrganismos em diferentes condicdes, dentre os
quais encontram-se Escherichia coli, Bacillus subtilis, Mycobacterium tuberculosis,

Helicobacter pilory, Pseudomonas aeruginosa, entre outros (YE et al., 2001; ZHANG, et al.,
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2002). Em fungos, a andlise por arranjos de DNA tem sido aplicada para se determinar o
perfil transcricional destes microrganismos em resposta a diferentes condigdes de estresse
tanto abidtico como bidtico, tais como resposta a fatores nutricionais, a agentes antifingicos e
a interagdes fungo x planta. Com esta finalidade, transcriptomas de fungos como
Saccharomyces cerevisae (HAYES, et al., 2002; KUHN, et al., 2001; ZHANG et al., 2002;
DERISI et al., 2000), Neurospora crassa (AIGN; HOHEISEL, 2003); Sinorhizobium
meliloti (AMPE et al., 2003), Aspergillus nidulans (SIMS et al., 2004) ja foram analisados
com base em hibridizacdo com arranjos de DNA.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de antagonismo da
bactéria P. agglomerans frente ao fungo fitopatogénico F. graminearum, por meio de teste de
antibiose in vitro e, a seguir, identificar genes diferencialmente expressos durante o processo
de interacdo deste fitopatdgeno com a bactéria antagonista, utilizando-se técnica de

macroarranjos de DNA.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Analise do antagonismo da bactéria P. aglomerans frente ao fungo F. graminearum
4.2.1.1. Cultura dos microrganismos

O fungo fitopatogénico F. graminearum (teleomérfo Gibberella zeae - Schwein.
Petch), isolado de cultivares de trigo, e seu potencial antagonista, a bactéria P. agglomerans
(isolados 1494.4.2A e 9789.TL.31A) foram gentilmente cedidos pelo perquisador Dr. Wilmar
C. da Luz, da Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS. O fungo foi crescido em meio de cultura
BDA Y (35 g de batata, 2,5 g de dextrose e 15 g de agar microbioldgico) em cdmara de
crescimento a 28°C, fotoperiodo de 12 horas, durante 6 dias. A cultura da bactéria foi

estabelecida em meio Luria-Bertani (LB) sélido (SAMBROOK et al., 1989), em camara de
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crescimento a 28°C por 18 horas. Colonias dos dois isolados de P. agglomerans foram
individualmente transferidas para meio LB liquido a 150 rpm, 28°C, por 16 horas. A seguir, as

culturas dos dois isolados foram individualmente estocadas em glicerol 50 % (v/v), a -80°C.

4.2.1.2. Selecao do isolado da bactéria com maior eficiéncia de antagonismo

Os dois isolados da bactéria P. agglomerans, isolado 9789.TL.31A (tratamento A)
e o isolado 1494.4.2A (tratamento B), foram testados in vitro para avaliar a eficiéncia no
processo de antagonismo contra o fungo F. graminearum. Esses isolados foram plaqueados
sobre meio de cultura BDA %, em placas de Petri de 150 mm x 15 mm e mantidas em cdmara
de crescimento a 28°C por 24 horas.

Para o teste de antagonismo, estas culturas foram transferidas para novas placas
contendo BDA %, com auxilio de um funil de vidro de 10 cm de didmetro, previamente
esterilizado, a fim de se obter uma circunferéncia de bactérias sobre o meio de cultura. As
culturas foram mantidas a 28°C por 24 horas e 48 horas antes da inocula¢do do fungo no
centro da circunferéncia da cultura de bactéria. Assim, além de testar qual isolado seria mais
eficiente no antagonismo, foi verificado se o tempo de cultura da bactéria também interferia
no processo de antagonismo contra o fungo. Foram realizadas tré€s repeti¢des para cada
tratamento (A e B) em cada tempo de inoculacdo (24 e 48 horas). Placas contendo meio BDA
Y4 inoculadas somente com o fungo foram denominadas de controle. No total foram 15 placas:
2 isolados x 2 tempos x 3 repeticdes + 3 placas controles. Apds a inoculagdo do fungo, estas

placas foram mantidas a 28°C por 6 dias (Figura 4.1).
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Discos (plugs) com F. graminearum

Isolado 9789.TL.31A Isolado 1494.4.2A

Figura 4.1 — Tlustragdo esquematica do teste in vitro de antagonismo entre P. agglomerans contra F.
graminearum.

Ap6s 6 dias de incubagdo, o crescimento do fungo F. graminearum, na presenca
ou auséncia da bactéria P. agglomerans, foi avaliado por meio da medi¢@o unidirecional com
uma régua graduada em centimetros. Foi realizada a andlise estatistica de variancia fatorial A
x B, inteiramente casualizado e os dados foram comparados pelo teste de Duncan (P = 0,05).

Também foi verificado se, no processo de antagonismo, a inibi¢do do crescimento
do F. graminearum era dependente da presenca da P. agglomerans no meio de cultura ou se
apos a retirada da bactéria ainda haveria inibicio induzida pelos seus exudatos. Este teste foi
realizado com o isolado 1494.4.2A, uma vez que sua propriedade antagonista ja foi
comprovada e patenteada (Embr. 1494, acesso ATCC PTA 3460).

Foram preparadas placas de Petri (150 mm x 15 mm) contendo meio de cultura
BDA Y4, que foram denominadas T1, T2 e T3, todas com 5 repeticdes. Nos tratamentos T1 e
T2, o meio de cultura havia sido previamente inoculado (24 e 48 horas, respectivamente) com
a bactéria P.agglomerans, formando uma circunferéncia com 10 cm de didmetro. No
tratamento T3, o meio de cultura foi inoculado apenas com o fungo na regido central da placa,

sendo considerado como controle no experimento. As culturas foram incubadas durante 48
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horas em camara de crescimento, a 28°C e com fotoperiodo de 12 horas. Apéds esse periodo,
no tratamento T2 foi removida a por¢do do meio de cultura contendo a bactéria e estas placas
foram transferidas novamente para a cdmara de crescimento. No sexto dia de incubacio foi

realizada a avaliag@o visual da inibicdo.

4.2.1.3. Analise qualitativa de produtos produzidos por P. aglomerans no antagonismo
contra alguns fungos fitopatogénicos

Foram conduzidos dois experimentos para verificar se o efeito de antagonismo da
bactéria P. agglomerans (isolado 1494.4.2A) estd associado a liberagdo de produtos soliveis
e/ou de compostos volateis. Nestes experimentos, os fungos fitopatogénicos testados foram:
F. graminearum, Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem e Bipolaris sorokiniana (Sacc. in

Sorok.).

A)_Avaliago da producio de compostos soliiveis em meio de cultura: uma coldnia da bactéria

P. agglomerans, crescida em meio BDA, foi transferida para 1 mL de meio BD (batata-
dextrose) liquido e a cultura foi incubada sob agitacdo a 120 rpm, a 28°C por 48 horas. Apds
este periodo, foram realizadas dilui¢des sucessivas da cultura bacteriana para quantificacdo
em espectrofotdmetro (Spectronic — 20 Genesys), com intuito de se obter uma curva padrio
dessa suspensio bacteriana para 10° UFC mL™ de bactérias. Desse modo, realizou-se
novamente um cultivo liquido e, apds 48 horas de crescimento a 120 rpm a 28 °C, fez-se uma
leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 550 nm e ajustada para 0,5 de
absorbancia, para obtencio de10® UFC mL™" de bactérias.

Apo6s centrifugacao a 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos, o sobrenadante foi
filtrado em membrana Millipore (0,22 micras) e 1 mL desse filtrado foi adicionado em meio

de cultura (BDA) fundente, a uma temperatura aproximada de 40 °C. Ap6s a solidificacdo do
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meio de cultura procedeu-se o cultivo dos fungos Bipolares, Drecheslera e F.graminearum e
a seguir, colocados para crescer em ambiente proprio com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 28 °C durante 8 dias, até o crescimento maximo na placa controle (meio de
cultura sem o estrato da bactéria).

Os tratamentos neste experimento foram os seguintes:

Tratamentos controles: (T1) placa sem microrganismo; (T2) placa com a bactéria P.
agglomerans, (T3) placa com o fungo B. sorokiniana; (T4) placa com o fungo D. tritici-
repentis e (T5) placa com o fungo F. graminearum.
Tratamentos interacdo: (T6) placa com o filtrado de P. agglomerans + o fungo B.
sorokiniana; (T7) placa com o filtrado de P. agglomerans + D. tritici-repentis e (T8) placa

com o filtrado de P. agglomerans + F. graminearum.

B)_Avaliacdo de compostos envolvidos no processo de interagcdo: a bactéria P.agglomerans e

os trés fungos foram inoculados, individualmente, em placas de Petri (90 mm x 15 mm)
contendo meio BDA. Em uma camara de fluxo laminar, cada placa contendo a bactéria foi
posicionada de frente com uma placa contendo o fungo, porém, de maneira que o fungo e a
bactéria ndo tivessem contato um com o outro. Desta forma, se houvesse antagonismo este
poderia ser atribuido a liberacdo de produtos volateis presentes entre as duas placas. As placas
foram seladas com parafilme e incubadas em fotoperiodo de 12 horas a 28 °C por 8 dias.

Os tratamentos para este experimento foram os seguintes:

Tratamentos controles: (T1) placa sem microrganismo; (T2) placa com a bactéria P.
agglomerans; (T3) placa com o fungo B. sorokiniana; (T4) placa com o fungo D.tritici-
repentis e (T5) placa com o fungo F.graminearum.

Tratamentos interacio: (T6) placa com P. agglomerans + placa com B.sorokiniana; (T7)
placa com o P. agglomerans + placa com D.tritici-repentis e (T8) placa com P. agglomerans

+ placa com F.graminearum
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No oitavo dia de incuba¢do em cAmara de crescimento a 28°C, fotoperiodo de 12

horas, foi realizada a leitura em centimetros (cm) do crescimento radial dos fungos nos dois
experimentos. O arranjo experimental foi em blocos inteiramente casualizados com 5
repeticdes para cada tratamento, nos dois ensaios. Os dados foram submetidos a andlise de

variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com significancia ao nivel de 5

% de probabilidade.

4.2.2. Confirmacao da classificacdo taxonomica do isolado P. agglomerans 1494.4.2A
pela amplificacao e seqiienciamento do gene 16S rDNA.

A classifica¢do taxondmica de P. agglomerans, isolado 1494.4.2A, foi confirmada
por meio da amplificacdo e seqiienciamento direto do fragmento do gene que codifica a
subunidade 16S do RNA ribossomico (16S rDNA). Coldnias individuais do isolado
1494.4.2 A foram estriadas em tubos de microcentrifuga contendo: 2,5 pL. de tampao de PCR
10x (TRIS-HCI1 200mM pH 8,4; KCI 500 mM), 0,75 pL de MgCl, 50 mM, 0,25 pL de dNTPs
(10 mM cada), 1,5 U de Tag DNA polimerase; 0,5 pL (5 pmoles/ uL) dos primers FD1 e RD1
reverso e direto respectivamente, especificos para o gene rRNA 16S de bactérias (Tabela 4.1).
O volume total foi ajustado para 25 uL com dgua Milli.Q esterilizada. A amplificacdo foi
realizada no termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (Applied Biosystem). Inicialmente, a
mistura de reagdo foi aquecida a 96°C por 4 minutos e, a seguir, a amplificacio foi realizada
em 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 55°C e 2 minutos a 72°C, seguida de 10
minutos a 72°C, para uma extensao final. A amplificagdo dos fragmentos de DNA de 1.500
pares de bases (pb) foi confirmada em gel de agarose 1 %, usando o padrdo de peso molecular
ladder /. EcoRl/ Hind 11 1Kb (Invitrogen). O produto de PCR do gene 16S rDNA foi
purificado com o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences),

seguindo as especificacdes do fabricante.
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4.2.2.1. Reacao de seqiienciamento do gene 16S rDNA.
A reacdo de seqiienciamento foi realizada utilizando primers internos e externos
especificos para a amplificacio do gene 16S rDNA (Tabela 4.1). Foram realizadas duas

reacOes para cada primer, que foram tratadas como duas repeticoes.

Tabela 4.1 - Primers universais internos e externos (Invitrogen) utilizados para a amplificacdo do gene
16S rRNA do isolado 1494.4.2A

Identificacio do primer Seqiiéncia do primer

primers externos

FD1 5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3'
RD1 5' AAG GAG GTG ACT CAG CC 3'
primers internos

341-357F 5'CCT ACG GGA GGC AGC AG 3
357R 5'CTG CTG CCT CCC GTA GG 3
685-704F 5' GTA GSG GTG AAA TSC GTA GA 3'
704R 5'TCT ACG SAT TTC ACC SCT AC 3'
1099-1114F 5'GCA ACG AGC GCA ACCC3
1114R 5' GGG TTG CGC TCG TTG C 3'

Em um termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (Applied Biosystem), a
mistura de reagdo foi submetida a 30 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 1
minuto a 60°C. A seguir, a mistura de reacdo foi purificada adicionando-se 1 uL de acetato de
sodio (NaOAc 1,5 M, pH 8,5; EDTA 250 mM) e 100 pL de etanol absoluto. Apds
centrifugacdo a 3.200 x g, por 45 minutos a 4°C, descartou-se o etanol e o precipitado foi
lavado com 150 pL de etanol 70 % (-20°C). A centrifuga¢ao foi repetida, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ficou secando a temperatura ambiente (T.A.) por 1 hora.
Finalmente, foram adicionados 10 ul. de Hi Di Formamide (Applied Biosystem) e as
amostras foram submetidas ao seqiienciamento automatico no equipamento ABI 3100 Genetic

Analyzer (Applied Biosystem).
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4.2.2.2. Analise e identificacio das seqiiéncias de DNA
As seqiiéncias de nucleotideos dos fragmentos do 16S rDNA amplificados a partir
das culturas do isolado P. agglomerans 1494.42A foram analisadas pelos algoritmos
Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998; EWING; GREEN, 1998; GORDON; ABAJIAN;
GREEN, 1998) para a verificagdo de qualidade e para agrupamento e montagem dos contigs.
O alinhamento das seqiiéncias consensos dos contigs foi realizado pelo programa
CLUSTALW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). A seqiiéncia consenso gerada neste
alinhamento foi comparada com seqiiéncias de nucleotideos BlastN contra o banco “nr” do
GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST) para a busca de similaridade com as seqiiéncias

do gene 16S rDNA de bactérias depositadas neste banco.

4.2.3. Selecao dos clones de F. graminearum para confeccao dos macroarranjos

A expressdo diferencial de genes do fungo F. graminearum na presenga da
bactéria antagonista P. Agglomerans foi avaliada utilizando-se clones obtidos a partir de uma
biblioteca de cDNA de F. graminearum crescido em meio de cultura BDA, construida no
Laboratério de Biologia Molecular e Genomica (CEBTEC/ ESALQ/ USP). Dos 1.282
unigenes gerados nesta biblioteca, 1.014 clones foram selecionados, entre eles, os clones
acetil-CoA sintetase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) que foram utilizados
como controle positivo. Os 1.014 clones selecionados foram impressos em membrana de

ndilon para macroarranjo, sendo representativos de todos os contigs e singletons gerados.

4.2.3.1. Confeccao das membranas de macroarranjos
As membranas de macroarranjo foram confeccionadas no Brazilian Clone
Collection Center, da Universidade do Estado de Sao Paulo (UNESP), Jaboticabal, SP

(http://www.bcccenter.fcav.unesp.br). Os 1.014 clones de F. graminearum foram transferidos
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em triplicata para as membranas, formando um arranjo constituido por 3.042 pontos.

Os clones bacterianos oriundos das placas estoques (96 pogos) foram transferidos
para placas de 384 pocos (Genetix), contendo meio de cultura CG Cicle Grow (Bio 101, Inc.,
Cat. 3000-142), suplementado com 1 % de ampicilina e 8 % de glicerol. As culturas foram
incubadas a 37°C durante 18 horas. A seguir, as culturas foram “impressas” em uma
membrana de ndilon de alta densidade (22,5 x 22,5 sz) PerForma II (Genetix) por meio de
mecanismo robotizado (contendo 384 pinos). Foram produzidos seis microarranjos idénticos,
cada um contendo 8 x 12 cm”. As membranas foram construidas a partir do arranjo em placas
de 384 pocos, cujos clones foram distribuidos em 24 colunas (1 a 24) e 16 linhas (A a P) das
placas 384. (Figura 4.2). Cada nimero dentro do quadrante indica a placa de origem daquele
clone assim, cada coldnia bacteriana na membrana pdde ser identificada de acordo com sua

placa (no. dentro do quadrante) e posicao de origem (quadrante dentro da membrana).
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Figura 4.2 - Esquema da membrana utilizada para a constru¢do dos macroarranjos. Cada quadrante
contém 15 coldnias bacterianas, em arranjos 4 x 4. Todas as coldnias contidas neste
quadrante (destacado) s@o oriundas da posicdo Al de suas respectivas placas de origem.
Os nimeros representam a placa a qual cada clone pertence
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Em seguida, as membranas de ndilon foram umedecidas em meio CG,
suplementado com 0,5 % de ampicilina, e depositadas sobre papel Whatman 3M previamente
umedecido neste meio. Os 384 pinos do robd foram submersos por 3 segundos na placa de
384 pocos contendo as culturas bacterianas e entdo foram transferidos cerca de 20 nL de cada
cultura sobre a membrana. Cada clone foi impresso, a uma distancia de 900 um um do outro,
para os seis campos do filtro de 22,5 x 22,5 cm?. Anteriormente a cada transferéncia das
culturas bacterianas de cada placa, os pinos foram submetidos a lavagem automatica (solugio
comercial de NaClO a 3 %, seguida de dgua Milli-Q esterilizada e etanol absoluto) e secos
com jato de ar. Realizada a transferéncia de todos os clones, as membranas de ndilon foram
colocadas em uma placa QTray (Genetix) contendo meio CG semi-sélido suplementado com
1 % de ampicilina. As membranas foram invertidas e incubadas a 37°C durante 8 horas, para o
crescimento das coldnias bacterianas.

Apds este periodo, as membranas foram colocadas sobre papel Whatman 3M
umedecido em solugdo desnaturante (NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M) a temperatura ambiente
(T.A.) por 4 minutos. Em seguida, o papel Whatman 3 M foi substituido por outro papel,
Whatman 3 M, também umedecido com solucdo desnaturante, € as membranas foram
colocadas em uma placa de vidro e incubadas em banho-maria durante 4 minutos. As
membranas foram entfo transferidas para um novo papel Whatman 3M umedecido em
solu¢do neutralizante (NaCl 1,5 M e TRIS 1 M pH 7,0), por 4 minutos. Finalmente, as
membranas foram transferidas para um papel Whatman 3 M seco, por 4 minutos. Realizadas a
desnaturacdo e neutralizagdo, as membranas foram transferidas para uma solugdo de
proteinase K (NaCl 5 M; TRIS-HC1 1 M pH 8,0; EDTA 0,5 M, pH 8,0; Sarcosil 10 x;
Proteinase K 1,5 %) e incubadas a 37°C em agitador orbital, 50 rpm, durante 1 hora. As

amostras de DNA plasmidial foram fixadas as membranas pela exposi¢do a radiacdo
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ultravioleta, 120.000 microjoules por cm?, durante 30 segundos, no aparelho Ultraviolet

Crosslinker (CL-508).

4.2.3.2. Normalizacao das membranas pela sonda plasmidial - Overgo

A normalizacgdo, ou seja, o ajustamento sistemadtico das diferencas na intensidade
relativa de cada ponto (spof) que ndo representam diferencas reais, foi realizada pelo método
overgo. Este método consiste na utilizacdo de oligonucleotideos como sonda para
hibridizac¢do a um fragmento de 36 pares de bases (5’...GTG GTC CTG CAA CTT TAT CCG
CCT CCA TCC AGT CTA...3’) do gene “B-lactamase”, que confere resisténcia a ampicilina
as células transformadas. Como o plasmideo pSPORT1 utilizado para a construcdo desta
biblioteca de cDNA contém este gene, quando a sonda marcada com 3P hibridiza nesta regido
do gene ocorre a emissdo do sinal radioativo de cada plasmideo. Na Figura 4.3 estdo
representados os oligonucleotideos utilizados para a sintese da sonda. A regido sombreada

indica o local de complementaridade de bases a “B-lactamase”.

5’ TAGACTGGATGGAGGCGGATAA 3°  ndo codificadora (243-222)
3’ CGCCTATTTCAACGTCCTGGTG 5’ codificadora (208-229)

Figura 4.3 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados na sintese da sonda plasmidial. Os oligos
sintetizados se ligam por complementariedade de bases (regido sombreada) no gene da
B-lactamase presente no plasmideo pSPORT]1.

4.2.3.3. Hibridizacao com a sonda plasmidial
Anteriormente a hibridizacdo com a sonda plasmidial, as membranas contendo os
clones foram colocadas em recipiente plastico hermeticamente fechado, permanecendo

separadas por uma malha de filtro. A seguir, as membranas foram lavadas com solucdo
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fervente de dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,5 % por 5 minutos, sob agitacao lenta, a fim de
eliminar eventuais residuos contaminantes (background). Em seguida, as membranas foram
imersas em 100 mL de uma solug@o de pré-hibridizacdo, constituida por 1 g de BSA; 200 uL
de EDTA 0,5 M pH 8,0; 7 g de SDS; 50 mL de Na,HPO, 1 M, e mantidas a 58°C em banho-
maria Maxi-shake (HETO).

Paralelamente a pré-hibridizacao, foi preparada a sonda plasmidial. Para isso, o par
de oligonucleotideos usados como sonda plasmidial foi misturado em uma concentracdo final
de 10 uM para a reagdo de marcagdo com o P-dCTP (GE Healthcare). A suspensdo de
oligonucleotideos foi primeiramente incubada a 80°C por 5 minutos, em seguida a 37°C por
10 minutos em bloco aquecedor (Boekel Scientific) e imediatamente transferida para gelo. A
mistura de reacdo de marcacdo da sonda plasmidial com o*P-dCTP foi preparada
adicionando-se a suspensdo de oligonucleotideos 1 pg de soro albumina bovina (BSA), 2 uL
de solucdo OLB [10uL de solucio A (TRIS 1,25 M; MgCl, 1,5 mM; 18ul de B-
mercaptoetanol; 15 pL. de d(ATG) 100 uM); 25mL de solucdo B (Hepes-NaOH 2M); 15 uL
de solugdo C (TRIS 3 mM; EDTA 0,2 mM)]; 50uCi de o’P-dCTP e 2U de Klenow DNA
polimerase I (Invitrogen). Esta mistura de reag@o foi ajustada para um volume final de 10 puL
com 4gua Milli.Q esterilizada e incubada a T.A. durante 1 hora. Apds ter sido realizada a
reacdo de sintese e marcagdo da sonda plasmidial, o volume final da mistura de reacdo foi
ajustado para 50 pl e a sonda foi purificada em coluna Sephadex G-50 (GE Healthcare), de
acordo com as instrugdes do fabricante. A sonda purificada foi desnaturada a 94°C por 10
minutos e imediatamente transferida para gelo. Em seguida, a solugdo de pré-hibridizacdo foi
substituida pela solucdo de hibridizagdo, de mesma composi¢do, mas suplementada com a
sonda plasmidial. As membranas foram incubadas na solucdo de hibridizagdo durante 18
horas a 58°C, em banho-maria Maxi-shake (HETO), com agitacdo lenta (60 rpm). As

membranas foram entdo lavadas duas vezes com SSC 2x (NaCl 1,8 % e acido citrico 1,5 %)
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contendo SDS 0,1 %, por 15 minutos, a T.A., seguindo-se duas lavagens com SSC 1,5x e

SDS 0,1 % por 15 minutos, a 58°C e uma com SSC 0,5x e SDS 0,1 % por 15 minutos, a 58°C

4.2.3.4. Geracao das imagens das membranas

As imagens das hibridizacdes dos macroarranjos foram obtidas apds a exposi¢io
das membranas a placa de intensificacdo de imagem IP (Imaging Plate - Kodak), durante 72
horas. A revelagdo da IP (Kodak) foi realizada com o sistema de digitalizacdo e andlise de
imagens STORM 860 (GE Healthcare). As imagens digitalizadas foram analisadas com o
programa ArrayVision 8.0 (Copryght © Imaging Research Inc., 2003), que permite a
modulagdo de diversos parametros e facilita a obtencdo e andlise do sinal emitido pelo
scanner. O valor dos sinais da leitura foi corrigido pelo residuo de fundo (background) e
utilizados para a anélise estatistica. ApOs a revelacdo, a sonda foi removida das membranas
lavando-as duas vezes com uma solugdo de NaOH 0,4 N e SDS 0,1 %, a 65°C, em banho-
maria com agitador Maxi-shake (HETO) por 15 minutos, seguida por mais duas lavagens com
TRIS 0,2 N; SDS 0,1 % e SSC 0,1x a T.A por 15 minutos. As membranas foram novamente
expostas ao IP por 24 horas, para a completa remog¢do da sonda e armazenadas a 20°C para

posterior hibridizacdo com sondas especificas de F. graminearum.

4.2.3.5. Extracao do RNA total de F. graminearum e sintese da soda de cDNA

A expressdo diferencial de genes de F. graminearum foi obtida a partir de
amostras do fungo cultivado in vitro na presenga (Interagdo = Fgl) ou auséncia (Controle =
FgC) da bactéria P. agglomerans. Discos de meio de cultura BDA de 5 mm de didmetro e
contendo F. graminearum foram transferidos individualmente para 48 placas de Petri
contendo meio BDA 4. As culturas foram entéo incubadas em cAmara de crescimento a 28°C,

fotoperiodo de 12 horas, por 4 dias. Apds este periodo, 24 placas foram selecionadas
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aleatoriamente e inoculadas com a bactéria P. agglomerans (tratamento Fgl, Figura 4.4.a) e as
demais placas contendo apenas F. graminearum foram utilizadas como controle (tratamento
FgC, Figura 4.4a). Todas as culturas foram incubadas por mais 4 dias, nas mesmas condicdes

de temperatura e fotoperiodo.

Disco (plug) de F. graminearum Halo de P. agglomerans
" (===
Tratamento FgC Tratamento Fgl
l (b) l
RNA Total RNA Total
F. graminearum F. graminearum
L Sonda FgC Grep) " Sonda Fel (3 rep) |
! © I
hibridizacdo hibridizacdo
0000000000 0000000000
0000000000 0000000000
0000000000 0000000000
0000000000 0000000000
0000000000 0000000000
0000000000 0000000000
Membranas de macroarray contendo os 1.014 clones de cDNA de F. graminearum gerados
a partir de crescimento in vitro em meio BDA V4 sem a presenca da bactéria antagonista.

Figura 4.4 — Esquema da sintese da sonda de cDNA nos tratamentos FgC e Fgl para hibridizacao nas
membranas de macroarranjos
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A massa micelial do fungo nos dois tratamentos: controle (FgC) e interacdo (Fgl)
foi coletada separadamente (Figura 4.4 b), macerada em N, liquido e submetida a extracdo do
RNA total de acordo com o protocolo de Sokolovsky et al. (1990). Aliquotas de 400 pg do
micélio foram ressuspendidas em 750 puL de tampdo de extragdo (NaCl 0,6 M; EDTA 10 mM;
TRIS-HCI 100 mM, pH 8,0; SDS 4 %) e 750 uL de Fenol (saturado com TRIS-HCI, 0,1 M
pH 8,0). Apds agitacdo vigorosa por 15 segundos, as amostras foram centrifugadas a 10.600 x
g (Eppendorf. 5.804-Rotor F45-30-11), a T.A. por 10 minutos. A fase superior foi transferida
para um novo microtubo, onde se adicionou 0,75 volume de LiCl 8 M e a suspensdo foi
incubada durante uma noite a -20°C.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 10.600 x g, 4°C, por 10
minutos, € o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressupendido em 300 pl de dgua-
DEPC (agua tratada com diethylpyrocarbonate 0.1 %), 1/10 do volume de NaOAc 3M pH 5,5
e 2,5 volumes de etanol absoluto (-20°C). Ap6s permanecer a -70°C durante 1 hora, as
amostras foram centrifugadas a 10.600 x g, 4°C, por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante
e o RNA total foi precipitado em 1 mL de etanol 80 % (80 % de etanol absoluto:20 % agua-
DEPC). Ap6s centrifugacdo a 10.600 x g, 4°C, por 5 minutos, o RNA sedimentado foi seco
durante 10 minutos em estufa a 37°C e ressuspendido em 50 pL de &4gua-DEPC. A
concentragdo do RNA total foi determinada por espectrofotometria a 260 nm (1 ODy¢y = 40pg
de RNA mL'l) e a qualidade determinada através das razdes Ajzeo/Azso € Azso/ A230nm. A
integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo
0,5 ng mL™), para visualiza¢do das bandas de RNA (SAMBROOK et al., 1989), que foram
fotografadas utilizando-se o software 1D Image Analysis Software (Kodak Digital Science).

Para cada tratamento foram preparadas trés sondas de cDNA para hibridizagdo nos
macroarranjos (Figura 4.4c). A sintese das sondas de cDNA foi realizada segundo

metodologia adaptada descrita por Hervé et al. (1996). A reacdo de cada sonda foi iniciada
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com 30 pg de RNA total em 6 pL de 4gua-DEPC e 156 pmoles de oligo dT;sy. O volume
final foi ajustado para 7,5 pL com dgua-DEPC. As amostras foram incubadas durante 10
minuos em bloco aquecido a 75°C e imediatamente transferidas para o gelo. Em seguida,
foram adicionados 5 pL de First Strand Buffer 5x (TRIS-HCI 250 mM pHS,3; KCI1 375 mM;
MgCl, 15 mM) (Invitrogen); 2,5 uL de ditiotreitol (DTT) 100 mM (Invitrogen); 40 U de
RNaseOUT (Invitrogen); 2uL de d(ATG) (10mM cada), e 500 pCi de o*P-dCTP (GE
Healthcare). A mistura de reagdo foi incubada durante 5 minutos a 42°C, e entdo adicionou-se
260 U de SuperScript™ II RT (Invitrogen), seguindo-se pela incubagio a 42°C por mais 20
minutos. A seguir, foram adicionados 1,25 pL. de dCTP (10mM) a mistura de reagdo, que foi
mantida por mais 1 hora a 42°C, quando entdo foram adicionados 2 ug de polyadenylic acid
Poly-A (GE Healthcare). A suspensdo foi desnaturada a 94°C por 5 minutos, seguida de
adi¢do de 1,12 uL. de NaOH 4 M e incubagdo a 37°C por 15 minutos. Por fim, foram
adicionados 1,8 uL. de HC14 M e 7 uL. de TRIS-HCI 1 M pH 7,5 e o volume final foi ajustado
para 50 pL. com 4gua Milli-Q esterilizada. As sondas foram purificadas em coluna Sephadex

G-50 (GE Healthcare) e imediatamente utilizadas para hibridiza¢do das membranas.

4.2.3.6. Hibridizacao dos macroarranjos com as sondas FgC e Fgl

As seis membranas (3 para cada tratamento) foram colocadas em tubos individuais
(20 cm x 3,5 cm) de hibridizagdo (Wheaton) contendo 10 mL de solu¢@o de pré-hibridizacio,
que consistiu de 2,5 mL de SSC 20x pH 7,0, 0,2 mL de TRIS-HCI 1 M pH 7.,5; 5 mL de
formamida deionizada (Gibco-BRL), 1 mL de Denhardt’s 100 x (Invitrogen); 1 mL de SDS
10 % e 0,1 mL de esperma de salmio (10 mg/ mL) previamente desnaturado a 94°C por 10
minutos. As membranas permaneceram durante 2 horas nesta solugdo a 42°C, ApOs este
periodo, a solugc@o de pré-hibridizacdo de cada tubo foi substituida por 5 mL de solucdo de

hibridizacdo, pré-aquecida a 42°C e preparada com 1,25 mL de SSC 20 x pH 7,0; 0,1 mL de



89
TRIS-HC1 1 M pH 7,5; 2,5 mL de formamida deionizada (Gibco-BRL); 0,1 mL de
Denhardt’s 100 x; 0,5 mL de SDS 10 % e 0,5 mL de sulfato de dextrano 50 % (GE
Healthcare). Foram adicionados 0,1 mL de esperma de salm@o (10 mg/ mL), previamente
desnaturado a 94°C por 10 minutos, e também a sonda de cDNA, previamente desnaturada a
94°C por 3 minutos. As membranas permaneceram durante 18 horas nesta solugdo de
hibridizacdo, a 42°C. As etapas de lavagem e obtencdo das imagens foram realizadas como

descrito nos itens 4.2.3.3 e 4.2.3.4, respectivamente.

4.2.3.7. Normalizacao dos dados e analise estatistica

Os valores numéricos correspondentes as leituras dos sinais de hibridiza¢do foram
analisados usando o modelo em dois estdgios proposto por Wolfinger et al. (2001). No
primeiro estdgio, os dados de expressdo génica foram ajustados para o modelo de
normalizag¢do com a correcdo para os efeitos a eles associados (membrana, tratamento e gene),
utilizando o método de andlise de varidncia (ANOVA) e o modelo de efeitos fixos (KERR;
CHURCHILL, 2000, 2001; KERR et al., 2002). No segundo estdgio, os residuos gerados no
modelo de normaliza¢do foram ajustados segundo o modelo gene-especifico. Assim, em um

primeiro estdgio foi ajustado o modelo de normalizacio dos dados:

Yiem =M+ G, + Tj +M, + Q(k)l + Vikim (1)

Em que:
Yium € 0 log, na da intensidade de sinal (expressdo génica); 4 € uma constante associada a

cada observacdo; G, € o efeito do gene i (i=1,---,4.534); T, € o efeito do tratamento j
(j=1---5); M, é o efeito aleatério da membrana k (k=1,---,15); Quy €0 efeito do

quadrante [ (/=1,---,384) dentro da membrana k, r,, € o erro aleatério associado a cada
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observagdo. O efeito Q,,, foi incluso para permitir o ajuste para efeito espacial na membrana.

Neste modelo assume-se que M, Qy, € 1y, sdo idd N(0,07), N(0,0'é), N(0,07)

respectivamente e que ambos sdo independentes um do outro.
Em um segundo estdgio, um modelo de efeitos gene-especifico foi ajustado a partir

dos residuos obtidos pelo ajuste do modelo de normalizacio:

Toie = Gy T Ty ¥ M 5 F ey @)

c . .G, . (1 T, . :
T4ijk € 0 residuo do modelo de normalizagdo; ¢ € o efeito médio do gene g; ~¢" & o efeito do

tratamento i dentro do gene g; ¢/ € o efeito da membrana j dentro do tratamento i e gene g

e, o . ~ M e,
e, ¢ erro aleatdrio associado a cada observagdo. Neste modelo assume-se que = * e =~ im

2 2
sdo idd N, O-Q), N(©,0,)

. M e. . .
respectivamente e que = % e " g3o independentes entre si. Os
dados foram submetidos a andlise estatistica, utilizando o teste t ao nivel de 5 % de

probabildade.

4.2.4. Validacao dos dados do macroarranjo por RT-PCRq

Os dados obtidos pelos macroarranjos foram validados pela transcri¢do reversa
seguida de PCR quantitativa em tempo real (RT-PCRq), que é um método rdpido e sensivel
para a quantificacdo dos produtos na fase exponencial da reacdo. Anteriormente as reagdes de
RT-PCRq, as condi¢des de amplificagdo foram estabelecidas e otimizadas em PCR

convencional.
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4.2.4.1. Selecao dos genes e obtencao dos primers

Dos 29 unigenes diferencialmente expressos, a 5 % de significancia (a=0,05) no
experimento de hibridizacdo dos macroarranjos, foram selecionados 8 unigenes para
validac@o por RT-PCRq: 5 genes super-expressos, 2 genes reprimidos e o gene gliceraldeido-
3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), utilizado como controle.

As seqiiéncias dos RNAm dos respectivos unigenes foram utilizadas para a sintese
dos primers da reacdo de amplificacdo. Através do banco Gene, do GenBank, foi possivel
obter a seqii€ncia precisa dos pares de bases, assim como a posi¢cao dos introns e dos éxons
das seqiiéncias de nucleotideos dos genes selecionados.

Os primers especificos para cada uma dessas seqii€ncias foram desenhados
utilizando o programa Primer3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000; http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi). Os primers sugeridos por este programa foram confirmados
parear em exons diferentes de cada gene, para garantir que somente o cDNA fosse
amplificado na reagdo de PCR.

Por fim, os primers foram validados pelo programa NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html) e submetidos ao GenBank pelo Blast
short (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) para assegurar que cada seqiiéncia de primer era
unica para o gene alvo. Na Tabela 4.2 estdo listados os genes selecionados para validacdo, a

seqiiéncia dos pares de primers, bem como tamanho dos respectivos produtos amplificados.
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Tabela 4.2 - Relagdo dos genes, primers e tamanho em pares de bases (pb) dos fragmentos
amplificados por PCR comum, para posterior amplificacio em RT-PCRq de F.

graminearum.
Genes Seqiiéncia do primer Produto
Genes induzidos (super-expressos)

Fg 02321: 6-hidroxi-d-nicotina-oxidase F-5" CAAGTTCACGAGCGACACC- 3

R- 5" GCTTCCACACCATCAACCA- 3’ 240 pb
Fg 02326: esterigmatocistina-7-O-metil transferase =~ F-5° CCAAAGCAGCCCACGAAG- 3

R-5° GGAACCATCAAGCGGAATGT- 3’ 176 pb
Fg 02327: monoxigenase contendo flavina F-5° AGGTCTCTGGCATTTTGAGG- 3’

R-5 GGGAAGGGAAAGTCTGTGAA- 3’ 102 pb
Fg 09374: repressor do ciclo do glioxilato F-5" GCTTTCGCTCTCACCACTTT- 3

R-5 AACAGCCATTTCCCACATTC- 3’ 141 pb
Fg 02323: proteina hipotética F-5° ACAGATGCCGAGTGTCGTAG- 3’

R-5" GATGTGACGGAGTGAAAGCA- 3’ 165 pb

Genes reprimidos

Fg 01470: proteina do tipo dedo de zinco F-5" GGGACAAGAGACACGAAAGG-3’

R-5° GACACGGAAGGGGAATGAG- 3’ 109 pb
Fg 05133: proteina do tipo “DNAJ” F-5 GACCTCTTCCTCTGACCCTTG- 3’

R-5° TTGGCGACCTCCCTCTACTT- 3’ 200 pb

Gene controle

F-5 ACCACCGTCCACTCCTACAC- 3’
R-5" GGCGAACAGTCAAGTCAACA- 3’ 220 pb

GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase

4.2.4.2. Sintese de cDNA fita simples

Para a sintese do cDNA fita simples foi utilizado o RNA total isolado da massa
micelial de F. graminearum nos tratamentos interacdo (Fgl) e controle (FgC), conforme
descrito no item 4.2.3.5.

A conversio do RNA total em cDNA fita simples foi realizada com o Kit
SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Partiu-se de 5 ug de
RNA total ressuspendido em 8 pL de dgua Milli.Q. A esta suspensdo foram adicionados 1uL
de primer oligo-dT (0,5 ug/ pL) e 1 uLL de ANTP mix (10 mM cada). A mistura de reagdo foi
incubada a 65° C por 5 minutos e imediatamente transferida para o gelo. Em seguida, foram
adicionados 2 puL. de RT Buffer 10 x (TRIS-HCI 200 mM pH 8,4; KCI 500 mM); 4 uL de

MgCl, 25 mM; 2 pL de DTT 0,1 M e 40 U de RNase out. O volume desta suspensdo foi
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ajustado para 20 pL e a mistura de reacdo foi incubada a 42° C por 2 minutos. A seguir, foram
adicionados 50 U da enzima SuperScript Il RT (Invitrogen) e a transcricdo reversa foi
realizada a 42°C durante 50 minutos. A reagdo de transcricdo foi inativada por incubagédo a
70°C durante 20 minutos. O RNA molde da molécula hibrida cDNA/ RNA foi removido pela

adicdo de 2 U de RNase H com incubagdo a 37°C por 20 minutos.

4.2.4.3. PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-PCRq)

A etapa de quantificacio por RT-PCRq foi realizada no Laboratério de
Biotecnologia Animal, do Depto. de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo (ESALQ/ USP).

As reacdes de amplificacio foram realizadas no equipamento Light Cycler
(Roche), com a utilizacdo do fluoréforo SYBR-green. Para cada reacdo foi preparada uma
mistura de reagc@o contendo 0,4 uL (10 pmoles/ uL) de dNTP mix; 1,25 pL de MgCl, 25 mM;
0,25 uL de BSA (20 mg/ mL); 0,8 uL (2 pmoles/ uL) de cada primer direto e reverso; 4 uL de
Sybr Green 5 x (25 uL de buffer de diluicdo de Syber; 6.25 uL de Dimethyl sulfoxide -
DMSO; 0,5uL de Syber 100 x e 18,25 uL de dgua Milli.Q esterilizada) e 1,5 U de Platinum®
Taq DNA Polymerase (Invitrogen). O volume foi ajustado para 19 pL com 4gua-Milli-Q e,
por ultimo, foi adicionado 1 uL de cDNA fita simples (125 ng/ pL). O volume final (20 pL)
foi transferido para os capilares e estes foram colocados no equipamento de PCR LightCycler
(Roche). Todas as reacdes foram estabelecidas a uma temperatura de pré-incubagédo de 95°C
por 10 minutos, desnaturacdo a 95° C por 10 segundos, por 40 ciclos em que as condi¢des de

pareamento e extensio foram determinadas de acordo com o primer testado (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 - Condi¢des de pareamento e extensdo das reacdes de RT-PCRq (LightCycler) para os 7
genes diferencialmente expressos (5 super-expressos e 2 reprimidos) e para o gene usado
como referéncia (GAPDH) de F. graminearum nos tratamentos interacdo (Fgl), controle

(FgO).
Gene Pareamento Extensao Curv(:;:ic; nfl’:;joaagao
Fg 02321 60°C/5 s 10/18s 70°C
Fg 02326 62°C/ 5s 7/ 18s 72°C
Fg 02327 59°C/ 5s 4/ 18s 69°C
Fg 09374 55°C/ 5s 6/18s 65°C
Fg 02323 55°C/ 5s 7/18s 65°C
Fg 01470 60°C/5s 5/18s 70°C
Fg 05133 60°C/5s 8/18s 70°C
GAPDH 60°C/5s 9/18s 70°C

Foram realizadas duas repeti¢des para cada reacio de amplificacdo (par de primers
+ cDNA) e controle negativo (d4gua em substituicdo ao cDNA). A especificidade dos primers
foi avaliada pela visualizacdo dos produtos amplificados em gel de agarose 1,2 %. O método
escolhido para quantificacdo dos resultados foi o de quantificacdo relativa panct proposto por
Livak; Schmittgen (2001), o qual envolve a quantificacdo do gene de interesse em relacéo a
um gene controle “constitutivo”, que neste estudo foi o GAPDH. Para este tipo de
quantificagdo, o valor médio obtido do ciclo limite (Ct, cycle threschold) de cada amostra é
utilizado para se determinar o ACt (Ct alvo — Ct GAPDH). A quantificacdo relativa é obtida
através do calculo da AACt (ACt Fgl - ACt FgC), obtendo-se assim, a razdo de expressdo um

gene em relacdo ao outro (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Analise do antagonismo da bactéria P. aglomerans frente ao fungo F. graminearum
Dois isolados da bactéria P. agglomerans (9789.TL.31A e 1494.4.2A) foram

testados in vitro para verificar a eficiéncia de antagonismo contra o fitopatégeno F.
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graminearum. Os resultados do crescimento do fungo, avaliado no sexto dia de incubagdo na

presenga ou auséncia dos isolados da bactéria, estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Crescimento radial do fitopatégeno F. graminearum na auséncia (controle) e presenca de
dois isolados da bactéria P. agglomerans: 9789.TL.31A (Tratamento A) e 1494.4.2A
(Tratamento B).

Pré-incubacio com Crescimento do F. graminearum (cm)
P. agglomerans Repeticio 1 Repeticio 2  Repeticio 3 MEDIA

24 horas

Controle 3,29 3,46 2,84 3,20
Tratamento A 0,41 0,56 0,78 0,46
Tratamento B 0,53 0,80 0,78 0,70
48 horas

Controle 3,61 3,40 3,90 3,64
Tratamento A 0,56 0,22 0,23 0,34
Tratamento B 0,24 0,25 0,23 0,24

Os dados de crescimento do fungo, medido em centimetros, foram submetidos a
andlise estatistica pelo teste de Duncan (p=0,05). Nao foram detectadas diferencas
significativas para o crescimento de F. graminearum entre os tratamentos de 24 e 48 horas de
pré-incubacdo com P. agglomerans. Além disso, dentro de cada um dos dois tempos de pré-
incubacdo os isolados 9789.TL.31A e 1494.4.2A inibiram de modo semelhante o crescimento
do fungo, como indicado pelo resultado de auséncia de diferencas significativas entre os

tratamentos A e B (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 — Médias do crescimento de F. graminearum na auséncia (controle) e presenca de P.
agglomerans, isolados 9789.TL.31A (Tratamento A) e 1494.4.2A (Tratamento B), ap6s
24 e 48 horas de pré-incubacido com a bactéria.

Pré-Incubacio Controle Tratamento A Tratamento B Média
24 horas 3.1967 A 0.4633 0.7033 %2 1.4544*
48 horas 3.6367 A° 0.3367 ** 0.2400 ®* 1.4044 *
Média 3.4167* 0.4000 ® 0.4717°"

Médias seguidas pela mesma letra maidscula, nas colunas, e mindsculas, nas linhas, ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan (P=0,05).
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Entretanto, as diferengas de resposta de crescimento do fungo foram altamente
significativas entre a presenca de qualquer dos isolados de P. agglomerans (tratamentos A e
B) e a auséncia da bactéria no meio de cultura (controle). Os resultados demonstraram alta
inibicdo do crescimento do fungo quando em contato com os isolados antagonistas
9789.TL.31A e 1494.4.2A. Em avaliagdo visual, foi bastante 6bvio o maior crescimento de F.
graminearum no centro das placas de Petri contendo meio de cultura sem P. agglomerans
(controle) (Figura 4.5a), comparando-se com os tratamentos de pré-incubacdo (24 ou 48

horas) com a bactéria (Figura 4.5b).

Bactéria
/ (isolado 1494.4.2A)

Figura 4.5 — Tlustragdo do teste de antagonismo in vitro de P. agglomerans contra F. graminearum: a)
placa contendo somente o fungo F. graminearum (controle) e b) Isolado 9789.TL.31A da
bactéria P. agglomerans (circunferéncia), pré incubada 24 horas antes da inoculag¢do do
fungo (centro).

Embora ndo tenham sido detectadas diferencas significativas na eficiéncia de
antagonismo entre os dois isolados de P. agglomerans, o isolado 1494.4.2A foi escolhido para
a continuidade dos experimentos e andlises, uma vez que sua propriedade antagonista ja foi
confirmada e patenteada (Embr. 1494, acesso ATCC PTA 3460).

No experimento visando avaliar a necessidade da presenca da bactéria

P.agglomerans no meio de cultura para manter o efeito de antagonismo contra F.



97
graminearum, foi observado que o crescimento do fungo deixou de ser inibido apds a retirada
da porcdo do meio contendo a bactéria. Por outro lado, nas placas onde a cultura da bactéria
foi mantida até o final do experimento (6 dias de incubagdo a 28°C) foi observada a inibicao

total do crescimento do fungo (Figura 4.6).

P. agglomerans F. graminearum controle

Figura 4.6 - Resultado do teste in vitro para verificar se ha necessidade da presenga de P. agglomerans
no meio de cultura para continuar manter o antagonismo contra o fungo F. graminearum.
T1) placa com a bactéria + fungo; T2) crescimento do fungo apds 2 dias da retirada da
bactéria do meio (seta larga) e T3) placa somente com fungo (controle).

Estes resultados mostram a necessidade de se manter a P. agglomerans no meio
de cultura para que ocorra antagonismo contra F. graminearum. Segundo Gray (1997) estudos
in vitro t€m revelado que uma grande variedade de sinalizadores, incluindo o estado
nutricional e a densidade populacional da bactéria sdo fundamentais para a inducdo de
compostos frente a alguma condi¢do de estresse.

Em muitas bactérias, o mecanismo de sinalizacio celular é realizado através da
secrecdo de moléculas sinais. Estas sdo detectadas por receptores especificos, permitindo
assim que cada célula bacteriana “determine” o tamanho de sua populacdo. Quando um nivel
populacional critico € atingido, as moléculas sinalizadoras passam a agir em grupo
(“quorum’), como um unico organismo multicelular (RUMJANEK; FONSECA; XAVIER,

2004). O actimulo destes sinais funciona como indutor na transcri¢do de genes envolvidos na
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sintese de substincias antagonistas, reduzindo as chances de aparecimento de formas de
resisténcia do patégeno (HU et al., 2003; RUMJANEK; FONSECA; XAVIER, 2004). Este
sistema tem sido relatado em algumas espécies dos géneros Pantoea, Pseudomonas,

Agrobacterium, Ralstoni, entre outras (HU et al., 2003; TELFORD et al., 1998).

4.3.2. Analise qualitativa dos produtos secundarios produzidos por P. agglomerans no
antagonismo contra alguns fungos fitopatogénicos

ApOs constatar a capacidade da bactéria P. agglomerans inibir o crescimento do
fungo F. graminearum, foi testado se o processo de inibi¢do ocorria somente em fungdo da
liberagdo de componentes soliiveis no meio ou se a inibi¢do também era devida a produgio de
compostos volateis. Além disso, foi verificado se, além do fungo F. graminearum, o efeito
antagonista de P. agglomerans também era eficaz contra o crescimento de outros dois
fitopatégenos que causam duas das principais manchas foliares do trigo: a mancha amarela da
folha, causada por Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem e a mancha marrom, causada
pela por Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.) (REIS, 1994).

Os resultados do teste de inibi¢do por compostos soltiveis no meio de cultura,
produzidos por P. agglomerans, mostraram uma reducio de mais de 50 % do crescimento de

todos os fungos testados (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 — Antagonismo resultante da producdo de compostos soliiveis por P. agglomerans em
meio de cultura. Medida dos didmetros (cm) do crescimento dos fungos D.tritici-
repentis, B. sorokiniana e F.graminearum na auséncia (controle) e presenga da bactéria.

D. tritici-repentis'  B. sorokiniana®  F. graminearum’ inibicao
Tratamentos Diametro do crescimento do fungo (cm) (%)
Controle 8,40 a 8,50 a 8,30 a 46
Antagonismo 4,60b 3,84 b 4,28 b 54
Diferenca 3,80 4,66 4,04 52

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=5 %) ; ICV: 12,46, DMS: 0,987,
2CV: 20,18; DMS: 1,527; *CV: 15,60; DMS: 1,281
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Da mesma forma, foi verificado que o processo de inibi¢do também € favorecido

pela produgdo de compostos volateis por esta bactéria. A acdo destes componentes sobre 0s
fungos testados foi capaz de inibir em mais de 40 % o crescimento destes fitopatogenos
(Tabela 4.7). A Figura 4.7 ilustra a eficiéncia da aclo antagonista in vitro, resultante de

compostos souveis e volateis. .

Tabela 4.7 — Antagonismo resultante da produgdo de compostos voldteis por P. agglomerans em meio
de cultura. Medida dos didmetros (cm) de crescimento dos fungos D.tritici-repentis,
B.sorokiniana e F. graminearum na auséncia (controle) e presenca da bactéria.

D. tritici-repentis1 B. sorokiniana® F. graminearum3 Inibicao
Tratamentos Diametro do crescimento do fungo (cm) (%)
Controle 8,68 a 8,59a 8,70 a 41,47
Antagonismo 3,60b 3,55b 3,20b 41,33
Diferenca 5,08 5,04 5,50 36,78

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=5 %) 'CV: 14,50; DMS: 1,34; *CV:
18,32; DMS: 1,27: 3CV: 16,21; DMS: 1,58
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(A). Inibicdo do crescimento dos fungos por compostos soliveis em meio de cultura:

,/A”*

Figura 4.7 - Teste de antagonismo pela bactéria P.agglomerans frente aos fungos fitopatogénicos. (A)
Inibicdo pela liberagdo de compostos soluveis: Al, B. sorokiniana (controle); A2) B.
sorokiniana + P. .agglomerans; A3) D. tritici-epentis (controle); A4) D. tritici-epentis +
P. agglomerans; AS) P. agglomerans (controle); A6) F. graminearum (controle); A7 e
A8) F. graminearum + P. agglomerans. (B) Inibi¢do pela liberacdo de compostos
voléteis: B1) B. sorokiniana + P. agglomerans; B2) B. sorokiniana (controle); B3) D.
tritici-epentis + P. agglomerans; B4) D. tritici-epentis (controle); B5S e B6) F.
graminearum + P. agglomerans; B7) F. graminearum (controle).

Os resultados do teste de antagonismo mostraram-se promissores, uma vez que
houve efeito sobre todos os fungos testados, com a indicacdo de que a inibi¢do estd associada
a compostos produzidos pela bactéria, tanto soliveis como volateis no meio de cultura. Estes

resultados mostraram que o efeito de antagonismo ndo requer contato fisico entre a bactéria e
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os fungos. Por outro lado, o efeito antagbnico desaparece com a retirada da cultura de P.
agglomerans. Portanto, o antagonismo parece ser dependente de uma producao continuada de
compostos pela bactéria. Também deveria ser aqui considerada a hipétese de que a inibicdo
possa ter sido uma conseqiiéncia da caréncia de nutrientes no meio devido a competicdo
estabelecida pelos microrganismos. Esta suposicdo torna-se menos consistente se
considerarmos que a inibicdo é estabelecida num periodo curto de tempo, quando os
nutrientes ainda estio disponiveis no meio.

Segundo Gregoletti Jr., Santos e Auer (2004) os testes de selecao de
microrganismos com potencial antagonista podem ser realizados in vitro € in vivo e ambos 0s
métodos sdo complementares. Os métodos in vitro, além de serem praticos, serevem como
uma selec@o preliminar para avaliar a capacidade antagonista, verificar o comportamento do
microrganismo com relacdo a sua capacidade de adaptagdo, crescimento etc. Estudos bem
sucedidos envolvendo a interagdo in vitro e in situ de microrganismos no controle de diversos
fungos e bactérias fitopatogénicos tém sido relatados (LINHARES; MATSUMURA; LUZ,
1995; LUZ, 1990a, 1990b; SANTOS; MATSUMURA; LUZ, 1991). De modo semelhante a
outros antagonistas, P. agglomerans tem sido reportada como eficaz no controle de
fitopatégenos como Erwinia amylovora, Penicillium expansum, Xanthomonas campestris,
Fusarium spp, entre outros (BEER et al., 1987; NICHOLSON et al., 1990; NUNES et al.,
2000; THIND; JINDAL, 1988; WODZINSKI et al., 1990; WRIGHT, et al., 2001).

Como o controle bioldgico ndo se restringe apenas a doencas do fitoplano, mas
também aquelas da espermosfera, rizosfera e a patégenos pds-colheita (GRIGOLETTI Jr;
SANTOS; AUER, 2004), uma estratégia que tem mostrado ser promissora no controle de
muitas espécies fitopatogénicas € a utilizagdo de agentes microbianos na microbiolizac¢do de
sementes, cujo efeito pode ser, muitas vezes, superior ao tratamento quimico com fungicidas

(GRIGOLETTI Jr; SANTOS; AUER, 2004; LUZ, 1998, 2003).
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Com o objetivo de avaliar o efeito de tratamento de sementes de trigo com
rizobactérias sobre o controle de fitopatogenos de trigo e crescimento de plantas, foi
verificado que dentre os 8 biotipos de bactérias testados, P. agglomerans e Pseudomonas
putida, apresentaram os melhores resultados (LUZ, 2001c). A eficiéncia do uso da bactéria P.
agglomerans como um bioprotetor na pulverizacdo sobre espigas de trigo ou de cevada
durante seu florescimento, também foi comprovada como forma de controle de alguns fungos
fitopatogénicos destas culturas, cuja patente foi registrada em 2003, por Wilmar C. da Luz,
pesquisador da Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS (registro no. Embr. 1494 ATCC PTA).
Entretanto, ainda s@o necessarios estudos de caracterizacdo molecular e
bioquimica de componentes envolvidos nestes processos, para que possam ser utilizados
como mais uma alternativa no controle de fitopatdgenos. Similarmente, estes microrganismos
podem ser utilizados como fontes de compostos importantes de interesse biotecnoldgico,
principalmente na utilizagdo de enzimas e metabdlitos secunddrios na formulagdo de

substancias antifingicas ou antimicrobianas (AZEVEDO et al., 2000).

4.3.3. Confirmacao da classificacdo taxonomica do isolado P. agglomerans 1494.4.2A
pela analise do gene rDNA 16S

A andlise do gene rDNA 16S por sequenciamento vem sendo muito utilizada para
estudos de diversidade filogenética e taxondmica de isolados bacterianos. Este gene possui
regides altamente conservadas, até mesmo entre o tixons Bactéria, Archaea e Eucaria, assim
como regides que variam dentro do mesmo grupo taxondmico. Esta propriedade permite
inferir sobre a identificacdo e classificacdo de microrganismos em diferentes niveis
taxondmicos (LIESACK et al., 1997).

A escolha desta técnica dentro do presente trabalho baseou-se na rapidez,

facilidade, necessidade de poucos primers e por permitir que os produtos sejam diretamente
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seqlienciados (WEISBURG et al. 1991). A amplificagdao via PCR resultou em um fragmento

de 1.500 pb, que era o tamanho esperado para o gene 16S rDNA (Figura 4.8).

Figura 4.8 - Visualizacdo em gel de agarose do fragmento de DNA correspondente ao gene rDNA
16S amplificado via PCR. (M) ladder 4 EcoRl/ Hind 111 1Kb; (1 e 2) pGEM 200 e 100
ng, respectivamente. (3) fragmento de 1.500 pb (seta) do gene rRNA 16S do isolado
1494.4.2A.

A seqiiéncia de nucleotideos do fragmento de DNA (1.500 pb) amplificado com os
primers externos e internos formou dois contigs mediante a andlise pelo algoritmo
Phred/Phrap. Um contig apresentou 671 pb e outro 1.408 pb, com qualidade > 20. O
alinhamento destes contigs, utilizando o programa CLUSTALW (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994) gerou a formagao de uma seqiiéncia consenso de 1.425 pb.

Como apresentado na Figura 4.9, a seqiiéncia consenso do isolado 1494.4.2A
utilizado neste trabalho, analisada pelo algoritmo BlastN, resultou em 99 % de identidade com
a seqiiéncia rDNA 16S da Dbactéria Pantoea agglomerans (DSM  3493;
gil4582193lemblAJ233423.1IPAG233423). Este resultado foi suficiente para se concluir que o

isolado 1494.4.2A realmente pertence a espécie Pantoea agglomerans, uma vez que
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identidade a partir de 99 % ¢ considerada alta e 1 % de polimorfismo nucleotidico € aceitdvel

dentro da mesma espécie (DRANCOURT et al., 2000; STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).

Figura 4.9 - Alinhamento do contig (isolado 1494.4 2A) com a seqiiéncia do rDNA 16S de P.
agglomerans (DSM 3493: AJ233423), pelo programa CLUSTALW. Regides sombreadas
representam polimorfismo entre as duas seqiiéncias.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T O e T e T O O I I I I
P.agglomerans (AJ233423) TTGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAA
Contig (1494.4.2R) TTGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGA TAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
T O e T T O S Y I I I
P.agglomerans (AJ233423) GACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAATGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGC

Contig (1494.4.2R) GACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAATGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGC
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

S e e e I
P.agglomerans (AJ233423) TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG! AGC. AATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
Contig (1494.4.2R) TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG AGC. AATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

S e e e e T o e I
P.agglomerans (AJ233423) GCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGC GGAAGGCGATGGGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCC
Contig (1494.4.2R) GCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGC! GGAAGGCGATGAGGTTAATAACCGCATCGATTGACGTTACCC
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

S e e e L e e I
P.agglomerans (AJ233423) GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC I'GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC
Contig (1494.4.2R) GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC TGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

P.agglomerans (AJ233423) TGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTTG! TAGAATTCCAGGTGTAGCG
Contig (1494.4.2R) TGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGA TAGAATTCCAGGTGTAGCG
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
S e e e e e e e I
P.agglomerans (AJ233423) GTGAAATGCGTAGAGATCT GGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGT AAACAGGATTA
Contig (1494.4.2R) GTGAAATGCGTAGAGATCT GGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGT AAACAGGATTA
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
S P S S S S O S O P S I I I I PN
P.agglomerans (AJ233423) GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTT! TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCC
Contig (1494.4.2R) GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTH TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCC
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
O O P S S I S O S O e S I I I I
P.agglomerans (AJ233423) TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC 'CCGCACAAGC T GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTC
Contig (1494.4.2R) TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC 'CCGCACAAGC T GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTC
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

O S P S S T S P e O P S I I T I
P.agglomerans (AJ233423) TTGACATCCACGGAATTTGGCAGAGATGCCTTAGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT
Contig (1494.4.2R) TTGACATCCACAGAATTTGGCAGAGATGCCTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

T e O e o S e e O O Y I I I
P.agglomerans (AJ233423) TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCG-ATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
Contig (1494.4.2R) TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGCGTGATGGCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

T O e e T e O O T I Y I I I

P.agglomerans(AJ233423) GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAA
Contig (1494.4.2R) GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

P O e I N I P [ I e e s I P
P.agglomerans(AJ233423) GTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCC
Contig (1494.4.2R) GTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCC

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

e O I F e o
P.agglomerans(AJ233423) TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGG
Contig (1494.4.2R) TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGG

1410 1420 1425
L e I T |
P.agglomerans (AJ233423) TGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAG
Contig (1494.4.2R) TGAAGTCGTAACAAGGTACCCGTAG
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4.3.4. Analise estatistica dos dados obtidos no experimento com macroarranjos

Dos 1.282 unigenes obtidos na biblioteca de ESTs de F. graminearum, 1.012
unigenes e mais 2 genes controles, foram avaliados pela técnica de macroarranjos de DNA.
Esses unigenes e controles foram analisados quanto ao padrio de expressdo génica do fungo
cultivado in vitro na presenca (Fgl) e auséncia (FgC) da bactéria antagonista P. agglomerans.
Foi realizado o ajuste sistematico das diferencas na intensidade relativas de cada ponto (spot)
que ndo representam variacdo bioldgica real entre as amostras (BOWTELL; SAMBROOK,
2003). Dos 1.014 genes impressos no experimento de macroarranjo, 913 genes apresentaram
sinal de hibridizacg@o, correspondendo a 90 % do total de genes impressos nas membranas.

A andlise estatistica dos dados de expressdo génica obtidos nos experimentos de
hibridiza¢do permitiu estimar o grau de reprodutibilidade das membranas de macroarrranjos.
O resultado desta andlise indicou a capacidade do macroarranjo em repetir os dados de
intensidade de sinal em hibridizacdes diferentes para as triplicatas de sondas de cDNAs.

Os gréficos de Box plot (Figura 4.10) revelam a distribui¢ao grafica dos genes nas
diferentes membranas. Segundo esta andlise, pode-se verificar que a intensidade de sinal de

um dado gene, entre as repeti¢des técnicas, membranas, foi em geral semelhante.
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Figura 4.10 - Intensidade de sinal de hibridizacdo dos transcritos de F. graminearum, na escala
logaritmica na base 2 (logy) de diferentes membranas para os tratamentos. A e B,
membranas da interag@o (S1 x S3, primeira e segunda membranas e S1 x S6, primeira
e terceira membranas); C e D, membranas do controle (S2 x S4, primeira e segunda
membrana e S2 x S5, primeira e terceira membranas).

Para determinar quais os genes de F. graminearum diferiram significantemente na
expressao entre os dois tratamentos (FgC e Fgl), os dados do macroarranjo foram analisados
usando o modelo em dois estigios proposto por Wolfinger et al. (2001). A anélise estatistica
(pelo teste t) revelou que 29 genes (3 %) foram diferencialmente expressos de modo
significativo entre os dois tratamentos (FgC e Fgl), a 5 % de probabilidade. Na Figura 4.11
estdo representados os valores de probabilidade que superaram o valor critico de 5 %. Neste

gréfico, o eixo x € log2 das diferencas estimadas (médias de quadrado minimo) entre os dois
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tratamentos (FgC e Fgl) e no eixo y é —logl0 do valor de probabilidade (p-valor) pelo teste t,

correspondente.

Gene sigrificance resultes

—leg 10{probt)
2.3

Shift—Leg Data

Figura 4.11 - Genes de F. graminearum que apresentaram expressdo diferencial na presencga (Fgl) e
auséncia (FgC) da bactéria antagonista P. agglomerans, ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste t.

Uma observacgdo interessante neste griafico é que mais genes foram induzidos do
que reprimidos durante o processo de interacdo fungo fitopatogénico x bactéria antagonista
(Fgl). Na interacdo, 19 genes, a esquerda do gréfico, foram super-expressos e 10 genes, a
direita do grafico, foram reprimidos.

Na Figura 4.12 estd representado o valor de probabilidade (-loglO do valor p)
versus a diferenca estimada entre os dois contrastes. Esta figura mostra a importincia dos
testes de significincia para os experimentos de micro e macroarranjos em relagdo ao limite de
corte (cut-off) com base estritamente nas diferencas de expressdo entre dois tratamentos, por
exemplo, genes quatro vezes mais expressos. As linhas de referéncia dividem o grafico em
seis se¢Oes: as duas linhas verticais indicam o ponto de corte com base em diferencas quatro
vezes entre contrastes e a linha horizontal indica o ponto de corte com base em um valor p

inferior a 5 %.
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Figura 4.12 - Diferencas entre contrastes versus valor de probabilidade para os genes de F.
graminearum. Cada ponto representa um tnico gene analisado pelo modelo em dois
estagios proposto por Wolfinger et al. (2001). Valores significativos estio localizados
acima da linha horizontal indicado pela seta.

De acordo com este gréfico, tem-se que os genes abaixo da linha horizontal (984),

os genes da na secgdo central (872), os da secdo a direita (7) e & esquerda (5) sdo pontos nao

significativos, de baixo valor-p e baixa diferenga. Ja, os 29 genes acima da linha horizontal:

genes na secc¢ao superior a direita (4), na seccdo a esquerda (10) e secdo central (15), t€m alto

valor-p e determinando estas diferencas como significativas. Assim, o método em dois

estdgios proposto por Wolfinger et al. (2001) mostrou ser eficiente na discriminacdo das

diferencas reais de expressdo gé€nica de F. graminearum durante a interacdo com a bactéria

antagonista P. agglomerans. Por ser um método sensivel e seletivo, tem sido aplicado em

andlise de expressio em experimentos de micro e macroarranjos (AHREN et al., 2005;

WOLFINGER et al., 2001).

4.3.5. Genes de F. graminearum diferencialmente expressos na interacdo com P.

agglomerans

O uso de macroarranjos na andlise transcricional de determinados organismos e ou

condicdes bioldgicas contrastantes tem sido uma ferramenta vantajosa em relacdo a outras
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metodologias utilizadas para monitorar o perfil de expressdo génica. Neste estudo a utilizacio

de macroarranjos de cDNA de F. graminearum mostrou ser eficiente para gerar um alto

nimero de informagdes sobre a magnitude e espectro de expressdo de genes deste

fitopatégeno frente ao microrganismo antagonista P. agglomerans.

Nesta andlise foram identificados 29 genes de F. graminearum que mostraram

diferenca significativa de expressdo (p < 0,05) durante a interacao entre estes microrganismos.

Os transcritos foram analisados pelo banco especifico de proteinas (BlastX) de F.

graminearum FGDB-MIIPS e pelo GenBank do NCBI. A relagdo dos 19 genes super-

expressos, bem como os 10 genes reprimidos estd descrita na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Genes de F. graminearum diferencialmente expressos pelo teste t, com significncia ao
nivel de 5 % de probabilidade, e a correspondente anotagdo presumivel (FGDB-MIPS).

Unigene ' BlastX contra banco de FGDB-MIPS * ID? E-value* DAE’
Genes induzidos
Contig_56 6-hidroxi-d-nicotina-oxidase Fg02321 2e-221 9,79
FGEQBDA004_B10 Precursor de uma esterigmatocistina 7-O-metil-transferase Fg02326 le-69 6,81
FGEQBDAO006_F02 Aminoacido permease NAAP1 Fg04637 4e-31 6,34
FGEQBDAO002_F07 Proteina hipotética Fg01409 le-49 5,52
FGEQBDAO009_G10 Proteina hipotética Fg06594 3e-13 5,33
Contig_8 Proteina de choque térmico (heat shock -DDR48) Fg06692 le-69 4,76
Contig_120 Monooxixenase contendo flavina (FMO) Fg02327 2e-63 4,63
FGEQBDAO023_HO03 Regulador do ciclo do glioxilato (GPR1) Fg09374 3e-29 4,34
FGEQBDAO009_GO07 Proteina hipotética Fg09650 2e-70 4,19
FGEQBDAO23_F11 Glutationa S-transferase (GST) Fg00762 2e-93 4,13
FGEQBDAOO5_F05 Proteina transmembrana Fg05224 le-106 3,76
FGEQBDAO11_B07 Ferroxidase Fg02328 Te-8 341
Contig_15 Proteina hipotética Fg06188 2e-29 3,38
Contig_265 Proteina hipotética Fg02323 0,0 3,27
FGEQBDAOO1_E03 Transportador de peptideos Fg03427 2e-80 3,21
FGEQBDAO15_B05 Monooxigenase contendo flavina (FMO) Fg02327 le-102 3,11
Contig_36 Permease (com fun¢do desconhecida) Fg04876 2e-21 2,8
FGEQBDAO023_E10 Ativador transcricional (CuP2) Fg08393 Te-75 2,57
FGEQBDAO11_B09 Transportador de aminoacido Fg00620 3e-26 1,73

continua
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conclusdo
Unigene ' BlastX contra banco de FGDB-MIPS * ID*  E-value* DAE®
Genes reprimidos

FGEQBDAO13_E02 Proteina do tipo “zinc finger”(ZPR1) Fg01470 3e-36 15,35
Contig_263 Proteina hipotética Fg00857 le-16 6,89
FGEQBDAO023_A02 Proteina hipotética Fgl10603 5e-63 5,42
FGEQBDAO15_G09 Sem similaridade (no hit) - - 4,47
FGEQBDAO015_G10 Proteina hipotética Fg00184 3e-90 3,96
FGEQBDAO003_DO01 Proteina do tipo DNAJ Fg05133 4de-45 3,09
Contig_165 Precursor de citocromo ¢ oxidase -VIa Fg08888 3e-69 2,13
FGEQBDAO14_E04 Proteina hipotética Fg01555 6e-45 2,12
FGEQBDAO008_A04 Peptidase 1T Fg11021 9e-98 1,99
FGEQBDAO08_F06 Sem similaridade (no hit) - - 1,69

"'Nome do unigene gerado na biblioteca de ESTs de F. graminearum(Lab. de Biologia Molecular e genémica (ESALQ/ USP)
2 Resultado do BlastX no banco de dados de Fusarium graminearum : FGDB -MIPS

*ID: identificagdo do gene no banco FGDB-MIPS

* E-value: indica o grau de "confiabilidade” de um alinhamento

S DAE: diferenca absoluta de expressdo dos respectivos unigenes revelada na andlise de macroarranjo.

4.3.5.1. Trancritos de F. graminearum super-expressos

Entre os transcritos de F graminearum de maior expressdo durante a interagdo com
bactéria antagonista, destacam-se os que apresentaram similaridade com uma 6-hidroxi-d-
nicotina-oxidase (contig 56) e uma proteina precursora de uma metil transferase,
esterigmatocistina-7-O-metiltransferase (FGEQBDAO004_ B10).

Embora a 6-hidroxi-d-nicotina-oxidase tenha sido um dos transcritos mais
expressos pelo fungo em codi¢des de cultura in vitro (ver capitulo 1), interessantemente
também foi diferencialmente expresso no experimento de macroarranjo, com expressao quase
10 vezes mais alta no tratamento interacdo em relagdo ao controle. Em F. graminearum, esta
proteina estd associada na catélise da conversdo de 6-hidroxirubrofusarina a aurofusarina,
produzindo uma pigmentagdo avermelhada em espécies de Fusarium, como F. graminearum,
F. culmorum e F. pseudograminearum. Estes componentes sdo produzidos pelo metabolismo
secundario do fungo, cuja sintese estd associada & fase de diminuicdo do crescimento e

transicdo para fase estaciondria (MALTZ et al., 2005; MEDENTSEV; ARINBASAROVA;
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AKIMENKO, 2005), principalmente em resposta a fatores de estresses como deficiéncia de
nitrogénio ou fésforo, em decorréncia de estresses oxidativo e inibicdo da respirac@o celular
(MEDENTSEV; ARINBASAROVA; AKIMENKO, 2005).

A super-expressdo do transcrito esterigmatocistina-7-O-metiltransferase durante o
processo de interagdo poderia ser atribuida ao mecanismo de defesa do fungo quando em
contato com a bactéria antagonista. Segundo Cleveland e Bhatnagar (1990), muitas espécies
de fungos filamentosos produzem, através do metabolismo secundério, metil-transferases que
estdo envolvidas na biossintese de toxinas associadas a mecanismos de defesa e viruléncia do
fungo. Estes compostos sdo sintetizados em resposta a estimulos ambientais e sdo
frequentemente produzidos nas etapas finais de desenvolvimento; além disso, apresentam
sistema biossintético controlado por vérios genes (CALVO et al., 2002). Entretanto, fatores
nutricionais também podem influenciar na biossintese destes compostos (CHEN;
McCORMICK; HOHN, 2000). A producdo da micotoxina Desoxinivalenol (DON) e seus
derivados foi estimulada quando F. graminearum foi cultivado em meio com baixa
disponibilidade de carbono e nitrogé€nio mas, principalmente, em condi¢do de anaerobiose
(MILLER; TAYLOR; GRENHALGH, 2003). Isto poderia explicar a superexpressiao de genes
relacionados a uma proteina precursora de toxina em fungo. Entretanto, no presente estudo,
ambos os tratamentos (FgC e Fgl) foram estabelecidos em meio semi-sélido (BDA %) sem
aeracdo, e mesmo assim, houve diferenca de expressdo. Este resultado pode ser atribuido a
presenca do antagonista bacteriano no meio o qual, provavelmente, pode ter influenciado
sobre a producdo desta micotoxina.

A relacdo entre a produgdo de toxina por F. graminearum e a defesa contra a agio
do antagonista Trichoderma atroviride foi confirmada por Lutz et al.(2003). Estes autores
reportaram que na interacdo entre estes dois microrganismos existe uma relagdo entre a

biossintese de toxina pelo fungo e a modulacdo de genes do antagonista envolvidos na sintese
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de quitinases, caracterizando um mecanismo de autodefesa contra a ag@o desta enzima
degradativa da parede celular. A partir deste pressuposto, a inducdo destas proteinas pode ter
ocorrido em resposta ao estresse provocado pela falta de algum nutriente, consumido pelas
bactérias presentes no meio de cultura, e/ ou em resposta a acdo de algum produto secretado
pelas bactérias no meio de cultura, provocando a indugido de genes envolvidos na defesa e
viruléncia deste fitopatdégeno.

Outro transcrito que também foi superexpresso na condig@o in vitro (capitulo 1), e
que revelou diferenca significativa de expressdo no macroarranjo, foi uma proteina produzida
em resposta a danos no DNA “DNA-damage—responsive - DDR48” (contig 8). O gene
DDRA8 de Saccharomyces cerevisiae pertence a um conjunto de genes cuja indugdo é ativada
em resposta a algum tipo de estresse sobre a célula, provocando alteracdes no DNA
(McCLANAHAN; MCcENTEE, 1986; TREGER; MCcENTEE, 1990). Neste fungo, por
exemplo, sdo conhecidos mais de 30 genes que atuam na indugdo de proteinas envolvidas na
construcdo e manutencdo da parede celular, o primeiro alvo de condicdes de estresse
(BOORSMA et al.,, 2004). Boorsma et al. (2004) avaliaram a resposta transcricional de
células de S. cerevisiae apds a exposicdo a duas substincias quimicas, uma que interfere na
constitui¢do da parede celular e outra que atua na degradacdo da parede celular. Ambos os
tratamentos foram eficientes para a identificacdo de varios genes induzidos por estresse,
entretanto, a transcricdo de genes como DDR2 e DDRA48 foi mais expressiva apds o
tratamento com a enzima que degrada a parede celular. Outra forma de alteracdo na expressao
deste gene estd associada a deficiéncia em nitrogé€nio. Em Gibberella fujikuroi, um gene
homoélogo ao DDR48 de S. cerevisiae foi um dos mais expressos quando este fungo foi
cultivado em meio com deficiéncia deste componente nutricional, confirmando seu papel em

diferentes condicdes de estresse (TEICHERT et al., 2004).
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Novamente foram encontradas indicacdes de que defici€ncia nutricional pode ser
um fator potencial para a inducdo destes transcritos. Entretanto, outras evidéncias tém
sugerido a agdo de agentes microbianos contrarios a sobrevivéncia deste fitopatogeno
(BOORSMA et al., 2004). Esta suposi¢cdo € reforcada pelo efeito de inibicdo da bactéria P.
agglomerans sobre crescimento dos fungos fitopatogénicos testados no experimento de
antagonismo in vitro realizado neste estudo. Segundo Sheng e Schuster (1993), esta
complexidade de fatores associados para a regulagdo do gene DDR48 ou seus homologos em
outros microrganismos torna-se uma caracteristica positiva, principalmente em relagcdo a
adaptacdo deste fungo em condicdes ambientais adversas. Estes resultados revelam grandes
perspectivas na descoberta de possiveis agentes antiflingicos que podem ser caracterizados e
cujo mecanismo de acdo merece melhor elucidacio.

Um transcrito com similaridade a uma glutationa-S-transferase - GST
(FGEQBDAO023_F11) foi identificado e teve sua expressdo aumentada em cerca de quatro
vezes no processo de interagdo. Estas proteinas estdo localizadas no citosol ou ligadas as
membranas de todas as células de eucariotos, cada qual desempenha propriedades cataliticas
distintas (HAYES; PULFORD, 1995). As GSTs pertencem a um grupo de isoenzimas
envolvidas no processo de prote¢do contra espécies reativas de oxigénio, muitas vezes
produzidas por intermediarios do metabolismo aerdbico, e que agem como substancias toxicas
a célula ou como moléculas sinalizadoras na regulacdo do desenvolvimento e na defesa contra
estresses externos (APEL; HIRT, 2004; WANG; BALLATORI, 1998).

Relativamente poucas informagdes sdo disponiveis sobre sobre a presenga e a
funcdo de GSTs em fungos antes da ultima década, porém mais recentemente as GSTs tém
sido identificadas e isoladas em varias espécies, tais como Saccharomyces pombe, Mucor
circinelloides, Botrytis cinérea, Streptomyces griséus e Saccharomyces cerevisiae (KIM et al,

2004; DOWD; SHEEHAN, 1999; PRINS, 2000; DHAR; DHAR; ROSAZZA, 2003; CHOI et
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al, 1998). Estudos t€m revelado que existe uma relagéo entre o nivel de expressdo de genes
que codificam GSTs em fungos e o sistema de defesa celular contra estes produtos téxicos
para célula (BURNS et al., 2005; KIM et al., 2004). Acredita-se que aproximadamente 10 %
do transcriptoma de fungos € afetado por estes tipos de espécies reativas de oxigénio, cuja
regulacdo parece ser dependente da expressdo de transcritos como GSTs, que atuam na
desintoxicacdo destes compostos neutralizando-os, ou facilitando o transporte para fora da
célula (APEL; HIRT, 2004). Além disso, a sintese de GST por F. graminearum na presenga
bactéria antagonista revela a importincia de estudos de expressdo gé€nica na interacdo entre
microrganismos, uma vez que este tipo de transcrito também tem sido associado ao sistema de
defesa vegetal contra substincias téxicas liberadas por fitopatdgenos durante o processo de
infecgdo (ALLAMEH et al, 2001; KRUGER et al., 2002).

Transcritos de F. graminearum com similaridade a proteinas transportadoras e
permeases também estdo entre os diferencialmente expressos durante a interacdo com a
bactéria antagonista. Estas permeases fazem parte de um grupo de proteinas integrantes da
membrana celular que estdo envolvidas na transferéncia de substancias para o interior celular
(WALKER, 1998). Foram identificadas duas permeases, uma envolvida no transporte de
aminoécidos (FGEQBDAO006_F02) e outra com funcao desconhecida (Contig_36).

O transcrito com similaridade a proteina transportadora de oligopeptideos (OPT)
foi trés vezes mais expresso na interagdo. A familia OPT tem sido bem documentada tanto em
bactérias, como plantas, fungos e animais (BEKER; NAIDER, 1995), e t€m sido associada ao
transporte de oligopeptideos que, apés a sua entrada na célula, sdo rapidamente hidrolisados
como fonte de aminoécido e nitrogénio (LUBKOWITZ et al., 1997). DIVON et al. (2005)
avaliaram o perfil transtricional de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) sob
crescimento in vitro, com baixa disponibilidade de nitrogénio, € sob o crescimento in vivo

durante a colonizagdo em plantas de tomate. Foram identificados trés genes
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transcricionalmente ativados: um gene com similaridade com uma aminodcido permease, o
outro com um transportador de peptideos e terceiro com uma uricase. Segundo estes autores,
estes trés genes foram ativados para incorporagdo de N, orgénico, refletindo o perfil
transcricional do fungo em resposta a pouca disponibilidade nutricional, semelhantes as

obtidas pelo fungo durante a colonizagdo no seu hospedeiro.

4.3.5.2. Trancritos de F. graminearum reprimidos

A andlise por macroarranjo revelou que dez transcritos de F. graminearum foram
reprimidos durante o processo de interagdo com a bactéria antagonista. Dentre esses
transcritos que apresentaram uma funcio presumivel, destaca-se uma proteina com dominio
do tipo dedo de zinco (zinc finger) ZPR1, (FGEQBDAO13_E02) com alto nivel de repressao,
ou seja quinze vezes menos expressa em comparagdo ao tratamento controle. Este resultado
representa uma grande perspectiva para a elucidacdo do mecanismo de controle deste
fitopatégeno, uma vez que se trata de uma proteina de ligacdo a fatores de transcrigdo,
importante no processo de divisdo e viabilidade celular (GALCHEVA-GARGOVA et al.,
1996; GANGWANI, 1998).

A proteina ZPR1 € caracterizada pela presenca de dois dtomos de zinco em sua
molécula, os quais estdo associados a ligacdo desta proteina a fatores de transcricdo
envolvidos na divisdo celular (THIELE; WINGENDER, 2000). Embora tenham sido
primeiramente identificadas em células animais, proteinas do tipo dedo de zinco apresentam
uma estrutura conservada em diversas espécies, desempenhando funcdes semelhantes tanto
em eucariotos superiores como inferiores (GALCHEVA-GARGOVA et al., 1996). Durante a
fase estaciondria do ciclo celular, a proteina ZPR1 permanece associada a receptores
especificos presentes no citoplasma. Durante a divisdo celular (mitose) sdo sintetizados

agentes mitdticos, que por sua vez promovem a ligacdo da ZPR1 aos fatores de elongacdo
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celular (eEF-1a). Este complexo ZPR1/ eEF-1a é imediatamente translocado para o nucleo, e
agem como moléculas sinalizadoras para o inicio da divisdo celular (GALCHEVA-
GARGOVA et al., 1996; GALCHEVA-GARGOVA et al., 1998). A fun¢do do complexo
ZPR1/eEF-1a na contribuicdo da divisdo normal de células eucaridticas foi elucidada em S.
cerevisiae por Gangwani et al. (1998). Segundo estes autores, quando o gene zprl foi
alterado, ndo houve a ligacdo da proteina ZPR1 ao fator de elongacdo eEF-1a, provocando
efeitos como deformagdes morfoldgicas e permanéncia das células na fase G2 (fase entre o
final da sintese de DNA e inicio da mitose) do ciclo celular.

Outros transcritos reprimidos no tratamento interagdo F. graminearum x P.
agglomerans estdo associados a proteinas com similaridade a citocromo ¢ oxidase
(Contig_165) e a uma proteina homdloga a uma chaperona com um dominio do tipo DNAJ
(FGEQBDAO003_DO01). A enzima citocromo ¢ oxidase faz parte de um complexo enziméatico
da cadeia respiratdria. Estd localizada na membrana mitocondrial interna e participa da via de
convergéncia do metabolismo aerébico da célula, através da transferéncia de elétrons até o
oxigénio molecular, para formacdo de dgua e energia. As proteinas do tipo chaperonas,
pertencem a uma familia protéica encontradas em bactérias, fungos, plantas e animais,
atuando no mecanismo de “inspecdo” da conformacgdo protéica por meio da modelacdo,
reparo ou eliminacdo daquelas proteinas erroneamente estruturadas (ALBERTS et al, 1997;
KELLEY, 1998). Proteinas com dominio “J” t€m um papel regulatério especifico de agregar
outros membros protéicos do tipo hsp70 (heat shok protein) acelerando o processo de
hidrélise de ATP (KELLEY, 1998).

Entre os transcritos reprimidos, identificados como hipotéticos, alguns apresentam
dominios conservados em sua estrutura, como dominios associados ao processo de sinalizacdo
intracelular (Contig_263) e dominios de hidrolases (FGEQBDAO15_G10) especificas de

ligacdes glicosidicas de diferentes polissacarideos e essenciais para a vitalidade de fungos
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fitopatogénicos (WU et al., 2006). Estes transcritos representam um grupo importante na
identificacdo de novos genes na condicdo de interagdo patdgeno x antagonista, uma vez que
reunem seqiiéncias identificadas em outras espécies, mas sem fungdo bioldgica descrita.

Embora a maioria dos genes presumiveis que foram induzidos durante a interagdo
com a bactéria antagonista tenha revelado similaridade a proteinas relacionadas a processos
de defesa e/ou viruléncia de fungos, pouco é conhecido sobre os fatores que atuam sobre a
regulacdo destes mecanismos. Sabe-se que representam uma forma de defesa desses
organismos quando expostos a condigdes de estresse e geralmente envolvem a ativacdo de
determinados genes ou conjunto deles, associados a estabilidade e a integridade celular, como

forma de defesa (BOORSMA et al., 2004; TREGER; McENTEE, 1990).

4.3.6. Validacao dos dados de Macroarranjo por RT-PCRq

Embora a tecnologia de macroarranjos seja uma das mais uteis no estabelecimento
de padrdes de expressdo génica e identificacdo de genes diferencialmente expressos, a
comparagdo de dados digitais pode ndo representar, com precisdo, o perfil de expressdo real
dos genes estudados. Desta forma, técnicas como PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-
PCRQq) ou northern blot t€m sido empregadas como ferramentas complementares para validar
andlises de expressao génica (REUE, 1998). Por ser um método quantitativo rapido, acurado e
eficiente (RAGEEVAN et al., 2001), a técnica de qPCR-RT foi escolhida para ser utilizada
neste estudo com o intuito de validar os dados obtidos no experimento de macroarranjo.

A especificidade dos primers utilizados nas reagdes de PCR quantitativo em tempo
real foi confirmada pela visualizacdo da eletroforese em gel de agarose 1,2 %. Como
representado na Figura 4.13, todas as reagdes apresentaram amplificacio de apenas um

fragmento de DNA, com tamanho especifico para cada par de primer testado: 240 pb



(Fg02321); 176 pb (Fg02326); 102 pb (Fg02327); 141 pb (Fg0937); 165 pb (Fg02323);

pb (Fg01470); 200 pb (Fg05133) e 220 pb (GAPDH).

Transcritos super -expressos

1 2
M, C I B

cC I M

Transcritos reprimidos Transcrito referéncia

(6) @) ®)
C I BM C I B M
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Figura 4.13 - Confirmagao da especificidade dos primers com base na visualizagcdo dos produtos de
gPCR-RT esperados. M; e M,: mardores moleculares (100 pb -Invitrogen e /Kb A Hind
II/ EcR 1, respectivamente). As letras C, I e B, referem-se as amostras: FgC, Fgl e
Branco. Os nimeros referem-se aos primers dos seguintes transcritos:(1): Fg02326, 176
pb; (2): Fg02321,240 pb; (3): Fg09374, 141 pb; (4): Fg02323,165 pb; (5): Fg02327, 102

pb; (6): Fg05133, 200 pb; (7): Fg01470, 109 pb e (8): GAPDH, 220 pb.
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Também foi avaliada a temperatura de desnaturacdo (curva de melting) de cada
produto da reacdo de qPCR-RT, cuja finalidade foi diferenciar os produtos amplificados dos

possiveis dimeros de primers e/ou produtos inespecificos (Figura 4.14).

Fg02321: 6-hidroxi-d-nicotina-oxidase

i

Fg02326: esterigmatocistina-7-O-metil transferase
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Figura 4.14 - Resultado das amplificacdes em RT-PCRq de F. graminearum para cada par de primer:
(a) curva de deteccdo da fluorescéncia emitida durante o ciclo da amplificagdo; (b),
observar os genes diferencialmente expressos em cada amostra representada por uma
cor: vermelho/ preto e verde/ azul; (c) nimero de ciclos; (d) curva de dissociacdo

(melting) dos primers, na qual pode-se observar a especificidade de pareamento e a
auséncia de dimeros, fatores relevantes na eficiéncia de amplificacdo
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Para os genes analisados, os resultados da curva de melting mostraram que a
desnaturacdo dos produtos amplificados para cada experimento foi: Fg02321 = 88,6°C;
Fg02326 = 88,6°C; Fg02327 = 82,4°C; Fg09374 = 85,8°C; Fg02323 = 84,9°C; Fg01470 =
85,5°C; Fg05133 = 85,7°C e GAPDH = 89,8°C. Ainda na Figura 4.14, é possivel verificar as
curvas de deteccdo da fluorescéncia (Ct) emitida em cada experimento. Nao foram detectadas
amplificacdes inespecificas e nem formacdo de dimeros de primers durante os 40 ciclos de
amplificacdo.

Uma vez que o objetivo deste trabalho ndo consistiu na determinagdo absoluta do
nimero de cépias de cada RNAm diferencialmente expresso, mas na validacdo ou nao dos
resultados obtidos via macroarranjos em cada tratamento, o método escolhido foi o de
quantificagdo relativa de expressdo génica, por se tratar de um método que permite quantificar
transcritos pouco abundantes de uma forma rdpida e acurada (GIULIETTI et al., 2001;
LIVAK; SCHMITTGEN, 2001, PFAFFL, 2001). A quantificagdo € relativa porque os valores
de expressdo dos genes analisados sdo previamente normalizados em relacdo ao valor de
expressdo do gene de referéncia na mesma amostra de cDNA, evitando-se a o uso de
controles prévios para calibracido do equipamento (PFAFFL, 2001).

O gene GAPDH foi escolhido para ser a referéncia neste estudo por ser um gene
“constitutivo” que codifica para uma enzima glicolitica presente na maioria das células e por
participar de diferentes processos celulares (GIULIETTI et al., 2001). Da mesma forma que o
GAPDH, outros genes t€m sido utilizados como referéncia, a exemplo dos genes que
codificam para: f-Actin, hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HPRT), rRNA,
cyclophilin; albumin, actins, etc., principalmente porque seus RNAs respectivos apresentam
altos niveis de expressdo e estdo presentes em todas as células nucleadas (GIULIETTI et al.,
2001; HUGGENT et al., 2005; PFAFFL, 2001). Entretanto, para uso como referéncia em

andlises através de PCR quantitativo € necessdria uma prévia valida¢do, uma vez que pode
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ocorrer variagdo de expressdo conforme o experimento, tipo de tecido e/ou organismo
(HUGGETT et al., 2005).

Com base nisso, o GAPDH mostrou ser um gene controle (referéncia) eficiente
neste estudo, uma vez que sua expressdo foi maior em comparacio aos demais genes usados,
entretanto foi observado uma variacdo de expressdo entre os dois tratamentos: na interacao
(Fgl) para este gene o sinal de amplificacdo iniciou-se no ciclo 19 e no controle (FgC) a

emissdo de sinal de amplificag@o iniciou no ciclo 20 (Figura 4.15).

® ot s | ) =

Figura 4.15 - Resultado da reagdo de RT-PCRq para o gene referéncia GAPDH nos tratamentos Fgl,
interacdo e FgC, controle: (a) reagdo de amplificacdo e (b) curva de dissociacdo
(melting) do GAPDH nos dois tratamentos.

As quantificagdes relativas realizadas entre as repeticdes de amostras de cDNA em
cada tratamento (FgC e Fgl) revelaram poucas diferencas no Ct, significando que as réplicas
foram homogéneas e diferengas de expressao foram realmente identificadas. Todos o célculos
de AACt foram realizados tendo a média de Ct determinada no controle (FgC) como
referéncia, de forma que, valores negativos indicam maior expressao na interagao Fgl.

Como mostrado na Tabela 4.9 e (Figura 4.16), os dados obtidos através da equacdo
224Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) indicam que a técnica de RT-PCRq confirmou aqueles
genes que apresentaram Super-expressio em macroarranjo € somente um gene reprimido

(Fg05133) ndo confirmou a expressdo diferencial por esta metodologia.
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Tabela 4.9 - Anadlise dos dados de RT-PCRq dos genes de F. graminearum nos dois tratamentos (Fgl
e FgC), utilizando o método estatistico 2"**“ (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tratamento VMCt! ACEH AACE Razdo (2-°%

Genes induzidos

9374 (Controle) 42,56 22,14

-1,50 2,83
9374 (Interagdo) 39,98 20,64
2321 (Controle) 24,87 4,45

-0,92 1,89
2321 (Interagdo) 22,83 3,49
2323 (Controle) 28,48 8,06

-0,41 1,33
2323 (Interagdo) 26,99 7,65
2326 (Controle) 28,24 7,82

-0,39 1,31
2326 (Interagdo) 26,77 7,43
2327 (Controle) 32,25 11,83

0,30 1,23
2327 (Interagdo) 31,47 12,13

Genes reprimidos

1470 (Controle) 30,52 10,01

3,21 9,09
1470 (Interag@o) 32,56 13,22
5133 (Controle) 29,04 8,62

0,39 1,35
5133 (Interagdo) 28,35 9,01

Gene controle

GAPDH (Controle) 20,42

GAPDH (Interacdo) 19,34

1: VMCt: valor médio do Ct; 2: ACt (VMCt do gene alvo - VMCt do gene GAPDH); 3: AACt (ACt gene
alvo (Fgl) - ACt gene controle (FgC)
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4] 2,83

Razio 2°2°¢

-10 f -9,09

Fg232] Fg2326 Fg2327 Fg9374 Fg2323 Fgl470 Fg5133

Transcritos utilizados na validacao por gPCR-RT

Figura 4.16 - Anilise dos dados de RT-PCRq utilizando o método estatistico2™*“" (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Os nimeros positivos representam a quantificacio relativa
(razdo) dos genes de F. graminearum que apresentaram maior expressao no
tratamento interacdo (Fgl) e os nimeros negativos representam maior expressao no
tratamento controle (FgC).

Um fato interessante é que, embora a maioria dos genes identificados pelo
macroarranjo como diferentemente expressos e confirmados pela técnica de RT-PCRq, houve
uma diferenca na intensidade de expressao revelada por estas duas técnicas. Estas diferencas
podem ser visualizadas na Figura 4.17. Por exemplo, o transcrito Fg02321 (6-hidroxi-d-
nicotina-oxidase) foi o mais expresso em macroarranjo, mas ndo foi o mais expresso na
técnica de RT-PCRq, ou seja, o gene de maior expressdo pelo RT-PCRq foi o gene Fg09374
(Regulador do ciclo do glioxilato -GPR1). O unico gene que mostrou uma correlagdo de
expressao foi o Fg01470 (Proteina do tipo dedo de zinco “zinc finger”- ZPR1), que foi o gene

identificado como o mais expresso nas duas técnicas utilizadas.
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B Macroarranjos
B qPCR-RT

9,79

-15,35

Valores relativos de expressao diferencial

Fg232]  Fg2326  Fg2327  Fg9374 Fg2323 Fgl470 Fg5133

Figura 4.17 - Comparacdo dos valores obtidos na expressao diferencial de genes de F. graminearum
na presenca e auséncia da bactéria P. agglomerans, analisada por macroarranjo e por
RT-PCRq. Notar que o gene Fg05133 foi o tnico a apresentar resultados contrastantes
para a expressdo medida por macroarranjo e RT-PCR .

Os resultados revelaram que, embora foi obtida uma diferenca de estimativa da
intensidade de express@o entre os genes avaliados pelas duas metodologias, o que era de se
esperar, uma vez que se trata de duas técnicas diferentes, ambas foram eficientemente
aplicadas neste estudo. Dos 7 genes utilizados para confirmagdo da expressdo do
macroarranjo, 6 genes tiveram sua expressao diferencial confirmada por PCR quantitativo em
tempo Real. As informagdes sobre o seqiienciamento dos transcritos, juntamente com a
quantificagdo do nivel de expressdo na interacdo foram fundamentais para compreender o
padrdo de resposta do fungo F. graminearum na interagdo com a bactéria P. agglomerans.
Estas informag¢des permitiram visualizar o perfil molecular global dos genes envolvidos nas
principais vias metabdlicas deste fungo. Deve também ser enfatizado que o experimento de
macroarranjos foi a etapa inicial para a constru¢do de um banco de dados de expressdo de um

fungo fitopatégeno na interacdo com uma bactéria potencialmente antagonista. Desta forma,
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os genes identificados como diferencialmente expressos constituem fortes candidatos para
estudos futuros, uma vez que a diferenga de expressdo foi confirmada por macroarranjo e

validada por RT-PCRq.

4.4. CONCLUSOES

A bactéria P. agglomerans mostrou efeito antagonista sobre F. graminearum e
também sobre Drechslera tritici-repentis e Bipolaris sorokiniana, que s3o fungos
fitopatogéncios de alta importincia agrondmica. A inibi¢do foi caracterizada como associada a
compostos soltveis e/ ou compostos voldteis produzidos pela bactéria. Foi determinado que o
efeito antagdnico ndo € dependente de interagdo fisica entre os organismos estudados;

A continuidade e manuten¢do do processo de antagonismo P. agglomerans x F.
graminearum requerem a permanéncia da bactéria no meio de cultura, para que haja um
progresso na inibi¢do do crescimento do fungo.

A técnica de macroarranjo, bem como o modelo estatistico utilizado mostraram ser
sensiveis e seletivos o suficiente para a identificacio de 29 genes de F. graminearum
diferencialmente expressos durante a interacdo com a bactéria antagonista.

As variacdes na expressdo génica de F. graminearum na interagdo com P.
agglomerans detectadas por macroarranjo foram proporcionalmente confirmadas por PCR
quantitativo em tempo real (RT-PCRq), aumentando a confiabilidade dos dados do
macroarranjo

Sob o efeito antagdnico de P. agglomerans um maior nimero de genes de F.
graminearum sdo induzidos do que reprimidos, sugerindo que o sistema de defesa do fungo é
ativamente acionado durante o processo de antagonismo e que este mecanismo possivelmente

seja semelhante ao obtido durante o processo de infec¢do do fungo em plantas hospedeiras.
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5. CONCLUSOES

Os clones gerados na biblioteca de cDNA de F. graminearum sob cultivo in vitro
possibilitou a geracdo de 1.983 seqii€ncias vélidas e 1.282 possiveis genes (unigenes) que
poderdo ser disponibilizados para programas de melhoramento genético vegetal, visando a
obtencdo de cultivares com maior tolerancia a este tipo de fitopatégeno, principalmente por se
tratar de um isolado patogénico especifico de culturas nacionais.

A condigdo de crescimento do F. graminearum in vitro favoreceu a identificagio
de transcritos que participam em vias metabdlicas importantes do metabolismo,
principalmente integrantes do metabolismo de carboidratos, como também a identificagdo de
componentes do metabolismo secundério produzidos em resposta as condi¢Oes de estresse
bidtico e abidticos.

A bactéria P. agglomerans mostrou efeito antagonista sobre F. graminearum e
também sobre Drechslera tritici-repentis e Bipolaris sorokiniana, que sio fungos
fitopatogéncios de grande importincia agrondmica. Embora esta inibi¢do tenha sido associada a
presenca de compostos soliveis e/ ou volateis produzidos pela bactéria, sugere-se a
necessidade de estudos futuros envolvendo a caracterizacio bioquimica destes componentes.

A metodologia de macroarranjo foi eficientemente aplicada neste estudo,
permitindo identificar a variagdo na expressdo génica de F. graminearum durante a interagio
com a bactéria antagonista. Esta variacdo na expressao foi proporcionalmente confirmada por
PCR quantitativo em tempo real (RT-PCRq), aumentando a confiabilidade dos dados do

macroarranjo
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