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RESUMO

As plantas estdo expostas a uma gama de patdégenos que utilizam diversas
estratégias para infectar seus hospedeiros. Em resposta, as plantas expressam
diferentes mecanismos de defesa, onde ocorre o reconhecimento de moléculas
conservadas do patégeno por receptores especificos das plantas, desencadeando
as respostas de defesa. A descoberta de sinais endogenos e exdgenos que
regulam a expressao de genes de defesa em Arabidopsis thaliana tem auxiliado a
compreensao dos mecanismos de defesa. O desenvolvimento de uma estratégia
de superexpressdo para avaliacado do papel do peptideo enddégeno AtPep1 na
resisténcia a isolados de diferentes espécies do género Pythium é importante
para a compreensao do mecanismo de defesa e a futura utilizacdo do mesmo em
cultivares resistentes ao patégeno. Nesse sentido, foram realizados experimentos
que consistiram da inoculagdo de A. thaliana com isolados das espécies de P.
graminicola, P. inflatum, P. deliense e P. ultimum. As plantas foram avaliadas
quanto a presenca de sintomas da doencga. Paralelamente, o gene codificante do
peptideo AtPep1, PROPEP1, foi isolado de A. thaliana, ligado nos vetores
binarios pGSA1427 ou pEGAD, e transformados em Agrobacterium tumefaciens.
Células de A. tumefaciens contendo os plasmideos com e sem PROPEP1 foram
usadas para transformacao floral de A. thaliana. As plantas transformadas foram
selecionadas pela presenga do gene que confere tolerdncia ao herbicida
glufosinato de aménio e, no caso da planta transformada com o vetor pEGAD,
também pela presenga da GFP (proteina verde fluorescente). A presenga dos
genes inseridos foi confirmada por PCR seguido de sequenciamento. As plantas
transformadas foram avaliadas quanto ao acumulo de mRNA de PROPEP1 e a
resisténcia aos isolados do género Pythium. Os resultados indicam que plantas
tipo selvagem de A. thaliana sdo suscetiveis aos isolados das diferentes espécies
do género Pythium. As plantas pEGAD-AtPep apresentaram um aumento na
expressao relativa de PROPEP1 de até 4.000 vezes a encontrada nas plantas
controle. Este alto acumulo de PROPEP1 nas plantas pEGAD-AtPep e pGSA-
AtPep revelou ser importante na resisténcia ao isolado de P. deliense. As
evidéncias suportam o papel do peptideo AtPep1 como um elicitor endégeno que
e gerado em resposta aos patdgenos e suas PAMPs.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (107p.) Margo,2008.
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ABSTRACT

Plants are exposed to a range of pathogens that use several strategies to
infect their host. In response, the plants express different mechanisms of defense,
in which the recognition of conserved pathogen molecules by plant specific
receptors triggers the defence responses. The discovery of exogenous and
endogenous signals that regulate the expression of defense genes in Arabidopsis
thaliana has helped the understanding of the mechanisms of defense. The
development of a strategy of overexpression for evaluating the role of endogenous
peptide AtPep1 in resistance to isolates of different species of the genus Pythium
is important for understanding the mechanism of defense and its future use in
resistant cultivars to the pathogen. Therefore, experiments that were performed
consisted in the inoculation of A. thaliana with isolates of the of P. graminicola,
P.inflatum, P. deliense, and P. ultimum species. The plants were evaluated for the
presence of disease symptoms. In addition to that, the gene coding the peptide
AtPep1, PROPEP1 was isolated from A. thaliana, ligated in the binary vectors
pGSA1427 or pEGAD, and transformed in Agrobacterium tumefaciens. Cells of A.
tumefaciens containing the plasmids with or without PROPEP1 were used to floral
transformation of A. thaliana. The transformed plants were selected for the
presence of the gene that confers tolerance to the herbicide ammonium
glufosinate and, in the case of plants transformed with the vector pEGAD, they
were also selected for the presence of GFP (green fluorescent protein). The
presence of the inserted gene was confirmed by PCR followed by sequencing.
The transformed plants were evaluated on the accumulation of mMRNA from
PROPEP1 and resistance to isolates of the genus Pythium. The results indicate
that A. thaliana wild type plants are susceptible to isolates from various species of
the genus Pythium. The pEGAD-AtPep plants showed an increase in the
expression of PROPEP1 of up to 4.000 times more than that was found in control
plants. Such high accumulation of PROPEPL1 in pEGAD-AtPep and pGSA-AtPep
plants was shown to be important in resistance to the isolate of P. deliense. The
evidences support the role of the peptide AtPep1 as an endogenous elicitor that is
generated in response to pathogens and their PAMPs.

! Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (107p.) Margo,2008.
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1 INTRODUCAO

As plantas estdo continuamente expostas a um grande numero de
patdgenos. A classe dos oomicetos os géneros Phytophthora e Pythium inclui
alguns dos mais agressivos géneros de patdégenos. Os patdogenos do género
Pythium, além de apresentarem uma ampla gama de hospedeiros, possuem uma
vasta diversidade de fatores que afetam a infeccdo, como temperatura, pH,
conteudo de agua no solo e presenca de outros microorganismos. Além disso,
diferentes espécies do género Pythium variam quanto a severidade da doenca
causada em diferentes hospedeiros. Espécies patogénicas deste género causam
tombamento em plantulas e podriddes radiculares, sendo responsaveis por
grandes redugdes na produtividade nas culturas de alface, pepino, tomate, fumo,
milho, entre outras.

Patogenos necrotroficos, como no caso de Pythium, secretam enzimas que
degradam a parede celular das plantas. Nesse tipo de interagdo, a existéncia de
plantas resistentes é dificultada pela ndo especificidade e agressividade dessas
toxinas. Ao contrario do que ocorre com a resisténcia contra patogenos
biotréficos, os componentes-chave envolvidos no mecanismo de resisténcia
contra patégenos necrotréficos s&o ainda pouco conhecidos.

A resisténcia das plantas contra a infeccdo de patdgenos esta relacionada

com a expressao coordenada de respostas de defesa ativadas apods a infecgao. A
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ativacdo dessas respostas em parte depende da eficiéncia do hospedeiro em
reconhecer a presenga do patdégeno, através de mecanismos de percepgao e
transducao de sinais.

Nos ultimos anos, estudos de mecanismos de defesa, especialmente em A.
thaliana, tém auxiliado a compreensdo de sinais enddgenos e exdgenos que
regulam a expressao de genes de defesa em plantas. Receptores celulares com
regides repetidas ricas em leucina (LRR) desempenham um papel importante,
pois monitoram a presenga de moléculas associadas ao patégeno (Pathogen-
associated molecular patterns - PAMPs) e iniciam uma rapida expressao de
genes de defesa. As PAMPs também ativam a expressao de genes que codificam
uma familia de peptideos enddégenos (AtPep) e seu receptor (PEPR1) que
amplificam a sinalizacdo de defesa iniciada pelas PAMPs. O desenvolvimento de
uma estratégia de superexpressao para avaliagao do papel do peptideo enddégeno
AtPep1 na resisténcia a isolados de diferentes espécies do género Pythium é
importante para a compreensédo do mecanismo e a futura utilizagdo do mesmo em
cultivares resistentes ao patogeno.

Devido a caréncia de conhecimentos sobre os mecanismos de resisténcia
a patégenos do género Pythium e de cultivares resistentes, o objetivo deste
estudo foi avaliar a resposta de A. thaliana a infecgao por isolados de distintas
espécies do género Pythium, bem como verificar a importancia do peptideo

AtPep1 na resisténcia a Pythium spp.

1.1 Objetivos
Amplificar a via de sinalizagdo de genes de defesa superexpressando o

gene codificante do peptideo AtPep1, PROPEP1, o qual ativa a transcricdo de
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defensinas, para obtengdo de resisténcia as espécies de P. graminicola, P.
deliense, P. inflatum, P. ultimum e P. dissotocum.

Avaliar a resposta de Arabidopsis thaliana a infeccdo por isolados de
distintas espécies do género Pythium.

Selecionar por andlise in silico genes envolvidos com a resisténcia a
Pythium sp.

Transformar plantas de Arabidopsis thaliana com gene codificante do
peptideo AtPep1, PROPEP1 candidatos a resisténcia a Pythium sp.

Comparar plantas transformadas e nao transformadas de A.thaliana quanto

a resisténcia a Pythium sp.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pythium sp.

As espécies do género Pythium pertencem a familia Pythiaceae, ordem
Pythiales, classe Oomycetes (van West et al., 2003). Este género foi estabelecido
por Pringsheim em 1858 (Hendrix & Campbell, 1973) e atualmente é composto
por mais de 200 de espécies que podem ser encontradas em todo o mundo (Kong
et al., 2004). Os omicetos sédo considerados patdégenos de plantas que causam
danos severos a varias culturas de importancia agronémica, acarretando perdas
econdmicas significativas em todo mundo. Entre os omicetos sdo encontrados
patdgenos biotréficos como o mildio (ex: Bremia lactucae, Hyaloperonospora
parasitica, Plasmopara viticola) e a ferrugem branca (Albugo spp.),
hemibiotréficos (ex: Phytophthora infestans, Phytophthora sojae) e os
necrotréficos (Phytophthora cinnamomi, Pythium spp.).

Embora os omicetos apresentem caracteristicas morfolégicas de fungos,
como crescimento filamentoso, produzindo micélio em seu estado vegetativo, e
formem esporos para reproducdo sexual e assexual (Latijnhouwers et al., 2003)
eles ndo sdo classificados como tais. Caracteristicas como a presenga de
celulose na parede celular, hifas cenociticas e a produ¢cado de esporos assexuais
flagelados, fizeram com que fossem classificados em um novo reino, Straminipila

ou Chromista. Desta forma, eles n&do estdo mais relacionados com fungos
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verdadeiros, mas sim com as algas marrons. Esta classificacédo é estabelecida

usando técnicas moleculares que sdo baseadas nas sequéncias de rRNA (Kumar
& Rzhetsky, 1996; Van de Peer & De Wachter; 1997; Paquin et al., 1997).
Contudo, a taxonomia do género Pythium foi principalmente baseada nas
descrigdes morfolégicas como tamanho e forma do oogbnio, anterideo e
esporangio, seguindo chaves dicotdmicas descritas por Middleton (1943), Plaats-
Niterink (1981), Waterhouse (1967).

Espécies do género Pythium podem ser encontradas na agua e no solo e
causam uma diversidade de doencas em plantas, principalmente nas raizes. As
infeccbes causadas por Pythium s&do geralmente limitadas a extremidades
meristematicas, epiderme, cértex das raizes e frutos (Vijayan et al., 1998), mas o
patdbgeno pode penetrar o tecido da planta e atingir o seu sistema vascular,
causando infeccdes mais severas.

Pythium spp. apresentam crescimento saprofitico e, quando as condi¢des
ambientais ndo sao favoraveis para o crescimento ou, quando o hospedeiro nio
esta presente, sobrevivem no solo através de estruturas de resisténcia
denominadas ooOsporos, as quais apresentam paredes espessas e podem se
manter viavel por mais de 12 anos (Hendrix & Campbell, 1973). Adicionalmente
sdo dispersos via zoosporos com dois flagelos, sendo sua dispersédo favorecida
em ambientes umidos ou em solos mal drenados (van West et al., 2003).
Estruturas como os zodsporos, odsporos e fragmentos de hifa, podem ser
consideradas fontes potenciais de indculo, atuando no processo de infeccdo dos
hospedeiros. O zodsporo é considerado o indculo inicial (primario) e uma das
principais estruturas de disseminagcdo do patdégeno na cultura hidropdnica

(Stanghellini et al., 1996; Owen-going et al., 2003).
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A capacidade de cada espécie de causar infeccao depende de diversos
fatores como a densidade do in6culo, conteudo de agua no solo, temperatura, pH,
intensidade da luz e presencga de outros microrganismos (Plaats-Niterink, 1981).
O sucesso da infeccdo depende da producdao de esporos e de sua disperséo,
além da capacidade de sobrevivéncia dos zodsporos no sitio de deposi¢cao no
tecido hospedeiro (Tyler, 2002).

O ciclo de vida completo de Pythium consiste de um ciclo assexual € um
ciclo sexual. O ciclo assexual é caracterizado pela formagéao de esporangios nas
extremidades das hifas. Os esporangios, por sua vez, sao responsaveis pela
formacado de vesiculas, nas quais ocorre a diferenciacdo dos zodsporos, que
nadam na agua em busca do tecido do hospedeiro (sementes, raizes, caules ou
folhas) onde eles se fixam e encistam. O cisto germina pelo desenvolvimento de
um tubo germinativo que pode penetrar o hospedeiro diretamente ou via formagao
do apressorio, que liga-se as raizes e forma a hifa de infecgdo para penetragéo no
tecido hospedeiro. No ciclo sexual ocorre a fertilizagdo do oogdnio (gameténgio
feminino) pelo anteridio (gametangio masculino), resultando na formagao do
o6sporo. Em um hospedeiro suscetivel, sob condicdes ambientais propicias, o
oosporo germina formando entdo o esporangio, retomando ao ciclo assexual (van

West et al., 2003).

2.1.1 Doencas causadas por Pythium

Espécies fitopatogénicas do género Pythium sdo comuns na rizosfera e em
outros tecidos da planta que estdo em contato ou proximos ao solo (Kucharek &
Mitchell, 2000). Elas apresentam uma ampla gama de hospedeiros e podem

causar podridées em frutos, raizes e caules e o tombamento pré ou pés-
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emergéncia de sementes e plantulas, sendo que os tecidos jovens e tenros séo
preferencialmente infectados (Plaats-Niterink, 1981).

A incidéncia de podriddes radiculares causadas por espécies do género
Pythium é favorecida pela alta umidade presente em sistemas protegidos de
producdo de mudas de diversas culturas, como o fumo, o tomate e a alface, e
apresenta dificuldades no controle da doencga (Lopes et al., 2005). O tombamento
de plantulas causado por Pythium spp. € muito comum e importante para o cultivo
hidropbnico de plantas, em particular nos estadios iniciais de desenvolvimento
das plantas (van West et al., 2003). Quando sementes de plantas suscetiveis sdo
plantadas em solos com a presenga do patdégeno e sao infectadas, elas falham na
germinagao e acabam desintegrando (Lopes et al., 2005). Estes mesmo autores
observaram que plantulas jovens podem ser infectadas antes da emergéncia em
qualquer parte da planta, ocorrendo a rapida colonizagdo e, dessa forma, as
células invadidas colapsam levando a morte da plantula.

Em plantulas emergidas, a infecgcdo ocorre geralmente nas raizes e no
caule, préximo a linha do solo. Raizes infectadas apresentam podriddées moles e
umidas, geralmente na regido do colo, devido a liberagdo de enzimas pectoliticas
e celuloliticas, que promovem a colonizagdo do tecido vegetal pelo patégeno
através da desintegracao do tecido do hospedeiro. As areas colonizadas tornam-
se intumescidas e hialinas, a parte basal do caule das plantulas torna-se mole e
muito mais fino que as partes néo infectadas acima dele, as plantulas caem sobre
o solo, caracterizando o tombamento (Kucharek & Mitchell, 2000; Lopes et al.,
2005). No caso de podriddes em plantas adultas, a infec¢ao é restrita a tecidos
periféricos ou imaturos (Kamoun et al., 1999).

Outro sintoma observado por Kucharek & Mitchell (2000) em plantas que

se desenvolveram mesmo na presenga do patégeno € o amarelecimento das
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folhas, que inicia nas folhas mais jovens, chegando a totalidade da planta.
Plantas que sobrevivem, apresentam diminuicdo na produtividade de gréos e
frutos (Hendrix & Campbell, 1973).

A infec¢ao das raizes por Pythium ocorre através da entrada do patégeno
na planta, que pode acontecer via aberturas naturais como hidatodios, estomatos
ou lenticelas, pela penetragcao através de ferimentos ocasionados por praticas
agricolas, por insetos e nematoides e/ou pela penetragédo direta na superficie do
hospedeiro através das estruturas do oomiceto. Este ultimo processo € iniciado
através da quimiotaxia, ocorrendo um movimento direcionado dos zodsporos em
diregao as raizes, gragas a liberacao de exsudados pela planta, como agucares,
aminoacidos, acidos organicos e acidos graxos (Tyler, 2002), favorecendo a
atragao quimica entre os zodsporos e as raizes das plantas. Eles podem mover
em resposta a gradientes destes compostos. Mudancgas eletrostaticas podem
também ser um importante estimulo sensorial para que os zodsporos nadem (Van
West et al., 2002).

Em seguida, ocorre o encistamento dos zodsporos na superficie do
hospedeiro, sua adeséo por meio da liberacdo de material adesivo produzido pelo
patdbgeno, a produgdo do tubo germinativo e o desenvolvimento da colbnia.
Geralmente, as pontas das raizes, os locais de emergéncia dos pélos radiculares,
as zonas de elongagao das raizes e raizes jovens, sdo os locais preferenciais
para a adesao dos zodsporos e a penetracao através das estruturas do oomiceto,
0 que pode ser facilitado pela liberacdo de enzimas pelo patégeno como as
pectinases e outras enzimas como hemicelulases, celulases e proteinases

(Plaats-Niterink, 1981; Gold & Stanghellini, 1985; Sutton et al., 2006).



2.1.2 Controle

O tombamento causado por Pythium spp. requer diferentes estratégias de
controle. Os cultivos devem ser realizados em solos bem drenados e com boa
circulagao de ar entre as plantas. Como os zodsporos de Pythium spp. movem-se
rapidamente em agua livre, os mesmos podem ser detectados 30 minutos apés
um local ser alagado (Kucharek & Mitchel, 2000; Kamoun et al., 1999).

Diversas medidas de controle cultural da doenca sao indicadas para
sistemas hidropbénicos como irradiagao com luz ultravioleta, filtracdo, ozonizacéo,
sedimentacao e tratamento térmico (Stanghellini & Rasmussen, 1994;). Estes
métodos reduzem a microflora do patégenos, por outro lado, podem também inibir
o crescimento de outros microorganismos benéficos, tornando sua eficiéncia
questionavel (Paulitz, 2000; Ehret et al., 2001).

Na produgédo em sistemas protegidos, as doengas causadas por Pythium
spp. podem ser controladas pelo uso de solo esterilizado via solarizacdo, pelo
controle sanitario das mudas a serem transplantadas e pela desinfestacdo de
bandejas e ferramentas de trabalho com compostos a base de cloro e
surfactantes (Kamoun et al., 1999). Porém, somente boas praticas culturais ndo
garantem um controle efetivo da doencga, sendo necessario, em muitos casos, 0
uso de estratégias alternativas. No campo, a rotagcéo de cultura é uma ferramenta
importante para manejo de algumas doengas de solo. Duas estagbes
consecutivas de cultivo de plantas ndo hospedeiras reduzem a incidéncia de
doengas causada por Ralstonia de 81% para apenas 22-49% (Lemaga et al.,
2001), citado por Messiha et al. (2007). Porém, uma vez que Pythium spp.
possuem uma ampla gama de hospedeiros, a rotacdo de cultura pode néo prover

um nivel de controle adequado. Além disso, por razdes econdmicas, geralmente
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os agricultores sao forgcados a manter o foco em apenas uma unica ou poucas
culturas (Termorshuizen et al., 2006).

Geralmente, os estagios iniciais de desenvolvimento sao mais suscetiveis a
infeccdo por Pyhtium spp. em plantas hospedeiras (Paulitz & Bélenger, 2001).
Deste modo, as sementes devem ser semeadas quando as condi¢gdes favorecem
o rapido crescimento das plantas.

Em sistemas hidropdnicos o tratamento quimico €& pouco indicado por
apresentar efeitos negativos como fitotoxidade as plantas, redugdo de peso da
parte aérea e de raizes, além da contaminagdo ambiental (Paulitz & Bélanger
2001; Utkhede et al., 2000). Apesar de tratamentos quimicos de sementes serem
utiizados ha varias décadas, fungicidas que contenham mefenoxam, por
exemplo, podem causar um efeito negativo sobre o cultivo. Este fungicida, assim
como muitos outros, apresenta um espectro de agao pouco amplo, com isso, a
populagdo do patdégeno desenvolve resisténcia rapidamente, passando o
fungicida a ser pouco efetivo (Kamoun et al.,, 1999). Além disso, o uso de
fungicidas de solo tem sido restringido no mundo devido a alta toxicidade tanto as
plantas como ao homem e ao meio ambiente. Com isso, métodos alternativos
para o controle de doengas de solo sdo necessarios (Termorshuizen et al., 2006).

O controle de Pythium spp. com o uso de microrganismos antagonistas ou
micoparasitas tem sido amplamente estudado. Os microrganismos utilizados no
controle bioldgico incluem algumas espécies de Pseudomonas spp. (Gravel et al.,
2005), Trichoderma spp. (Lu et al., 2004) e Lysobacter sp. (Folman et al., 2003). A
busca por alternativas para substituir o uso de agroquimicos no controle e manejo
de doencas veiculadas, tanto pelo solo como pelo sistema hidropdnico, vem
sendo abordada em diversos trabalhos (Lifshitz et al., 1988; Berry et al., 1993;

Rankin & Paulitz 1994; Naseby et al., 2000; Lenhardt, 2000 entre outros). Estes
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estudos vém abordando o uso do controle biolégico como alternativa,
introduzindo para isto, microrganismos antagonistas no controle de fitopatdgenos,
porém, seu uso € ainda limitado na agricultura devido a sua inconsisténcia na
atuacdo. Muitos fatores limitam a sua eficiéncia, dentre eles, a colonizacao
insuficiente no sitio de infeccdo, a dificuldade de manutencdo da populagao
(necessario para sustentar a atividade de biocontrole) e a produgao inadequada
de metabdlitos antimicrobianos.

Com base no exposto, surge a necessidade do desenvolvimento de
alternativas mais eficientes de controle e menos agressivas ao meio ambiente. O
desenvolvimento de cultivares que possuam resisténcia genética duravel é a
maneira mais eficaz, econémica e segura de controle de doengas causadas por
oomicetos (Kamoun et al., 1999). Atualmente as pesquisas tém dirigido
esforcos na identificagdo e na incorporagdo da resisténcia genética em
cultivares comerciais (Gudmestad, et al., 2007). No entanto, até o momento

cultivares completamente resistentes ndo estdo comercialmente acessiveis

(Zimnoch-Guzowska et al., 2005).

2.2 Mecanismos de resisténcia

2.2.1 Interacdo patégeno-hospedeiro

Em seu ambiente natural as plantas estdo continuamente sob estresse
bidtico causado por diferentes espécies, incluindo bactérias, fungos, virus e
insetos. Patégenos de plantas podem ser divididos em duas grandes categorias:
os biotroficos e os necrotroficos. Os biotroficos sdo patégenos que penetram ou
estabelecem um contato com as células do hospedeiro, crescem e se
reproduzem, nutrindo-se do tecido vivo do hospedeiro. Por outro lado, os

patdogenos necrotroficos dependem do tecido morto do hospedeiro para sua
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nutricdo, crescimento e reproducdo. Eles secretam enzimas e toxinas que
degradam e matam as células do hospedeiro, tornando os nutrientes viaveis para
0 seu consumo (Glazebrook, 2005).

Para se defender dos patégenos com estas diferentes estratégias de
infecgdo, as plantas tem desenvolvido complexos mecanismos de defesa. Estes
incluem fortalecimento de barreiras mecanicas, explosao oxidativa, producao de
compostos antimicrobianos e indugdo de resposta de hipersensibilidade (HR),
onde o tecido do sitio da infecgdo morre, restringindo o crescimento do patégeno
e prevenindo a sua propagagao (Hammond-Kosack & Parker, 2003). O
entendimento dos mecanismos que levam a ativacao das respostas de defesa
das plantas tem crescido substancialmente nos ultimos anos. Esta evolucdo do
conhecimento tem sido facilitada pela clonagem e pela caracterizagdo dos fatores
de resisténcia a doencas das plantas que reconhegcam o correspondente fator de
aviruléncia do patégeno desencadeando a HR (Dangl & Jones, 2001).

As plantas codificam centenas de proteinas R que desempenham um papel
essencial na defesa contra patdégenos biotréficos (Glazebrook, 2005). Elas
permitem um rapido reconhecimento do patégeno, desencadeando a resposta de
hipersensibilidade, a qual inclui a geragdo de uma explosdo oxidativa e a morte
celular programada (PCD). Além disso, um mecanismo geral contra patégenos
biotroficos é proposto por Métraux et al., (1990), o qual inclui a sintese de acido
salicilico (SA) como um importante indutor de genes codificantes de proteinas
relacionadas a patogénese (PR), que possuem atividade antimicrobiana (Van
Loon & Van Strien, 1999). Diversos trabalhos tém sido realizados com mutantes
deficientes no acumulo de SA (como sid2) ou insensivel a SA (como npr1) e tem

sido observado um aumento da suscetibilidade a patogenos biotroficos (Gaffney
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et al., 1993; Cao et al., 1994; Delaney et al., 1994; Delaney et al., 1995; Lawton

et al., 1995; Glazebrook et al., 1996; Nawrath & Métraux, 1999).

No caso de patdgenos biotréficos € facil imaginar que a resisténcia
mediada pelos genes R e a sinalizagdo por SA poderao resultar em resisténcia,
pois a resposta HR podera privar o patégeno de sua fonte de alimento. No
entanto no caso dos necrotréficos, a morte celular programada no hospedeiro
podera facilitar a colonizagdo do patdégeno, ja que este se alimenta de tecidos
mortos (Glazebrook, 2005). Dessa forma, as proteinas R que mediam a resposta
de hipersensibilidade e a resisténcia basal sdo normalmente ineficientes contra
patdgenos necrotroficos.

Adicionalmente ao SA, algumas outras moléculas sinalizadoras como o
acido jasmoénico (JA) e o etileno (Et), sozinhas ou em associagao, tem sido
relatadas por regularem aspectos distintos das respostas de defesa das plantas
(Kunkel & Brooks, 2002). Evidéncias genéticas para implicagcdo de JA/Et na
resposta a fungos patogénicos também tem sido determinada. Por exemplo,
mutantes de A. thaliana deficientes na produgdo de JA (triplo mutante fad3 fad7
fad8) ou na percepcao deste hormdnio (coi1, jin1, ou jar1/jin4) resultaram em uma
alta suscetibilidade a diferentes patégenos necrotréficos (Staswick et al., 1998;
Thomma et al., 1998, 2001; Vijayan et al., 1998; Kunkel & Brooks, 2002; Lorenzo
et al., 2004).

A infecgdo das plantas por patdégenos necrotroficos geralmente resulta na
acumulagao de JA, o qual ativa genes PR distintos daqueles induzidos por SA
(Schenk et al., 2000; De Vos et al., 2005). Estes genes como PDF1.2 e b-CHI
codificam proteinas com atividade antifungica (Solano et al., 1998; Lorenzo et al.,
2003). Segundo Thomma et al. (1998) mutagbes que interrompam a sinalizagéo

por JA nas plantas resultam no aumento da suscetibilidade a patdégenos
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necrotréficos, como em B. cinerea. Varias observagdes sugerem que respostas
dependentes de jasmonato e etileno atuam contra patdégenos necrotroficos
(Kunkel & Brooks, 2002; Lorenzo & Solano, 2005;). No caso do gene PDF1.2,
existem evidéncias que a inducdo deste gene sob infeccdo de Alternaria
brassicicola em Arabidopsis depende da acdo concomitante das duas vias
(Penninckx et al., 1996).

Muitos dos patégenos que infectam as raizes sdo necrotroficos, pois eles
matam o tecido hospedeiro com suas toxinas, peptideos elicitadores, ou enzimas,
desencadeando a lise e a morte celular e assim provém condi¢cdes favoraveis
para o crescimento do patégeno (Okubara & Paulitz, 2005). Alguns destes
patdbgenos tém uma ampla gama de hospedeiros, e a morte celular é
frequentemente induzida por toxinas e ou por enzimas que possuem um substrato
especifico. Outros necrotroficos produzem toxinas que sao efetivas a varias
espécies de plantas. Para esta classe de patdégenos, a resisténcia de plantas
pode ser alcancada através da perda ou alteracado das toxinas alvo ou através da
detoxificagao.

A patogenicidade compreende todos os processos celulares e moleculares
que sao necessarios para o estabelecimento do patégeno e manutengdo do
sucesso da infeccdo (van West et al., 2003). Poucos fatores potencialmente
envolvidos na patogenicidade de oomicetos foram identificados até o momento.
Estes consistem principalmente de enzimas que degradam a parede celular
vegetal como endocelulases, 1,3-B-glucanases, [-glucosidases, cutinases,
galactanases e endopoligalacturonases, as quais atuam na penetragcéo no tecido
do hospedeiro e na patogénese (van West et al., 2003). Gotesson et al. (2002)

relataram que as poligalacturanases, enzimas que degradam pectina, sao
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secretadas durante o crescimento parasitico e saprofitico e € envolvida na
invasao dos tecidos de plantas por oomicetos patogénicos.

As plantas podem também secretar enzimas que sdo capazes de degradar
a parede celular do patégeno invasor, como algumas proteinas PR e sua
expressao geralmente é induzida sob infecgao (Stintzi et al., 1993). No entanto,
Rose et al. (2002) constataram que oomicetos fitopatogénicos secretam proteinas
que podem inibir as proteinas PR, como endo-1,3-B-glucanases secretada pelas

plantas.

2.2.2 Expressao de genes de resisténcia a patdgenos necrotroéficos

As plantas se defendem da infeccdo de patdgenos pela ativagao de genes
de respostas de defesa. Uma estratégia de defesa bem sucedida é baseada no
reconhecimento de moléculas conservadas dos patégenos (PAMPs) pelos
receptores especificos das plantas (Medzhitov & Janeway, 2002). Receptores
com regides repetidas ricas em leucina (LRR) desempenham papel central no
monitoramento da presenga do patdogeno desencadeando uma rapida expressao
de genes de defesa.

Durante décadas tém sido reconhecido que componentes da parede celular
de fungos e bactérias podem ativar mecanismos de defesa em plantas (Boller,
1995). Entre estes componentes pode-se citar elicitores B-glucanos, fragmentos
de quitina, lipopolissacarideos, glicopeptideos e proteinas, que vao interagir com
receptores na superficie celular ou no citoplasma das plantas, para iniciar uma
rapida resposta de defesa da planta contra patégenos. A caracterizagdo destes
componentes celulares envolvidos na tradugdo de sinais e o entendimento do
papel de sinais moleculares da defesa em plantas sdo beneficiados pelo

isolamento e analise de mutantes com resposta de defesa alterada (Kunkel &
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Brooks, 2002; Durrant & Dong, 2004). Estes estudos sdo de grande importancia
para um entendimento do reconhecimento do patégeno pela ativacdo de
respostas de defesa na planta. Genes como OCP3, o qual codifica um fator de
transcricdo que regula diferentes aspectos da resposta de defesa em plantas,
quando superexpresso, media a via de jasmonato para patdégenos necrotroficos
(Coego et al., 2005).

A sinalizacao dependente de JA/Et atua através do aumento da sintese de
jasmonato e etileno, respectivamente, em resposta ao ataque de patdégenos e
consequentemente aumenta a expressao de genes de defesa, como PDF1.2
(Glazebrook, 2005). Adicionalmente, trabalhos com plantas transgénicas
realizados por Berrocal-Lobo et al. (2002) também indicam a atuacao destes
horménios na resisténcia contra diferentes patégenos. Os autores verificaram que
a expressao constitutiva de ERF1, um componente da via de sinalizagcdo do
etileno, aumenta resisténcia a Botrytis cinerea e Plectosphaerella. cucumerina.

Outro importante gene recentemente descoberto é o gene codificante do
peptideo AtPep1, um produto do gene PROPEP1, o qual quando superexpresso,
ativa genes envolvidos na defesa, produzindo um fendtipo com maior resisténcia
a Pythium irregulare, um patégeno que infecta o sistema radicular (Huffaker et al.,

2006).

2.2.3 AtPepl, um peptideo enddgeno que amplifica sinais de defesa

Elicitores enddgenos nas plantas sao tipicamente fragmentos
oligossacarideos, derivados da parede celular das plantas, produzidos pela
infeccdo de patégenos ou por enzimas endogenas das plantas que sao
sintetizadas em resposta a infecgdo de patégenos (Orozoco-Cardenas & Ryan,

2003).
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A recente identificacdo e caracterizacdo de uma familia de peptideos
endoégenos elicitores, chamados de peptideos AtPep (Huffaker et al., 2006) e do
seu receptor (Yamaguchi et al.,, 2006) contribui para uma melhor compreenséao
das vias de sinalizagao para a resposta imune contra patégenos e suas PAMPs,
as quais podem ser diferencialmente amplificadas.

AtPep1 é derivado de uma proteina precursora (PROPEP1) cujo gene é
expresso em resposta a ferimentos, jasmonato e etileno. O gene PROPEP1 é
também expresso pela aplicagdo de AtPep1 exdégeno (Huffaker et al., 2006).

Os autores acima descritos constataram que PROPEP1 pertence a uma
familia de genes com 7 membros em A. thaliana, identificados no GenBank, dos
quais um gene nado é detalhado. Trés paralogos, At5g64890 (PROPEP2),
At5g64900 (PROPEP1), At5g64905 (PROPEP3), estdo sequencialmente
codificados numa regidao 5.5 kb do cromossomo V (National Center for
Biotechnology Information Arabidopsis Genome Data-base). Os paralogos
At5g09980 (PROPEP4) e At5g09990 (PROPEP5) e o gene né&o detalhado
(PROPEP7), sao encontrados no segundo brago do cromossomo V, enquanto
que At2g22000 (PROPEPG6) é encontrado no cromossomo Il. Adicionalmente,
ortdlogos de PROPEP1 estdo presentes em numerosas espécies de
dicotiledéneas e monocotiledéneas, como arroz, milho, trigo, cevada, canola, soja
batata, uva e outras.

A expressao do gene PROPEP1 em um promotor forte como o 35S em A.
thaliana resultou em um fendtipo que expressou constitutivamente PDF1.2 e
exibiu um aumento na resisténcia ao oomiceto P. irregulare (Huffaker et al., 2006).
PROPEP1 é um membro de uma pequena familia de genes que codificam
precursores que contém sequéncias homédlogas ao AtPep1 na sua regido C-

terminal (Huffaker & Ryan, 2007). Alguns destes genes sdo expressos em
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respostas a PAMPs e produzem peptideos AtPep que amplificam a sinalizagao

de defesa através das vias JA/Et e SA, Figura 1.
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FIGURA 1. Modelo proposto para a via de amplificagao da sinalizacdo de PAMPs
e peptideos AtPep em A. thaliana (adaptado de Huffaker & Ryan,
2007)

Plantas de A. thaliana superexpressando o gene PROPEP1, expressaram
genes de defesa como PDF1.2, PR-1, PR-3 e PR-4, indicando a relagdo de
PROPEP1 com estes genes, regulando a sua expresséo através de multiplas vias
de sinalizagdo, um fenédmeno observado durante a indugcdo de genes de defesa
através da PAMP flg22 (Gomez-Gomez et al.,1999; Zipfel et al., 2004).

A expressao de PROPEP1 em resposta a ferimentos e a metil jasmonato
(MeJA) sugerem que este gene pode ser um sinalizador de defesa similar as
sisteminas que sdo encontradas na familia Solanaceae como sinalizador de
defesa local e sistémica contra o ataque de herbivoros (Pearce et al., 2006).

AtPep e seus homodlogos sao os primeiros peptideos enddgenos que
sinalizam a defesa identificados em A. thaliana. A descoberta de genes ortélogos

no reino vegetal sugere que esta familia de genes pode ter um papel fundamental
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na amplificacdo da defesa das plantas associada com a defesa. Embora

peptideos enddgenos de plantas apresentem acédo de defesa contra herbivoros
(Pearce et al., 1991; Pearce & Ryan, 2003), e peptideos derivados de patdégenos
ativem respostas de defesa contra patégenos, incluindo elicitores de fungos
Pep13, AVRO9 e elicitinas (Hahlbrock et al., 1995; Kamoun, 2001; Navarro et al.,
2004), e elicitores de bactérias NPP1, flg22 e elf13 (Kunze et al., 2004), AtPep1 é
0 unico exemplo de um peptideo sinal endégeno em plantas que ativa genes de

defesa especificamente contra patdégenos (Yamaguchi et al., 2006).

2.3 Gen6mica funcional

O termo gendmica funcional é descrito por Hieter & Boguski (1997) como o
desenvolvimento e a aplicagdo de métodos experimentais de capacidade de
analise em grande escala em nivel gendmico para avaliar a fungédo dos genes. Os
avangos das estratégias de anadlise funcional podem ser verificados através de
técnicas de analise in vitro de acumulagdo de mRNAs e técnicas de analise
genética direta e reversa in vivo (Rensink & Buell, 2004). Nesse contexto,
ferramentas como marcadores moleculares, silenciamento génico, inativagado de
genes por insercdo de elementos genéticos moveis, indugdo de mutagénese
através da transferéncia de T-DNA e ensaios de localizagao de proteinas de fuséo
utilizando métodos baseados em genes marcadores de fluorescéncia, constituem
mecanismos para o descobrimento da fungdo biolégica das sequéncias geradas
(Waterhouse, 2002; Waterhouse & Helliwell, 2003; Jones et al., 2004).

Além dessas, uma técnica que vem sendo utilizada com freqiéncia é a
superexpressao, que consiste em produzir plantas com expressao aumentada do
produto de um gene em questdo. A superexpressdo de um gene € possivel

gracas a utilizagdo de promotores fortes, em geral o promotor 35S do virus do
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mosaico da couve-flor (CaMV) (Tang et al., 1999; Qin et al., 2006), que em
dicotiledoneas €& expressado constitutivamente. Esse método permite o
direcionamento da superexpressdo de um gene-alvo, sendo uma ferramenta
eficiente, rapida e especifica na detecgado da fungéo génica.

A fusdo de proteinas tem sido outra técnica amplamente utilizada para a
avaliacao da expressao de um determinado gene de interesse através de sua
ligagdo a um gene denominado marcador ou repérter. A proteina verde
fluorescente (Green fluorescent protein - GFP) é o produto de um gene marcador
que foi descoberto por Shimomura et al. (1962) na agua viva Aequorea victoria, e
tem apresentado vantagens sobre outros genes marcadores, tais como luciferase
pois ndo requer quaisquer co-fatores para sua expressido e dispensa qualquer
técnica de fixagdo que possa causar danos as células (Jones et al., 2004).

O uso da GFP como marcador permite a facil localizagao subcelular de
fusbes de proteinas in vivo, facilitando em muito os estudos em biologia celular
(Escobar et al., 2003). Em plantas, fragmentos de cDNAs randdémicos, fusionados
a extremidade 3’ do gene gfp foram transformados em massa em A. thaliana
através de A. tumefaciens para localizar produtos génicos vegetais (Cutler et al.,
2000). Em muitos casos, a localizagao apresentada por uma proteina vegetal tem
uma relacio direta com a sua funcéo, determinando seu papel dentro do processo
celular. Estes beneficios tornam valida essa estratégia, mesmo que as proteinas
de fusdo expressadas nao apresentem viabilidade como as formas nativas

(Escobar et al., 2003).

2.4 Transformacao genética de A. thaliana mediada por A. tumefaciens
A transformacdo em plantas via A. tumefaciens tornou-se o método mais

utilizado na introdugédo de genes exdégenos em células vegetais com subsequente
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regeneragao de plantas transgénicas (Batra & Kumar, 2003). Herrera-Estrella et
al. (1983) introduziram e expressaram genes em plantas usando o sistema natural
de Agrobacterium tumefaciens. Este método, junto com bombardeamento com
microparticulas (Klein et al., 1988), tem sido usado com sucesso em muitas
espécies de plantas dicotileddbneas e monocotiledéneas gerando diversas linhas
transgénicas de interesse para agricultura, medicina e industria (Martinez Trujillo,
2004). A facilidade com que as transformagdes sao efetuadas e a incorporagao de
menor numero de cépias do transgene, o que € um importante fator na sua
preservacgao através das geragdes subsequentes, sdo algumas das vantagens do
método de transformacdo mediada por A. tumefaciens em relacdo aos demais
métodos.

A transformagédo genética de plantas tem sido empregada com os mais
diversos objetivos, entre eles, estudos relacionados a determinagao da fungao de
genes, que ainda estdo limitados a determinadas espécies e devem, quando
possivel, ser conduzidos em plantas modelo. Neste sentido a escolha da planta
modelo é fundamental (Aragao et al., 2002). Arabidopsis thaliana, um membro da
familia Cruciferae, é usado como modelo para estudos moleculares e fisioldgicos,
pois apresenta ciclo de vida curto, tamanho reduzido, genoma pequeno e
facilidade em analises mutagénicas (Meinke et al., 1998). Além disso, A. thaliana
apresenta células grandes, permitindo facil visualizagdo de suas estruturas
celulares ao microscopio (Cutler et al., 2000). Adiconalmente, a facilidade com a
qual A. thaliana pode ser transformada por A. tumefaciens tém viabilizado a
producao de grande numero de linhas transgénicas independentes.

A transformacdo de plantas geralmente requer métodos sofisticados de
regeneragao que exigem habilidade técnica, tais como a variagdo somaclonal e

mudangas epigenéticas como a metilagdo do DNA (Bent, 2000). O primeiro
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método de transformagao de A. thaliana exigiu técnicas de cultura de tecidos e
regeneracao (Valvekens et al., 1988), no entanto, atualmente os protocolos
utilizados procuram eliminar estes passos, objetivando facilitar a transformagao de
plantas (Chang et al., 1994; Katavic et al.,1994).

Procedimentos de transformacao floral utilizando Agrobacterium tém
apresentado grande éxito em A. thaliana. Tais éxitos, acompanhados das
recentes informacgdes sobre regides representando alvo de transformacéo em A.
thaliana, devem inspirar uma renovacao de esforcos em adaptar esses métodos a
transformacdo de outras espécies vegetais. Os beneficios sédo claros:
transformacado sem necessidade de cultura de tecidos pode proporcionar um
método de alta capacidade de analise requerendo minimos esforgos, custos e
habilidade para ser executado. Além disso, os riscos de variagdo somaclonal
decorrentes da eliminacdo desta etapa sao minimizados. E o mais importante,
protocolos de transformacdo simplificados facilitam os procedimentos intensivos
de transformacdo, reduzindo o esforco requerido pelos testes de uma
determinada constru¢cdo de DNA em plantas (Bent, 2000).

O método mediado por A. tumefaciens baseado na infiltracdo da flor in
planta é singular no que se refere ao fato de ndo requerer cultura celular in vitro
(Bechtold et al., 1993), além disso, ndo exige a posterior eliminagcdo das células
bacterianas do sistema de transformacgdo. Isto leva a captura direta do DNA
plasmidial bacteriano pelas células-ovo (ou suas células progenitoras) e a
integracdo do DNA exdgeno ao DNA nuclear das sementes transgénicas
recuperadas (Clough & Bent, 1998; Desfeux et al., 2000).

O método de transformacéo floral evita ou reduz as alteragdes do DNA a

niveis ndo detectaveis. Dessa forma, € desejavel que esse método possa ser



23

estendido a outras plantas, incluindo aquelas de relevancia agronémica (Labra

et al., 2004).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Plantas de Arabidopsis thaliana (ecétipo Columbia) foram utilizadas para a
realizacado dos testes de patogenicidade e resisténcia. Previamente a semeadura,
sementes de A. thaliana foram submetidas a quebra de dorméncia por
estratificacdo. As sementes foram imersas em agua destilada e expostas a uma
temperatura de 4 °C durante 3 a 5 dias no escuro, segundo metodologia
adaptada de Zhang et al. (2006). Apés este periodo foi realizada a semeadura em
bandejas de isopor contendo o substrato comercial TecnoMax® previamente
autoclavado. As bandejas de 24 alvéolos foram colocadas em flutuagdo em
bandejas plasticas com agua destilada e mantidas em camaras de crescimento
com fotoperiodo de 16 h de luz e temperatura de 20 =+ 2 °C (Zhang et al., 2006),
onde permaneceram até o periodo de florescimento das plantas (entre 45 e 60
dias apdés o inicio da germinacdo). Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Fitopatologia Molecular do Departamento de Fitossanidade da
Faculdade de Agronomia da UFRGS, entre o periodo de mar¢co de 2006 a

fevereiro de 2008.
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3.2 Isolados de Pythium spp. e producao de zodsporos

Os isolados das 5 espécies do género Pythium utilizadas no presente
trabalho P. graminicola, P. inflatum, P. deliense, P. dissotocum e P. ultimum,
fazem parte da coleg¢ao de isolados do Laboratério de Fitopatologia Molecular da
UFRGS. Os isolados foram mantidos em meio de cultura “Corn Meal” (CM),
composto por farinha de milho, agar e 100 mg. L™ de ampicilina e as placas foram
armazenadas a 4 °C. Um bloco de meio CM (1 cm x 1 cm) com micélio do
patdgeno foi retirado da placa e re-inoculado em placas de Petri contendo meio
CM e crescidos por 4 a 5 dias a 28 °C, no escuro. Para homogeneidade do
in6culo, foram adicionados em toda superficie da placa graos de aveia
previamente autoclavados e apds as placas foram mantidas no escuro a 28 °C
por 7 dias (comunicagéo pessoal Jéferson Mateus Dariva).

O método de produgao de zodsporos foi adaptado de Raftoyannis & Dick
(2006). Um bloco (56 mm x 5 mm) de meio de cultura CM contendo micélio dos
isolados utilizados foi transferido com auxilio de um bisturi para uma placa de
Petri contendo meio de cultura Agar-agua (AA), composto por 15 g. L™ de agar
acrescido de ampicilina (100 mg. L™"). As placas foram incubadas no escuro a 25
°C durante trés dias. Apds esse periodo, um bloco deste meio foi transferido para
placas de Petri contendo meio de cultura V8, composto por 100 ml. L™ de suco de
vegetais V8 (Campbell), acrescido de 20 g. L' de Agar e 100 mg. L' de
ampicilina. As placas foram incubadas por mais trés dias no escuro a 25 °C. Em
seguida, o meio de cultura contendo micélio do patégeno foi transferido para uma
nova placa de Petri e o meio foi submetido a trés lavagens com agua destilada
estéril. Apos a ultima lavagem, o meio foi submerso em aproximadamente 15 mL
de agua destilada estéril e mantido sob luz durante 15 min. A placa foi entédo

incubada a 4 °C durante sete dias. A quantificacdo da producado de zodsporos foi



26

realizada com a utilizacdo de camara de Neubauer em microscopio 6tico da

marca Olympus (modelo BX 41 TF), com aumento de 400 vezes.

3.3 Teste de patogenicidade

Os testes de patogenicidade dos isolados das diferentes espécies do
género Pythium foram conduzidos em plantulas de A. thaliana. Primeiramente, as
sementes de A. thaliana foram cultivadas em bandejas de isopor, com alvéolos
individualizados, contendo substrato TecnoMax®, previamente autoclavado. Foi
colocado em cada alvéolo 1 grao de aveia contendo micélio dos isolados de cada
espécie do género Pythium. A bandeja controle conteve apenas as sementes de
A. thaliana e o grdo de aveia autoclavado sem o inéculo. As bandejas foram
mantidas em sala de cultivo por 14 dias sob fotoperiodo de 16 h e temperaturas
de 20 + 2 °C. Ap0s, as plantas foram avaliadas a fim de verificar a patogenicidade
dos isolados. O critério de avaliacdo foi a incidéncia da doenca monitorada

através da contagem de plantas com sintomas de amarelecimento ou de morte.

3.4 Teste de resisténcia

O teste de resisténcia das plantas de A. thaliana da progénie T2
transformadas com os vetores pEGAD, pEGAD-AtPep, pGSA1427 e pGSA-AtPep
foram realizados em placa de Petri contendo meio Murashige & Skoog (MS,
1962). As sementes de A. thaliana de todos os eventos de transformagao foram
submetidas a quebra de dorméncia pela sua submersdo em agua destilada e
exposi¢ao das mesmas a uma temperatura de 4 °C durante quatro dias.

A assepsia das sementes de A. thaliana foi realizada em cabine de fluxo
laminar horizontal através da imers&do das sementes em etanol 96 % durante 30 s,
seguida de 5 min de imersao em hipoclorito de sédio 1 % acrescido de Tween-20

0,1 %. Em seguida, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada
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estéril. Apés a assepsia, as sementes foram colocadas em placas de Petri
contendo aproximadamente 20 ml de meio MS, suplementado com 8 g. L' de
Agar, 100 mg. L™ de ampicilina e 10 uM do herbicida glufosinato de aménio (50
uL. L7 Finale®). O pH da solugao foi ajustado previamente a esterilizagdo em 5,8
pela adicdo de hidréxido de sdédio ou acido cloridrico, conforme a necessidade.
Foram distribuidas aproximadamente 200-300 sementes por placa, as quais
foram mantidas em camara de crescimento sob temperatura de 20 £ 2 °C e
fotoperiodo de 16 h de luz.

Apos 15 dias de crescimento em meio seletivo, as plantas de A. thaliana
tolerantes ao herbicida foram transferidas para novas placas de Petri contendo
meio MS, suplementado com 8 g. L™ de Agar, 100 mg. L de ampicilina e 10 yM
do herbicida glufosinato de aménio (50 uL. L Finale®), com pH da solugéo
ajustado previamente a esterilizagdo em 5,8. Cada nova placa continha 10
plantulas de A thaliana. Imediatamente apds a transferéncia as plantulas foram
inoculadas com os zodsporos das diferentes espécies do género Pythium. Os
tratamentos consistiram da inoculacdo de zodsporos em uma concentragao
ajustada de 10° zodsporos. mlI' de um dos cinco isolados das espécies P.
graminicola, P. inflatum, P. deliense, P. dissotocum e P. ultimum, além de um
tratamento controle contendo apenas agua destilada estéril. Foi aplicado nas
placas 500 uL da solugao contendo os zodsporos. As placas foram mantidas em
camara de crescimento na temperatura de 20 £ 2 °C e fotoperiodo de 16 h de luz.

Sete dias apdés a inoculacdo, as plantas foram avaliadas quanto a
resisténcia ao patdogeno através da contagem das plantas sobreviventes e
crescimento do oomiceto na placa. Os dados analisados foram submetidos a
analise de variancia sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Duas plantulas de cada evento inoculada com cada um dos tratamentos foi
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coletada para posterior analise de expressao génica, sete dias apdés a
inoculagao. As plantulas foram congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente
foi realizada a extragao de RNA total.

Um lote de plantas foi conduzido paralelamente. Apds 20 dias em meio de
selecao com herbicida, 8 plantas de cada evento de transformacao foram
transplantadas em copos plasticos contendo substrato comercial, e inoculadas
com blocos de meio Agar-agua com os isolados de P. graminicola, P. inflatum, P.
deliense, P. dissotocum e P. ultimum, para verificar a influéncia da inoculacédo no
crescimento radicular das plantas. Vinte dias apds a inoculagao as plantas foram
retiradas dos copos, lavadas e foi medido o comprimento das raizes de 3 plantas
de cada evento. Os comprimentos médios das raizes foram submetidos a analise

de variancia e complementada pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.5 Selecdo in silico de genes relacionados a resisténcia

Foram realizadas buscas em bases de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), Arabidopsis
Information Resource (TAIR, http://www.arabidopsis.org) e SOL Genomics
Network (Solgenes, http://www.sgn.cornell.edu) por genes envolvidos nas vias de
resposta de defesa de plantas contra patdgenos necrotroficos e com
caracteristicas semelhantes a Pythium sp. Os genes selecionados foram o gene
codificante do peptideo AtPep1, PROPEP1 (TAIR locus N° AT5G6400) e PDF1.2
(TAIR locus N° AT5G44420). Para os genes selecionados foram sintetizados
oligonuceotideos iniciadores especificos baseados nas sequéncias de cDNA
completos destes genes. Os oligonucleotideos iniciadores sintetizados foram:
AtPep-E e AtPep-H, PDF1.2-E e PDF1.2-H, e AtPep-A e AtPep-S, cujas

sequéncias encontram-se descritas na Tabela 1.
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TABELA 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagcbes de PCR e RT-
gPCR na dire¢do 5 a 3.

Direto (5" a 3") Reverso (5’ a 3)
Gapdh F/2R GAAATGCATCTTGCACTACCAACTGTCTTGC  CTGTGAGTAACCCCATTCATTATCATACCAAGC
AtPep-E/H TAGAATTCATGGAGAAATCAGATAGACG ATAAGCTTCTAATTATGTTGGCCAGGAC
AtPep- A/S TAGGCGCGCCATGGAGAAATCAGATAGACG  ATACTAGTCTAATTATGTTGGCCAGGAC
PDF1.2-E/R TAGAATTCATGGCTAAGTTTGCTTCCAT AACAACAACGGGAAAATAAACA
5A/EGAD CTCGGCATGGACGAGCTG TCCTCGAGATCAGTTATCTAG
CaMV9/OCSI ATCTCTCTGCCGACAGTGGT TAGCTCAGATCCTTACCGCC

* 0s nucleotideos em destaque sao referentes aos sitios das enzimas de restrigdo adapatadas aos
oligonucleotideos iniciadores.

3.6 Vetores

Para analise funcional do gene codificante do peptideo AtPep1, foi utilizado
o vetor de expressao pGSA1427 (TAIR 1004952079) submetido por Doetsch
(2002), obtido da colegao do Centro de Recursos Biologicos de Arabidopsis
(ABRC). Este vetor apresenta sitios de clonagem para as enzimas de restricao
Ascl e Spel, contém o gene de resisténcia a clorofenicol para selecdo em
Escherichia coli e em Agrobacterium tumefaciens e o gene de resisténcia ao

herbicida glufosinato de amoénio (Finale®) para selecao in planta (Figura 2).

Ascl Spel

Q2 =2 2 =2 &

Gene de
Promotor MAS 2'  resisténcia MAS 3" Promotor CamV 35S 0Cs3’
ao herbicida

FIGURA 2. Estruturas relevantes do vetor binario pGSA1427 (adaptado de
http://www.chromdb.org).

Para a construgcdo do vetor pGSA-AtPep, 2 oligonucleotideos iniciadores
foram desenhados , AtPep-A e AtPep-S (Tabela 1), a fim de amplificarem a regido
correspondente ao primeiro ATG até alguns nucleotideos apds o possivel ponto

de clivagem do peptideo. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para
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amplificacdo do cDNA de PROPEP1 apresentavam em suas extremidades
nucleotideos correspondentes aos sitios das enzimas de restricdo Ascl e Spel,
respectivamente, para facilitar a clonagem e foram preparados de forma a
estarem em fase de leitura com o vetor de expressao em planta (pGSA1427),
Apéndice 1.

O vetor de fusdo EGFP:cDNA (Cutler et al., 2000) foi construido a partir do
plasmideo binario pEGAD (Genbank AF218816). Este vetor apresenta sitios de
clonagem para as enzimas de restrigdo EcoRl e Hindlll, localizado na
extremidade 3’ do gene codificante da proteina GFP, e contém gene de
resisténcia a canamicina para selegdo em Escherichia coli e em Agrobacterium
tumefaciens, e gene de resisténcia ao herbicida glufosinato de amoénio (Finale®)

para selecao in planta (Figura 3).

EcoRI Hindlll
L6 - ] e Re
Promotor EGFP Promotor Gene de resisténcia
CamV 358 CamV 35S ao herbicida

FIGURA 3. Estruturas relevantes do vetor de fusdo cDNA:EGFP construido a
partir do vetor binario pEGAD (adaptado de Cutler & Ehrhardt:
http://www.deepgreen.stanford.edu).

Para a construgéo do vetor pEGAD_AtPep, 2 oligonucleotideos iniciadores
foram desenhados , AtPep-E e AtPep-H (Tabela 1), a fim de amplificarem a regido
correspondente ao primeiro ATG até alguns nucleotideos apds o possivel ponto
de clivagem do peptideo. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para
amplificacdo do cDNA de PROPEP1 apresentavam em suas extremidades

nucleotideos correspondentes aos sitios das enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll,
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respectivamente, para facilitar a clonagem e foram preparados de forma a

estarem em fase de leitura com o vetor pEGAD (Apéndice 2).

3.7 Extracdo de RNA total e isolamento de mRNA

Plantulas de A. thaliana foram colocadas em nitrogénio liquido para
extragcdo de RNA total. O RNA total foi extraido a partir de tecido foliar (100 a 200
mgq) triturado na presencga de nitrogénio liquido. Foram acrescentados 400 uL de
tampao de extracao de RNA [100 mM de Tris-HCI (pH 9,0); 200 mM de NaCl; 15
mM de EDTA; e 0,5 % de SDS], 2,3 uL de 2-mercaptoetanol, 400 uL de solugao
de fenol equilibrado com pH 8,0 e 80 uL de uma mistura de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1, v:v). Apés a homogeneizacdo em um agitador tipo vortex por 2
min, foram acrescentados 28 uL de acetato de sédio 3 M (pH 5,2). Nova agitacao
vigorosa foi realizada por 1 min, seguida de uma incubagéo no gelo por 15 min.
Posteriormente, foi realizada centrifugagdo a 16.000 x g por 10 min a 4 °C. Ao
liquido sobrenadante foram acrescentados 400 uL solu¢do de fenol equilibrado
com pH 8,0 e 80 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v:v), seguida de
agitacéo vigorosa por 2 min e centrifugacéo a 16.000 x g por 5 min a 4 °C. Esse
procedimento foi repetido com o liquido sobrenadante obtido apds a
centrifugagédo. Apds as extragdes, os acidos nucléicos foram precipitados através
da adigéo de 500 pL de isopropanol e da incubagéo por aproximadamente 1 h a —
20 °C, seguida de centrifugagcdo a 10.000 x g por 10 min a 4 °C. O liquido
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500 uL de etanol 70 % ao
precipitado, seguido de centrifugacéo a 10.000 x g por 5 min a 4 °C. Novamente o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente.
Apos, o precipitado foi ressuspendido em 82,5 uL de agua ultra pura (Milli-Q) e

incubado a temperatura ambiente por 10 min. A precipitagao seletiva de RNA foi
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realizada com a adi¢cado de 37,5 uL de cloreto de litio 8 M e da incubagao no
gelo durante 3 h, seguida de centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min a 4 °C. O
liquido sobrenadante contendo o DNA foi retirado e a lavagem do precipitado foi
realizada com 500 puL de etanol 70 % seguida de centrifugagéo a 10.000 x g por 5
min a 4 °C. Esse ultimo procedimento foi repetido mais uma vez. O precipitado
permaneceu em temperatura ambiente até secar e foi ressuspendido em 50 puL de
agua ultra pura. O RNA foi incubado por 10 min a temperatura ambiente antes de
ser armazenado a - 20 °C.

A concentracdo de RNA total foi estimada através da leitura em
espectrofotdmetro (Smart Spec™ Plus, Bio-Rad) pela absorbancia a 260 nm
(nandmetros) (Azeo), utilizando como padrédo 1 (A= 1 equivale a uma
concentracdo de 40 pg. mL™" de RNA). A qualidade do RNA extraido foi avaliada
por espectrofotometria pela relagdo OD260/280 nm e por eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen) a 1 %, contendo tampao TBE [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3);
90 mM de H3BO3; e 2 mM de EDTA. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5
ng. mL"), fotografado e analisado através do sistema de fotodocumentagao
computadorizado de analise de gel (Kodak Digital Science 1D-EDAS 120).

Para obtencdo dos mRNAs das amostras foi utilizado aproximadamente 10
ng. pL ™" de RNA total extraido que foi submetido ao sistema “PolyATract® mRNA

Isolation System III” (Promega), segundo as instrugdes do fabricante.

3.8 Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA de fita simples (ss cDNA), os mRNAs foram
submetidos a reacdo de transcricdo reversa seguida da reagdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR). Para transcricdo reversa (RT), foi adicionado ao mRNA

320 pM de cada dNTP, tampédo 1x (Invitrogen), contendo 20 mM Tris-HCI (pH
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8,4), 50 mM KCI, 3 mM de MgCl, e 6,6 mM ditiotreitol (DTT); 1,32 uM de

oligonucleotideo antisenso oligo dT (5 — TTTTTTTTTTTTTTTT — 3’) e 6,4 U de
enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen). A reagao foi incubada a 37 °C

por 1h.

3.9 Digestdo do cDNA de PROPEP1

O cDNA de PROPEP1 foi digerido com as enzimas de restricao Ascl e Spel
que reconhece o sitio de clonagem dos fragmentos gerando extremidades
coesivas, bem como com as enzimas Eco Rl e Hind Ill. A reacao foi composta
por 10 ug de cDNA; tampao REact® 1, 10x (Invitrogen) com uma concentragao
final de 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM MgCl,; 1 U da enzima Asc | (Invitrogen); 1
U da enzima Spe | (Invitrogen); 5 uL de H,O ultrapura. O volume final da reagao
15 pL. O tempo de incubagao da reagao foi de 2 h a 37 °C. A inativagao da
atividade das enzimas Ascl e Spel foi feita pela elevagdo da temperatura
(desnaturacao) a 65 °C por 20 min. A mesma reagao foi realizada substituindo as
enzimas de restricdo Ascl e Spel pelas enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll. O
tamanho dos fragmentos e a concentracdo de cDNAs foram estimados pela
analise do perfil eletroforético visualizado em gel de agarose 1 % (TBE 1x) com o
auxilio dos marcadores de massa molecular A Hindlll (Invitrogen) e 1 kb DNA
Ladder (Invitrogen). O gel foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado através
do sistema de fotodocumentacdo computadorizado EDAS 120 (Kodak Sciences

2d).

3.10 Digestao dos vetores pGSA1427 e pEGAD
O vetor pGSA1427 foi digerido com as enzimas de restricdo Ascl e Spel,

resultando em uma molécula de DNA linear de extremidades coesivas,
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compativeis com as extremidades dos cDNAs, apds sua digestdo. A reagao foi
composta por 15 ug de DNA; 20mM Tris-HCI pH 7,4; 5 mM MgCl,; 50 mM KCI; 15
U da enzima Ascl (Invitrogen); 15 U da enzima Sp |; e 6,8 uL de H,O ultrapura. O
volume final da reacao foi 20 uL. O tempo de incubacao da reacao foi de 2 h a 37
°C. A inativacao da atividade das enzimas Ascl e Spel foi feita pela elevagao da
temperatura (desnaturagao) a 65 °C por 20 min.

O vetor de fusdo EGFP: cDNA (Cuttler et al.,, 2000) foi digerido com as
enzimas de restricdo EcoRlI e Hindlll, resultando em uma molécula de DNA linear
de extremidades coesivas, compativeis com as extremidades dos cDNAs, apos
sua digestao. A reacao foi composta por 15 ug de DNA; 20 mM Tris-HCIl pH 7,4; 5
mM MgCl,; 50 mM KCI; 15 U da enzima Eco | (Gibco BRL); 15 U da enzima
Hindlll; e 6,8 yL de H,O ultrapura. O volume final da reagao foi 20 uL. O tempo de
incubacao da reacao foi de 2 h a 37 °C. A inativacdo da atividade das enzimas
EcoRI e Hindlll foi feita pela elevagdo da temperatura (desnaturagéo) a 65 °C por
20 min.

O produto das digestdes dos vetores pGSA1427 e pEGAD foram
purificados pela adigdo de 10% do volume da reagéo de acetato de aménio 7,5 M
(2,5 uL) e 2,5 vezes do volume da reacéo (apds adigao de acetato de ambdnio 7,5
M) de etanol 100 % (68,7 uL). O material foi homogeneizado e precipitado a —20
°C por 1 h, seguido de centrifugacédo a 16.000 x g por 20 min a 4 °C. A fase
superior foi descartada e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70 %, sendo
centrifugado a 16.000 x g por 5 min a 4 °C e ressuspenso em 20 pyL de HyO
ultrapura. O tamanho dos fragmentos e a concentragdo do vetor foram estimados
pela andlise do perfil eletroforético visualizado em gel de agarose 1 % (TBE 1x),
com o auxilio dos marcadores de massa molecular A Hindlll (Invitrogen) e 1kb

DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado
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através do sistema de fotodocumentagédo computadorizado EDAS 120 (Kodak

Sciences 2d).

3.11 Inserc¢&o do cDNA de PROPEPL1 nos vetores de transformagéo em
planta

Os cDNAs digeridos foram ligados aos vetores pGSA1427 (pGSA-AtPep,
Apéndice 1) e pEGAD (pEGAD-AtPep, Apéndice 2), digeridos conforme item 3.10,
na razao molar inserto:vetor de 3:1. A reagao de ligacao foi composta por 6,5 ng
de DNA do inserto (cDNA), 77 ng de DNA do vetor (pGSA1427 ou pEGAD), 1 U
da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen), 50 mM de Tris-HCI pH 7,6, 10 mM MgCly,
1,0 mM ATP, 1,0 mM DTT, 25 % (v/v) polietilenoglicol 8000, e 4,2 uL de H,O
ultrapura. O volume final da reagao de ligacao foi de 15 yL e a mesma foi
incubada durante 20 h a 14 °C. O produto da reacao de ligagao foi purificado pela
adi¢ao de 10 % do volume da reagao de acetato de aménio 7,5 M (1,5 pL) e com
41,2 uL de (adicionada do acetato de amoénio 7,5 M) de etanol 100 % (2,5 vezes o
volume da reacéo). O material foi homogeneizado e precipitado a —20°C por 1 h,
seguido de centrifugagdo a 16.000 x g por 20 min a 4 °C. A fase superior foi
descartada e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70 %, centrifugado a
16.000 x g por 5 min a 4 °C e ressuspendido em H,O ultrapura, no volume final de

5 uL.

3.12 Transformacéo genética de A. tumefaciens

Os produtos da reacéao de ligacao entre o fragmento de cDNA (PROPEP1)
e os vetores pGSA1427 ou pEGAD, foram utilizados para transformacgao de
células de A. tumefaciens LBA 4404, as quais contém o gene que confere

resisténcia ao antibidtico rifampicina, para a selecao de bactérias transformadas.
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Estas células foram gentilmente fornecidas por Norma Paniego, do Instituto

Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Castelar, Argentina, e foram
tornadas eletrocompetentes conforme descrito no manual de instrugdes do
eletroporador Micro Pulser™ (Bio-Rad). Dois microlitros (aproximadamente 100
ng) do produto da reacdo de ligagdo foram adicionados a 20 uL de células
eletrocompetentes de A. thumefaciens. As células foram transformadas
geneticamente por choque elétrico (eletroporagcéo) de acordo com as instrugdes
do fabricante do eletroporador (Micro Pulser™, Bio-Rad). Em seguida, as células
foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura liquido Luria-Bertani - LB (1 %
triptona, 0,5 % extrato de levedura, 1 % NaCl - pH 7,5, esterilizado por
autoclavagem). As células foram entdo incubadas por 3 h a 28 °C com agitagc&o
de 150 rpm. Apds, 150 uL do meio contendo as células bacterianas foi espalhado
em placa de Petri. A selecdo das col6nias recombinantes (colénias positivas) foi
realizada através da distribuicdo das bactérias em placas de Petri contendo meio
seletivo. As células foram distribuidas em placas de Petri contendo meio de
cultura solido LB (adicionado de agar 1,6 % p/v) com os antibiéticos rifampicina
(100 ug. mL™") para selecdo de crescimento de A. tumefaciens e canamicina (100
ng. mL") para selegdo das coldnias transformadas com o vetor pEGAD ou
clorofenicol (25 pg. mL™") para selegdo das coldnias transformadas com o vetor
pGSA1427. As placas foram incubadas em estufa a 28 °C por 48 h até o

momento da visualizagao das colbnias bacterianas recombinantes.

3.13 Identificacdo de colbnias de A. tumefaciens contendo plasmideos
recombinantes
A avaliagao da transformagao bacteriana foi realizada através da analise do

padrdo da massa molecular do fragmento do vetor amplificado através da reagao



37

em cadeia da polimerase (PCR). Foi realizada PCR de amostras coletadas das

colonias individuais crescidas em placa de Petri (5 — 20 col6nias) visando a
identificacdo de células de A. tumefaciens possuidoras dos plasmideos
recombinantes. Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores 5A e EGAD,
baseados nas sequéncias de nucleotideos do vetor pEGAD e CaMV9 e OCSI,
baseados nas sequéncias de nucleotideos do vetor pGSA1427, ambos pares
oligonucleotideos sao flanqueadores dos cDNAs inseridos nos respectivos
vetores, conforme Tabela 1. A PCR foi composta por 0,15 mM de cada dNTP
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Invitrogen); 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen);
20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI; 3,75 mM MgCl;; 0,5 uM de cada
oligonucleotideo iniciador e 0,1 uL de cada colbnia bacteriana amostrada,
totalizando um volume final de 20 yL. A PCR foi realizada em um termociclador
PTC - 100™ (MJ Research, Inc.), com os seguintes parametros: desnaturagao
inicial a 94 °C por 10 min; 30 ciclos constituidos de desnaturagao a 94 °C por 1
min, pareamento a 50 °C por 1 min, extensédo a 72 °C por 1 min, seguido de uma
extensao final a 72 °C por 10 min. O produto da reacao foi analisado através do
perfil eletroforético obtido em gel de agarose 3 % contendo tampao TBE 1x, com
o auxilio do marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder (Gibco BRL),
seguido da exposicdo em solugdo contendo brometo de etidio (0,5 pg. mL™"). O
gel foi visualizado sob Iluz UV e fotografado através do sistema de

fotodocumentagao computadorizado EDAS 120 (Kodak Sciences 2d).

3.14 Extracdo de plasmideos recombinantes
A extracdo de plasmideos foi baseada na técnica descrita por Brasileiro &
Carneiro (1998). Trés colonias foram transferidas para 3 mL de meio LB liquido

com adigdo de rifampicina (100 pg. mL™") e de canamicina (100 pg. mL™"), no caso
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da utilizagdo do vetor pEGAD, ou cloranfenicol (25 pg. mL™), no caso do vetor

pGSA1427. O meio foi mantido sob agitagdo (150 rpm) em torno de 24 h a 28 °C.
As células foram coletadas por centrifugacéo a 4.000 x g durante 5 min a 4 °C.
Em seguida, foram ressuspendidas em 200 puL de solugdo P1 (RNase 100 ug. mL”
' Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM), seguida de adicdo de 200 pL da
solugdo P2 (NaOH 200 mM; SDS 1 %), vertendo o tubo para completa
homogeneizagao e observando a formagao de uma solugao viscosa indicando lise
celular. Apés, foi adicionado 200 uL da solugao P3 (acetato de potassio 3 M, pH
5,5), vertendo o tubo para a homogeneizacédo, seguida de centrifugagédo a 16.000
x g por 10 min. A fase superior foi transferida para novo tubo e foram realizadas
duas extracbes pela adicdo de igual volume (aproximadamente 500 pL) de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, viv) e agitagdo, seguida de centrifugagéo
16.000 x g por 2 min. Para a precipitacdo do material, utilizou-se igual volume de
isopropanol (aproximadamente 500 uL) e 10 % de acetato de sédio 3 M, pH 5,2 e
foi mantido durante 2 h a —20 °C e centrifugacédo a 16.000 x g durante 15 min. a 4
°C. O precipitado obtido foi lavado com 1 mL de etanol 70 %, centrifugado a
16.000 x g por 5 min a 4 °C e ressuspendido em 30 uL de agua ultra pura. Para
verificacdo da presenca da insercdo do cDNA nos plasmideos pEGAD e

pGSA1427 foi realizada PCR e andlise em gel de agarose, conforme descrito no

item 3.11.

3.15 Reacdo de sequenciamento

Os produtos de PCR descritos nos itens 3.14 e 3.18 que apresentaram
fragmentos de tamanho esperado foram purificados em uma reagdo com as
enzimas EXO/SAP contendo 0,5 U da enzima Exonuclease | e 0,1 U da Shrimp

Alkaline Phosphatase (SAP). O volume final da reacao foi de 6ulL. e foi enviado
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para sequenciamento. Os plasmideos pEGAD-AtPep foram seqlenciados em
ambas as fitas com os oligonucleotideos iniciadores AtPep-E ou AtPep-H, e os
plasmideos pGSA-AtPep também foram sequenciados em ambas as fitas, porém
com os oligonucleotideos iniciadores AtPep-A ou AtPep-S.

O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Biologia Genémica e
Molecular da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, PUC/RS,
através do sistema “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit for
MegaBACE DNA Analysis Systems” no sequenciador automatico MegaBACE
(Amersham Biosciences).

Os eletroferogramas obtidos do sequenciamento foram analisados pelo
programa Chromas Lite, através da comparagdo das sequéncias obtidas no
sequenciamento com as sequéncias esperadas, dos vetores pGSA1427 e pEGAD

com e sem a presenga do cDNA de interesse (PROPEP1).

3.16 Transformacao floral de A. thaliana

A. thaliana foi transformada pelo método adaptado de Clough & Bent
(1998), em que plantas nos estadios iniciais de florescimento (30 % a 40 % do
total de inflorescéncias abertas) foram aspergidas com o inéculo contendo células
transformadas de A. tumefaciens linhagem LBA 4404 contendo um dos os vetores
descritos no item 3.9 ou com 0os mesmos vetores, porém sem o cDNA inserido.

O meio de infiltracdo foi composto por 5 % de sacarose, 0,05 % de
surfactante Silwet L77 em um volume final de 100 mL de agua destilada e
autoclavada, sendo aplicado aproximadamente 10 mL por planta. Esta suspensao
foi aplicada a uma distdncia de 30 cm das plantas, sendo distribuida
uniformemente sobre a superficie das flores. As bandejas contendo as plantas

aspergidas foram incubadas por 24 h em camaras plasticas borrifadas
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internamente com agua destilada. Apds o periodo de 24 h, as plantas foram

removidas das camaras plasticas e mantidas em camaras de crescimento
climatizadas a 20 + 2 °C com fotoperiodo 16 h de luz. A aspersao foi repetida 3
vezes com intervalos de 7 dias, nas mesmas plantas, sendo essas mantidas nas
mesmas condicdes citadas anteriormente. Apds o periodo de incubagdo em
camaras plasticas, as plantas foram acondicionadas em camaras de crescimento

por aproximadamente 30 dias até a coleta total de sementes maduras.

3.17 Anadlises fenotipicas

3.17.1 Selecao de plantas transformadas de A. thaliana

Apos a coleta, as sementes provenientes das plantas de A. thaliana
transformadas (plantas TO) foram submetidas a quebra de dorméncia por 3 a 5
dias a 4 °C, no escuro. A semeadura foi realizada em copos plasticos contendo
substrato comercial Tecnomax® autoclavado. Os copos foram furados na parte
inferior e colocados em bandejas plasticas contendo uma solugdo de 10 mg. L
do herbicida glufosinato de aménio (Finale®). As bandejas contendo as sementes
foram mantidas em camaras climatizadas a 20 £ 2 °C com fotoperiodo 16 h de
luz. Apdés o surgimento das primeiras folhas verdadeiras, foram realizadas 3
aplicagdes de solugdo 10 mg. L™ do herbicida glufosinato de aménio (Finale®) na
superficie foliar (aproximadamente 10 ml por planta), com intervalos de 3 dias
entre as aplicagoes.

As plantas foram avaliadas quanto a tolerancia ao herbicida 15 dias apos a
emergéncia.

Sessenta dias apds o plantio, sementes das plantas (T1) tolerantes ao
herbicida foram colhidas. A quebra de dorméncia das sementes de A. thaliana

(plantas T1) foi pela imersdo em 1 mL de agua destilada e incubacédo a 4 °C
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durante 3 a 5 dias no escuro. Apds, as sementes foram desinfestadas com

etanol 95 % por 1 min e 1 % de hipoclorito de sédio com 0,1 % de Tween 20 por 5
min e lavadas (3 vezes) com agua destilada e esterelizada. Apds a desinfestagao
as sementes foram colocadas nas placas de Petri com meio MS suplementado
com 8 g. L' de Agar e 100 mg. L™ de ampicilina, acrescido de 10 mg. L™ de
glufosinato de aménio (Finale®).e mantidas em camaras de crescimento com
fotoperiodo 16h de luz a 20 £ 2 °C. A avaliagao das plantas (T2) tolerantes ao

herbicida ocorreu 15 dias apds a semeadura nas placas.

3.17.2 Microscopia de epifluorescéncia

Plantulas de A. thaliana foram analisadas através de visualizacdo por
microscopia de epifluorescéncia para identificar estruturas celulares expressando
GFP (Cutler et al., 2000). Plantulas com aproximadamente 20 dias desde a
germinacgao, foram retiradas das placas de Petri e avaliadas por microscopia. Foi
utilizado um microscépio de fluorescéncia modelo BX 41 TF (Olympus), equipado
com sistema Optico UIS (sistema de infinito universal) e iluminagdo do tipo
Koehler. Foi preparada ao menos uma lamina a partir de cada placa com
plantulas sobreviventes a selecao pelo herbicida. As plantulas foram posicionadas
com a adigdo de uma gota de agua destilada entre a lamina e a laminula de vidro
sob leve pressdo, e visualizado com aumento de 100 a 1000 vezes. A
visualizagdo com aumento de 1000 vezes foi realizada com imersdo da obijetiva
em Oleo apropriado. As imagens das amostras foram registradas através de uma

camera fotografica digital Nikon COOLPIX 4500 (4.0 mega pixels 4 x zoom).
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3.18 Analises genotipicas para deteccdo dos genes introduzidos nas

plantas transformadas

O DNA foi extraido pelo método CTAB adaptado de Murray & Thompson
(1980) a partir de folhas de plantas de A. thaliana transformadas e tolerantes ao
herbicida. Aproximadamente 100 mg de tecido vegetal foi coletado e triturado na
presenca de N liquido em um tubo de microcentrifuga (1,5 mL). Em seguida,
foram adicionados 750 uL de tampao de extracdo CTAB (CTAB, 55 mM; Tris, 100
mM pH 8,0; EDTA, 10 mM; NaCl, 0,7 M) e 15 uL de 2-mercaptoetanol. A mistura
foi homogeneizada vigorosamente por 2 min, incubada a 65 °C durante 15 min e
posteriormente, acrescentados 520 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v:v).
A mistura foi novamente homogeneizada vigorosamente por 1 min e centrifugada
por 10 min a 18.400 x g em temperatura ambiente. A fase liquida sobrenadante foi
transferida para um novo tubo, a qual foi adicionado igual volume de isopropanol
(500 uL) e 50 % do volume de acetato de aménio 7,5 M (250 uL). Em seguida, a
mistura foi centrifugada por 10 min a 18.400 x g em temperatura ambiente. A fase
sobrenadante foi desprezada e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70 %
por duas vezes, centrifugado por 5 minutos a 18.400 x g, seco a 65 °C e
solubilizado em 100 pL de H20O ultrapura. O material extraido foi armazenado a —
20 °C.

O DNA extraido de plantas transformadas (T1) foi submetido a PCR com a
utilizacdo dos seguintes pares de oligonucleotideos iniciadores CaMV9 e OCSI
para pGSA1427, AtPep-A e AtPep-S para pGSA-AtPep; 5A e EGAD para pEGAD;
e AtPep-E e AtPep-H para pEGAD-AtPep (Tabela 1). A PCR foi realizada em um
volume final de 20 pl, contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4); 25 mM KCI; 2,5 mM
de MgCI2; 0,2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen); 0,5 uM

de cada oligonucleotideo iniciador e 1 U da enzima Taq DNA polimerase
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(Invitrogen). A reacao foi realizada no termociclador PTC-100™ (MJ Research)

sob as seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 95 °C (2 min), seguido de 35
ciclos de desnaturagao a 95 °C (20 s), pareamento a 50 °C (25 s) e extenséo a
72°C (50 s), e uma etapa final de extensdo 72 °C (10 min). O tamanho dos
fragmentos foi estimado pela analise do perfil eletroforético visualizado em gel de
agarose 2 % (TBE 1x) com o auxilio do marcador de massa molecular 100 bp
DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado
através do sistema de fotodocumentacdo computadorizado EDAS 120 (Kodak

Sciences 2d).

3.19 Anadlise da expressao génica por RT-qPCR

A expressdo génica em plantas transformadas de A. thaliana foi
determinada pelo método de quantificacdo relativa por PCR em tempo real. Os
pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados foram Gapdh-F e Gapdh-2R para
o controle enddgeno e AtPep-E e AtPep-H para PROPEP1 indicados na (Tabela
1). A especificidade das condi¢cdes aplicadas ao RT-gPCR foi verificada através
gel de agarose, conforme condi¢cdes detalhadas no item 3.18 e da curva de
dissociacao realizada apés a reacao de amplificagdo de acordo com as seguintes
condigdes: 95 °C (15 s), 60 °C (1 min), 95 °C (15s) e 60 °C (15 s).

As amostras para realizagdo da PCR consistiram de 5 pL de cDNA diluido
(50 vezes), obtido conforme item 3.8. A reacdo da qPCR foi realizada com mix
Platinum® Sybr® Green gPCR — UDG com ROX (Invitrogen) e concentracgéao final
dos oligonucleotideos iniciadores foi 0,2 yM. A reagao foi executada em um
sistema de detecgcdo de sequéncias modelo 7300 Applied Biosystems. As
condigdes de termociclagem consistiram de 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C e 40

ciclosde 15sa 95 °Ce 1 mina50 °C e 1 mina 72 °C. O sinal verde florescente
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do fluoréforo SYBR foi normalizado por um marcador de referéncia passiva

(corante ROX) incluido no mix da Invitrogen. O limiar de fluorescéncia foi
estabelecido no inicio da curva representando a taxa de amplificagdo do
amplicon. O numero de ciclos pelo qual a fluorescéncia passou o limiar (Cy) para
cada reacado foi calculado pelo programa “7000 System SDS — Sequence
detection, version 1.4” (Applied Biosystem) e posteriormente exportados para
planilhas do programa "Microsoft Excel” para analise. O nivel de expressao de
cada amostra de cDNA foi obtido pela normalizagdo com um gene endégeno
Gapdh (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, Shih et al., 1991). Os niveis de
quantificacao relativa do transcrito pelo gene de referéncia (ACr) foi determinado
pela subtragdo do Ct do gene enddgeno pelo Ct do gene alvo pela fungéo ACt =
C+( gene alvo) . Ct (gene enddgeno). Para comparar niveis de expressao entre
plantas transformadas com e sem PROPEP1, com o calibrador (plantas pEGAD-
C) a funcdo AAC+ foi primeiramente determinada usando a equagado AACt = ACy

(transformada) . AC+ (controle) (Livak & Schmittgen, 2001).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e clonagem do cDNA de PROPEP1

O cDNA correspondente ao gene codificante do peptideo PROPEP1 foi
isolado de plantas de A. thaliana, através da reacdo de RT-PCR com os pares de
oligonucleotideos iniciadores AtPep-A e AtPep-S ou AtPep-E e AtPep-H (Tabela
1). Foi obtido um fragmento de 279 pb correspondente ao cDNA de AtPep1 em
ambas as reagdes (Figura 4A). O fragmento obtido apresenta o tamanho
esperado, para o fragmento compreendido entre as sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores de acordo com o cDNA do gene codificante do
peptideo AtPep1, PROPEP1, depositada no Genbank (acesso At5g64900)

(Huffaker et al., 2006) .

4.2 Selecdo das colonias de A. tumefaciens contendo o cDNA de
PROPEP1

Apos 48 horas de crescimento, foram selecionadas aproximadamente 20
colénias transformadas com o vetor pEGAD-AtPep, 10 colbnias transformadas
com o vetor pGSA-AtPep, 10 colbnias transformadas com o vetor pEGAD e 10
colénias transformadas com o vetor pGSA foram avaliadas através de PCR.
Foram utilizadas duas reacdes independentes para cada col6nia transformada

com o vetor pEGAD-AtPep: com os oligonucleotideos iniciadores 5A e EGAD, que
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permitem identificar pelo tamanho do fragmento parte da seqiéncia do vetor
com o cDNA de AtPep1 inserido (376 pb); e com os oligonucleotideos iniciadores
AtPep-E e AtPep-H que permitem identificar a presenca do cDNA de PROPEP1
(279 bp) (Tabela 1). Foram confirmadas 11 colbnias contendo o cDNA de
PROPEP 1 no vetor pEGAD.

No caso da transformacado com o vetor pGSA-AtPep também foram usadas
duas reacbes independentes de PCR: com os oligonucleotideos iniciadores
CaMV9 e OCSI (Tabela 1), que permitem identificar pelo tamanho do fragmento
parte da seqiéncia do vetor com o cDNA de PROPEP1 inserido (698 pb); e com
os iniciadores AtPep-A e AtPep-S (Tabela 1), que permitem identificar a presenca
do cDNA de PROPEP1 (279 bp). Foram confirmadas 5 colénias contendo o cDNA
de PROPEP1 no vetor pGSA1427.

Para as colbnias transformadas com os vetores pEGAD e pGSA foram
realizadas reagdes independentes com os oligonucleotideos iniciadores 5A e
EGAD (Tabela 1), que permitem identificar pelo tamanho do fragmento parte da
sequéncia do vetor pEGAD (117 pb); e com os oligonucleotideos iniciadores
CaMV9 e OCSI (Tabela 1), que permitem identificar pelo tamanho do fragmento
parte da sequéncia do vetor pGSA (419 pb). Todas as colénias confirmaram a
presenca dos vetores pEGAD ou pPGSA. Observou-se que os produtos
amplificados com os oligoinucleotideos iniciadores CaMV9 e OCSI apresentaram
3 fragmentos, sendo o fragmento de 419 pb referente a parte da sequéncia do
vetor pGSA1427, sem o cDNA de PROPEP1. A reacdo de PCR com os
oligonucleotideos iniciadores CAMV9 e OCSI também amplifica outros dois
fragmentos inespecificos devido a similaridade de sequéncia entre um dos
oligonucleotideos iniciadores (CaMV9) e outras sequéncias do promotor CaMV-

35S localizadas a montante no vetor pGSA1427.
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A autenticidade dos clones foi verificada através de seqlienciamento. O

produto da PCR com os oligonucleotideos inicadores AtPep-E e AtPep-H ou

AtPep-A e AtPep-S de 3 plasmideos pEGAD-AtPep e 3 plasmideos pGSA-AtPep

de col6nias positivas pela PCR (Figura 4B) foram sequenciados. Todas as

amostras apresentaram sequéncias idénticas a do cDNA de PROPEP1 (Genbank

At5g64900) (Huffaker et al, 2006) .

517pb —»
298pb —»

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

9 10 11 12

FIGURA 4. Eletroforese em gel de agarose com fragmentos amplificados de

PROPEP1. (A) Produtos de RT-PCR obtidos de RNA de plantas de
A. thaliana com os iniciadores 1 - AtPep-A e AtPep-S e 2 - AtPep-E e
AtPep-H (B) 1 a 6 - produtos de PCR obtidos de DNAs de
plasmideos pEGAD-AtPep. 1 a 3 amplificados com os
oligonucleotideos iniciadores AtPep-E e AtPep-H, e de 4 a 6 com 5A
e EGAD; 7 a 12 - produtos de PCR obtidos de DNAs de plasmideos
pGSA-AtPep. 7 a 9 amplificados com os oligonucleotideos
iniciadores AtPep-A e AtPep-S e de 10 a 12 com CaMV9 e OCSI. (C)
1 a 12 produtos de RT-PCR obtidos de DNA de plantas de A.
thaliana transformadas com os vetores 1 a 3 pEGAD e 4 a 6
pEGAD-AtPep amplificados com os oligonucleotideos iniciadores 5A
e EGAD; e 7 a 9 pGSA1427 e 10 a 12 pGSA-AtPep amplificados
com os oligonucleotideos iniciadores CaMV9 e OCSI. M — marcador
de massa molecular 1 Kb (DNA Ladder, Invitrogen);
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4.3 Selecao das plantas transformadas de A. thaliana.

Com o objetivo de minimizar a ocorréncia de alteragdes inesperadas devido
a variacdo somaclonal frequentemente observada em processos de
transformacdo de células vegetais que necessitam cultivo de tecidos in vitro
(Labra et al., 2004), foi utilizado no presente estudo o método de transformacgao
floral, no qual as plantas sao transformadas por aplicacdo direta de A.
tumefaciens ao tecido floral (Clough & Bent, 1998; Chung et al., 2000).

No método de transformacéao floral, os dvulos sao as estruturas alvo da
transformacao (Desfeux et al., 2000). Clough & Bent (1998), demonstraram que
plantas inoculadas com numerosos brotos florais imaturos e poucas siliquas
encontravam-se mais predispostas a transformacdo. Assim, as plantas de A.
thaliana em estadios iniciais de florescimento foram utilizadas como alvo da
transformacao no presente estudo.

A transformacado floral de A. thaliana foi realizada com uma cultura
bacteriana com densidade oOptica de aproximadamente 2,0 (ODegoo). Este valor foi
considerado o mais adequado para a obtencdo de maior eficiéncia no indice de
transformacao floral. Martinez-Trujillo et al. (2004) demonstraram que uma
densidade optica de 2,0 (ODeggo) elevou a eficiéncia da transformagdo em mais
que o dobro em relacdo aquela obtida com uma cultura com densidade o6ptica de
0,8 (ODsggp). Esta elevagdo no indice de transformacdo possivelmente esta
relacionada com a existéncia de maior quantidade de células bacterianas sobre a
superficie das plantas. Porém, em estudos anteriores foram usadas distintas
concentragbes de A. tumefaciens para transformacdo. Clough & Bent (1998)
mostraram que densidades entre 0,15 e 1,75 (ODegoo) n&o altera a taxa de

eficiéncia da transformacgao. Ja Cutler et al. (2000), usaram uma densidade optica
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de aproximadamente 0,5 (ODggo) em um estudo no qual uma biblioteca de
cDNAs foi introduzida em A. thaliana através de A. tumefaciens.

Plantas de A. thaliana (T0) foram transformadas com A. tumefaciens
contendo o cDNA do gene codificante do peptideo AtPep1, PROPEP1, fusionado
ao gene GFP no vetor pEGAD (pEGAD-AtPep) e com A. tumefaciens contendo o
cDNA de PROPEP1 inserido no vetor pGSA1427 (pGSA-AtPep). Paralelamente,
plantas de A. thaliana (controles) foram transformadas com A. tumefaciens
contendo os vetores pEGAD e pGSA1427 sem o cDNA de PROPEP1(controles).

As plantas T1 foram avaliadas quanto a tolerancia ao herbicida glufosinato
de aménio (Finale®) 15 dias apds a emergéncia. O critério de selegdo para a
presenca de tolerancia foi a presengca de plantas que apresentavam
desenvolvimento compativel com o estadio de desenvolvimento e presenga de
pigmentacdo foliar verde. Para auséncia de tolerancia foi avaliado o
desenvolvimento reduzido em relagdo ao estadio de desenvolvimento (ou morte)

e pigmentacéo foliar clorética (ou necrose) (Figura 5)

FIGURA 5. Efeito do herbicida glufosinato de aménio (Finale®) na selecdo de
plantas T1 de A. thaliana.
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Cerca de 30 a 55% das plantas T1 transformadas com os vetores
pEGAD e pGSA1427 com e sem o cDNA de PROPEP1 germinaram. Este baixo
percentual de germinagdo pode estar relacionado com o periodo de coleta de
sementes. Chung et al. (2000) recomendam que a coleta devera ser apds 3 ou 4
semanas da transformacdo, porém no presente estudo, tendo em vista a
necessidade de cumprimento do cronograma, foi necessario coletar as sementes
apo6s 15 dias da transformagao, o que pode ter prejudicado a germinagao.

Para confirmacdo de que as plantas transformadas e tolerantes ao
herbicida continham as insergbes desejadas, o DNA de todas as plantas foi
avaliado através de PCR com um dos seguintes pares de oligonucleotideos
iniciadores 5A e EGAD ou com AtPep-E e AtPep-H (Tabela 1) para as plantas
transformadas com o vetor pEGAD e pEGAD-AtPep; CaMV9 e OCSI ou com
AtPep-A e AtPep-S (Tabela 1) para as plantas transformadas com o vetor
pGSA1427 e pGSA-AtPep. Os resultados indicaram a presenga dos fragmentos
esperados de PCR em: 25 plantas transformadas com o vetor pGSA1427, 9
plantas transformadas com o vetor pGSA-AtPep, 19 plantas transformadas com o
vetor pEGAD e 20 plantas transformadas com o vetor pEGAD-AtPep.

Os produtos de PCR obtidos do DNA de 3 plantas T1 transformadas com
cada um dos 4 distintos plasmideos (Figura 4C) foram selecionados para
confirmacgéo da insergdo do cDNA através de sequenciamento (Apéndice 3). As
amostras do DNA das plantas transformadas com os vetores pEGAD e pEGAD-
AtPep foram amplificadas com os oligonucleotideos iniciadores 5A e EGAD e os
produtos amplificados foram sequenciados com o oligonucleotideo iniciador
EGAD, resultando em sequéncias idénticas ao vetor pEGAD e ao cDNA de
PROPEP1, respectivamente. Enquanto as amostras de DNA das plantas

transformadas com os vetores pGSA e pGSA-AtPep foram amplificada com os
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oligonucleptideos iniciadores CaMV9 e OCSI e sequenciadas com o
oligonucleotideo iniciador OCSI, estes por sua vez apresentaram sequéncia
idéntica ao vetor pGSA e ao cDNA de PROPEP1, respectivamente (Apéndice 3).
Os resultados obtidos através do calculo da eficiéncia apresentados na
Tabela 2, apontam uma baixa eficiéncia de transformacgéao (0,12 — 0,34%) quando
comparado com os estudos de Clough & Bent (1998), que obtiveram uma
eficiéncia de 1% nas plantas transformadas por transformacéo floral por imerséo
dos brotos florais. Chung et al. (2000) obtiveram eficiéncias de transformacéao
ainda maiores: 2,09% para a transformacao floral de A. thaliana por imerséo e
2,41% por aspersédo. Entretanto, Martinez-Trujillo et al. (2004), observaram que o
método de transformacao floral por imersdo afetava o desenvolvimento das
siliquas e sugeriu uma inoculagao direta em cada flor através do uso de uma
micropipeta. Este método apresentou um aumento da eficiéncia de transformacao
de 2 a 3% devido a inoculacéo seletiva dos brotos florais ainda fechados e uma
diminuicdo dos danos causados pelo surfactante. Porém este método é
extremamente laborioso e ndo representa um incremento na eficiéncia em relacéo

aos obtidos anteriormente por aspersédo (Chung et al., 2000).

Tabela 2. Analise da eficiéncia da transformacao floral de A. thaliana.

Sementes de plantas Plantas T1 Plantas T1 transgénicas™
T0 germinadas (%)  tolerantes a herbicida** (%)***
pGSA1427 18,000 7.300 (40,7) 25 (0,34)
pGSA1427-AtPep 24,000 7.200 (30,0) 9(0,12)
pEGAD 30,000 16.400 (54,8) 19 (0,12)
pEGAD-AtPep 19,000 9.800 (51,6) 20 (0,20)

*Plantas com a presencga do gene de interesse confirmados por PCR.
** Glufosinato de amdnio 10 yM
*** Percentual de plantas tolerantes ao herbicida em relacao ao total de plantas germinadas.
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Outro fator que esta relacionado com a baixa eficiéncia é a escolha do
estadio de desenvolvimento dos brotos florais, uma vez que plantas de A. thaliana
formam uma inflorescéncia indeterminada, apresentando flores com distintos
estadios de desenvolvimento (Desfeux et al., 2000). No presente estudo, foi
tentado minimizar este fator através da aspersao de A. thumefaciens em distintos
periodos. Na primeira pulverizacdo foram utilizadas plantas com brotos florais
com poucas flores abertas, na segunda pulverizagao foram utilizadas plantas com
brotos florais com a maioria das flores abertas e iniciando a producao de siliquas
e na terceira pulaverizacdo foram utilizadas plantas com brotos florais com flores
totalmente abertas e desenvolvimento de siliquas. As pulverizacbes foram
realizadas com intervalos de 7 dias. Provavelmente, a eficiéncia poderia ser
aumentada com um numero maior de pulverizagdes e intervalos menores entre as
pulverizacdes.

Entretanto, apesar da eficiéncia inferior aos trabalhos relatados, a
facilidade, rapidez e eficacia do método empregado no presente estudo sao
amplamente favoraveis quando comparados com outros processos de

transformacéao.

4.4 Quantificacdo da expressdo de PROPEP1 em plantas
transformadas e inoculadas com Pythium spp

Estudos prévios tém relatado a importancia do peptideo enddégeno AtPep1

de A. thaliana na via de sinalizacdo de respostas de defesa contra Pythium

irregulare e na indugdo de genes envolvidos nas respostas de defesa da planta

(Huffaker et al., 2006; Huffaker & Ryan, 2007). No presente estudo, foram

avaliados o efeito da superexpressao de PROPEP1, e consequente expressao do

peptideo AtPep1, na defesa contra diferentes espécies do género Pythium e a
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existéncia de uma relagao entre a ativagao de respostas de defesa por AtPep1

e a expressao do gene PDF1.2. Para tanto, foi realizada extragcdo do mRNA da
progénie T2 de plantas transformadas com os vetores pEGAD (evento pEGAD-
02) e pEGAD-AtPep (eventos AtPep-03 e AtPep-04) apdés 20 dias em meio
seletivo contendo o herbicida glufosinato de aménio, e 5 dias em contato com
zoosporos dos isolados das espécies de P. graminicola (isolado 12), P. deliense
(isolado 17), P. inflatum (isolado 29), P. ultimum (isolado 95) ou P. dissotocum
(isolado 123). Em cada evento, foi extraido mRNA de 1 planta inoculada e de 1
planta ndo inoculada. As plantas inoculadas com os isolados de P. inflatum e P.
ultimum nao foram utilizadas para extracdo de mRNA, pois nao foi possivel
detectar em microscépio o crescimento do patégeno no tecido vegetal.

Através do uso de um método de alta sensibilidadade como o RT-gPCR, foi
possivel quantificar o acumulo diferencial de mRNA do gene PROPEP1, apds
transformacdo com o vetor pEGAD-AtPep (plantas T2) em relacédo a plantas
transformadas com o vetor pEGAD (plantas T2). As plantas transformadas de
ambos o0s eventos e inoculadas com P. graminicola ou P. deliense foram
analisadas pelo mesmo método.

Os resultados obtidos com a analise de expressao relativa comprovam que
a progénie T2 de plantas transformadas com o vetor pEGAD-AtPep dos diferentes
eventos (AtPep-03 e AtPep-04) apresentam altos niveis de acumulagdo de mRNA
do gene codificante do peptideo AtPep1, independentemente da inoculacéo,
comparado com niveis de PROPEP1 acumulados nas plantas transformadas com
o vetor pEGAD. A expressao relativa de PROPEP1 chega a ser 1.000 vezes
superior a do calibrador (pEGADO02-C) em plantas do evento AtPep-03 néo
inoculada e 4.000 vezes superior em plantas do mesmo evento inoculadas com P.

deliense (Figura 6, Apéndice 4). Estes resultados atestam que o mRNA de
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PROPEP1 é acumulado em niveis muito altos nas plantas do evento AtPep-03,

indicando que ocorreu a superexpressao deste gene.

As plantas do evento AtPep-03 quando inoculadas com os isolados P.

graminicola (isolado 12) e P. deliense (isolado 17) apresentaram expressao

relativa de PROPEP1 significativamente superior a expressao relativa das plantas

nao inoculadas do mesmo evento (Figura 6). Este aumento significativo na

expressao relativa de PROPEP1, possivelmente se deve a inoculacdo com

Pythium spp. Neste caso, AtPep1 amplifica a sinalizagao de defesa do hospedeiro

pelo reconhecimento dos patdégenos através das PAMPs e seus receptores,

ativando as vias de defesa e induzindo a expressao de genes de defesa, assim

como no modelo proposto por Huffaker & Ryan (2007), Figura 1.
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FIGURA 6. Expressao relativa do gene codificante do peptideo AtPep1. Progénie

T2 de plantas de A. thaliana (evento pEGADO02) e pEGAD-AtPep
(eventos AtPep-03 e AtPep-04), nao inoculados (C), inoculados com
P. graminicola (isolado 12) e P.deliense (isolado17). Todos os valores
de Cts foram normalizados em relacdo aos valores dos Cts do
controle endoégeno (Gapdh). Os valores da expressao representam o
numero de vezes que a expressao aumenta ou diminui em relagao ao
calibrador pEGADOQ2-C. * Tukey P < 0,05
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4.5 Relacédo entre a expressdo de PROPEP1 e genes relacionados a
respostas de defesa em plantas transformadas

Para verificar se a superexpresssao de PROPEP1 e consequentemente de
seu peptideo AtPep1 esta relacionada com genes de defesa da planta, como
PDF1.2 foi realizada 2 rea¢des de RT-qPCR com os oligonucleotideos iniciadores
Gapdh-F e Gapdh-2R para o gene constitutivo Gapdh, utilizado como controle
endégeno, e PDF1.2-E e PDF1.2-R para o gene PDF1.2 (Tabela 1). Desta forma
foi possivel quantificar o acumulo de mRNA do gene PDF1.2 apds transformagao
com o vetor pEGAD-AtPep (plantas T2) em relagdo a plantas transformadas com
o vetor pEGAD (plantas T2). As plantas transformadas de ambos os eventos e
inoculadas com P. graminicola ou P. deliense foram analisadas pelo mesmo
método.

Os resultados obtidos com a analise de expressao relativa comprovam que
a progénie T2 de plantas transformadas com o vetor pEGAD-AtPep do evento
AtPep-03 apresenta altos niveis de acumulacdo de mRNA do gene da defensina
PDF1.2, quando inoculada com P. deliense, comparado com niveis de PDF1.2
acumulados nas plantas transformadas com o vetor pEGAD. A expressao relativa
de PDF1.2 chega a ser 1.680 vezes superior a do calibrador (b EGADO02-C) em
plantas do evento AtPep-03 inoculada com P. deliense (Figura 7, Apéndice 5).
Estes resultados estdo correlacionados com o acumulo dos altos niveis de mRNA
de PROPEP1 encontrados nas plantas do evento AtPep-03 inoculada com P.
deliense, no item 4.4, indicando que a superexpressao deste gene na presenca

de P. deliense elevou a expressao relativa da defensina PDF1.2.
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FIGURA 7. Expresséo relativa do gene PDF1.2. Progénie T2 de plantas de A.
thaliana (evento pEGADO02) e pEGAD-AtPep (eventos AtPep-03 e
AtPep-04), ndo inoculados (C), inoculados com P. graminicola (isolado
12) e P.deliense (isolado17). Todos valores de Cts foram
normalizados em relagdo aos valores dos Cts do controle endégeno
(Gapdh). Os valores da expressao representam o numero de vezes
que a expressao aumenta ou diminui em relagcdo ao calibrador
pEGADO2-C. * Tukey P < 0,05

Este aumento significativo na expressao relativa de PDF1.2, possivelmente
se deve a inoculagdo com Pythium spp. Neste caso, a superexpressdo de

PROPEP1 faz com que mais AtPep1 seja clivado no interior da célula

amplificando a sinalizagdo de defesa do hospedeiro pelo reconhecimento dos

patdgenos através das PAMPs e seus receptores, ativando as vias de defesa e

induzindo a expressao de genes de defesa, assim como no modelo proposto por

Huffaker & Ryan (2007), Figura 1.

Outro fato observado esta associado com a variacdo da acumulagédo de

MmRNA de PDF1.2 em plantas pEGAD-AtPep inoculadas com diferentes espécies

de Pythium, indicando que existe uma resposta diferencial do patégeno em

relacdo ao mecanismo de defesa. Huffaker et al. (2006) verificaram que ocorre
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uma expressao diferencial dos 6 membros da familia PROPEP em respostas a
determinados patdgenos. Este fato sugere que a maior acumulagédo de mRNA de
PDF1.2 das plantas pEGAD-AtPep inoculadas com P. deliense possivelmente
esta relacionada ao reconhecimento do peptideo de AtPep1 a sua proteina
precursora PROPEP1, o que pode nao estar ocorrendo na presenca de outro
patdgeno em plantas pEGAD-AtPep inoculadas com P. graminicola.

Huffaker & Ryan (2007), propuseram um modelo no qual a indugdo de
genes de defesa PDF1.2 é ativada pelo reconhecimento de PAMPs flg22 e elf18
pelos seus respectivos receptores, FLS e ERF. Estes regulam as vias de
sinalizagcao JA/Et e SA e conseqlentemente induzem genes de defesa, PDF1.2 e
PR, respectivamente. Segundo os autores citados acima, este mecanismo é retro-
alimentado pela producido de peptideos AtPep que podem amplificar as vias de
sinalizagao e expressar os genes de defesa destas vias (Figura 1). Desta forma,
os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que plantas que
superexpressam o0 gene PROPEP1 consequentemente superexpressam o
peptideo AtPep1, quando inoculadas com P. deliense amplificam a via de
sinalizacdo JA/Et induzindo genes PDF1.2. Porém quando plantas
superexpressando o peptideo AtPep1 é inoculado com P. graminicola observa-se
um baixo acumulo de mRNA de PDF1.2. Este fato pode estar relacionado com um
bloqueio na via de sinalizacao, pelo nao reconhecimento das PAMPs pelos seus
receptores (Figura 1).

Cabe ressaltar que nos trabalhos realizados por Huffaker et al. (2006) e
Huffaker & Ryan (2007) os niveis de expressao de AtPep1, PROPEP1 e PDF1.2
foram determinados por RT-PCR semi-quantitativo. Além disso, os autores
verificaram a expressao de AtPep1 e PDF1.2 em plantas tipo selvagem de A.

thaliana e na auséncia de patdgenos, sendo a indugcdo de AtPep1 realizada
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através de ensaios pela imersao de folhas de A. thaliana em extratos artificiais

do peptideo AtPep1 em concentragdes nM. No presente estudo, a expressao
relativa de PROPEP1 e PDF1.2 foram quantificadas pelo método de alta
sensibilidade RT-gPCR, em plantas transformadas com e sem a superexpressao
de PROPEP1 e na presenga e auséncia do patdégeno, representando uma

situagao real das respostas da planta a infecgéo por patdégenos.

4.6 Localizacao subcelular de GFP::PROPEP1

No presente estudo, o cDNA de PROPEP1 foi fusionado com uma variante
do gene GFP (EGFP), resultando na proteina de fusdo GFP:: PROPEP1. A
presenca do cDNA inserido ndo necessariamente indica que o gene de interesse
introduzido seja expresso. O chamado efeito de posi¢ao, relacionado ao Iécus no
qual o gene foi inserido, faz com que variagées na expressdo de um gene sejam
observadas, inclusive o total silenciamento do gene de interesse (Mlynarova et al.,
1996). Assim sendo metodologias que monitorem a expressao do gene inserido
sao necessarias para caracterizacdo molecular das plantas. A transcricao dos
genes nas plantas trangénicas foi observada a partir de experimentos de RT-
PCR. Os resultados mostraram a presenca de trasncritos especificos a todas as
construcoes utilizadas nos diferentes transformantes, conforme descrito no item
4.3 . A progénie T2 de plantas pEGAD e pEGAD-AtPep foi avaliada por
microscopia de florescéncia para identificar plantas transgénicas expressando
GFP.

Quinze dias apos a selecdo das plantas transformadas pela agcdo do
herbicida glufosinato de aménio (7 dias apds a inoculagdo com zodsporos de
Pythium spp.) 3 plantas de cada evento independente de transformagao foram

avaliadas: 2 eventos independentes de progénies de plantas transformadas com
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pPEGAD e 3 eventos de progénies de plantas transformadas com pEGAD-AtPep.
As plantulas de todos 5 eventos independentes apresentaram padroes de
localizac&o subcelular similares tanto nas células das folhas como nas células das
raizes (Figura 8). Foi possivel verificar acumulo de fluorescéncia na parede
celular e ou membrana e no citoplasma, porém nao foi verificado acumulo de
fluorescéncia no nucleo.

Para obter a localizacdo do produto de um cDNA inserido nas plantas pela
vizualizacdo com GFP, a fase de leitura do cDNA e da GFP tem que ser
compativeis, ou seja elas devem manter a identidade entre os aminoacidos,
garantindo a integridade da proteina a ser expressa (Misawa et al., 2000). No
presente estudo foi confirmada a integridade da fase de leitura do cDNA e da GFP
atavés do sequenciamento das plantas transgénicas, embora a constru¢ao dos
vetores e posterior clonagem do inserto tenham sido realizados com o objetivo de
manter a integridade da proteina, como foi mencionado nos materiais e métodos.

No estudo realizado por Oard & Enright (2006) foi observada a atividade
antimicrobiana de peptideos codificados por genes que foram introduzidos em A.
thaliana. A fusdo com EGFP demonstrou a acumulagao da proteina B-Purotionina
em tricomas da planta pelo redirecionamento do sinal fluorescente. A proteina
quimérica deteve o desenvolvimento de um fungo patogénico na superficie foliar e
estébmatos, demonstrando atividade semelhante a observada in vitro. Desta forma,
no presente estudo o fendtipo encontrado entre os diferentes eventos de
transformacao indica que o gene codificante do peptideo AtPep1 ndo apresenta
um direcionamento especifico a determinadas localizagdes pela fusdo do seu
gene a uma variante do GFP. Possivelmente o gene codificante do peptideo

AtPep1 ndo possui um sinal que determine seu direcionamento.



FIGURA 8. Localizagdao subcelular de GFP em plantas T2 de A. thaliana,

transformadas com o vetor pEGAD e pEGAD-AtPep. A e B -
Imagem de células de folha e raiz de plantas transformadas com o
vetor pEGAD, respectivamente. C e D - Imagem de células de folha
e raiz de plantas do evento de transformacdo pEGAD-AtPep 03,
respectivamente. E e F - Imagem de células de folha e raiz de
plantas do evento de transformacédo pEGAD-AtPep 04,
respectivamente. Barra representa 20 uym.
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4.7 Patogenicidade de diferentes isolados de Pythium spp. a A.

thaliana.

O teste de patogenicidade apresentou resultados significativos quanto a
presenca de sintomas como pigmentacdo amarelada nas folhas e morte de
plantas de A. thaliana inoculadas com os isolados de Pythium spp. Todos isolados
estudados foram patogénicos a A. thaliana, pois embora ndo foram obtidas
diferencas estatisticas entre os isolados de P. graminicola e P. inflatum e as
plantas controle (Figuras 10 e 11), todas as plantas foram infectadas pelos
diferentes isolados conforme foi observado em analise de microscopia realizada
nas raizes das plantas (Figura 9). Entretanto, o que foi observado é que existe
uma diferenga na viruléncia dos diferentes isolados. Cabe ressaltar que este
estudo é o primeiro relato sobre a infeccdo de isolados das espécies de P.
graminicola, P. deliense, P. inflatum, P.ultimum e P. dissotocum em plantas de A.

thaliana.
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FIGURA 9. Estruturas observadas em raizes de plantulas de A. thaliana
inoculadas com isolados de diferentes espécies do género Pythium.
Os tecidos foram corados com azul de trypan e visualizados em
microscoépio 6tico. a) Esporangios de P. graminicola; b) Esporangios
e vesiculas de P.inflatum; c) Esporangio de P. deliense; d) Vesiculas

de P. ultimum em tecido radicular necrosado.
Quando avaliada a presenga de amarelecimento, foi possivel observar que
2,66 % das plantas de A. thaliana inoculadas com o isolado de P. graminicola
apresentaram incidéncia da doenga. Esse resultado nao diferiu significativamente
(P = 0,05) das plantas controle ndo inoculadas (auséncia de sintomas). Por outro
lado, um maior percentual de incidéncia foi observado nos tratamentos de
inoculagao com os isolados de P. inflatum (6 %) e P. deliense (8 %). O percentual
de incidéncia nesses dois casos difere significativamente do controle, porém nao
do tratamento de inoculagdo com o isolado de P. graminicola. A maior incidéncia

de plantas com sintomas foi obtida no tratamento inoculado com o isolado de P.

ultimum (25,33 %), como pode ser observado na Figura 10.
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FIGURA 10. Incidéncia de plantas de A. thaliana com amarelecimento. Plantas
controle (ndo inoculadas) e plantas inoculadas com os isolados de P.
graminicola, P. inflatum, P. deliense e P. ultimum. Barras
representam as médias da incidéncia de sintomas + desvio padrao
de 3 experimentos independentes. * Tukey P < 0,05

Outro sintoma observado foi o da morte de plantas de A. thaliana quando
inoculadas com os diferentes isolados de Pythium spp. (Figura 11), onde foram
obtidos resultados similares aos encontrados na avaliacdo do sintoma de
amarelecimento (Figura 10). Assim como no caso do amarelecimento, a
inoculagdo com o isolado de P. ultimum apresentou uma alta incidéncia de morte
(48 %). A viruléncia de um isolado de determinado patégeno esta associada a
quantidade de doenga induzida no hospedeiro, ou seja, quanto maior a
intensidade da doencga, mais virulento o isolado. Enquanto a agressividade esta
associada a velocidade no aparecimento dos sintomas da doenca, ou seja,
quanto mais agressivo for determinado isolado, mais rapido sera o aparecimento
dos sintomas (Agrios, 2004). Estes dois fatores foram avaliados no presente
estudo, sendo P. ultimum considerado o isolado mais virulento e o mais agressivo

para as plantas de A. thaliana.
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Ingran & Cook (1990), ao avaliarem a patogenicidade de 4 espécies de
Pythium em trigo, ervilha, lentilha e cevada, constataram que as espécies mais
virulentas foram P. ultimum e P. irregulare. Higginbotham et al. (2004),
examinaram a viruléncia entre isolados de Pythium spp. coletados de graos de
trigo e verificaram que os isolados de P. debaryanum e P. ultimum foram os mais
virulentos.

Além de ser considerado um patégeno extremamente virulento para
diversos cultivos, P. ultimum também tem sido considerado um dos patdégenos
mais agressivos. Em estudos realizados por Zhang & Yang (2000), onde foram
avaliados diversos isolados de P. ultimum obtidos de plantulas infectadas de soja,
foi verificado que 70% dos isolados foram altamente agressivos as culturas de
soja e milho. Herrero et al. (2003) testaram a patogenicidade de 16 espécies de
Pythium coletadas de pepinos em cultivo hidropdnico. Entre as espécies testadas,
as mais agressivas foram: P. aphanidermatum, P. irregulare, P. paroecandrum e
P. ultimum. Em outro trabalho Benard & Punja (1995) demonstraram que entre 8
espécies de Pythium patogénicas a cenoura, as mais agressivas foram P. violae,
P. ultimum e P. sulcatum. Estes resultados corroboram com os resultados obtidos
no presente trabalho, evidenciando a viruléncia e agressividade de P. ultimum.

Segundo Plaats-Niterink (1981), diversos fatores contribuem para o
sucesso da infeccdo de Pythium spp., entre eles a densidade de indculo,
conteudo de agua no solo, temperatura, pH, intensidade de luz e presenga de
outros microorganismos. De acordo com o autor, a influéncia da temperatura na
patogenicidade e na severidade de doenga, pode depender tanto de variagbes
entre as espécies e isolados de Pythium, quanto dos hospedeiros envolvidos. E
importante observar que a temperatura na qual foram conduzidos os

experimentos para avaliagdo da patogenicidade (20 £ 2 °C), é possivelmente
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favoravel tanto ao desenvolvimento das plantas de A. thaliana como a infeccao
por P. ultimum. Plaats-Niterink (1981) descreveu que o crescimento de P. ultimum
no solo ocorre em temperaturas abaixo de 20 °C. Essa é uma possivel explicagcao
para a maior incidéncia da doenca quando a inoculacdo é realizada com um
isolado dessa espécie.

A incidéncia de plantas mortas inoculadas com os isolados de P.
graminicola (14,66 %) e P. inflatum (14 %) nao diferiram (P < 0,05) do controle (8
%). Além disso, as plantas de A. thaliana inoculadas com os isolados de P.
graminicola e P. inflatum ndo apresentaram uma incidéncia de plantas mortas que
diferisse (P < 0,05) do percentual de incidéncia de plantas inoculadas com o
isolado P. deliense (22,66 %), embora este tenha diferido significativamente (P <

0,05) do percentual de plantas mortas do tratamento controle.
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FIGURA 11. Incidéncia de plantas mortas de A. thaliana. Plantas controle (ndo
inoculadas) e plantas inoculadas com os isolados de P. graminicola,
P. inflatum, P. deliense e P. ultimum. Barras representam as médias
da incidéncia de morte + desvio padrdo de 3 experimentos
independentes. * Tukey P < 0,05




66

4.8 Patogenicidade de diferentes isolados de Pythium spp. a A.
thaliana transformadas com os vetores pEGAD e pEGAD-AtPep
Huffaker et al. (2006) avaliaram plantas transformadas de A. thaliana
superexpressando o gene codificante do AtPep1 (PROPEP1) quanto a resisténcia
a P. irregulare. Com o objetivo de amplificar a via de sinalizagdo de genes de
defesa, no presente estudo foi superexpressado o gene codificante do peptideo
AtPep1, o qual ativa a transcricdo de defensinas, para verificar a resisténcia as
espécies de P. graminicola, P. deliense, P. inflatum, P. ultimum e P. dissotocum.
As progénies T2 de plantas de A. thaliana de 2 eventos de transformacéao
com o vetor pEGAD (pEGAD-02 e pEGAD-05) e 3 eventos de transformagéo com
o vetor pEGAD-AtPep (AtPep-03, AtPep-04 e AtPep-05), foram avaliadas 7 dias
apos a inoculagdo quanto a resisténcia aos isolados de P. graminicola (isolado
12), P. deliense (isolado 17), P. inflatum (isolado 29), P. ultimum (isolado 95) e P.
dissotocum (isolado 123). Os dados referentes as plantas inoculadas com os
isolados de P. inflatum (isolado 29) e P. ultimum (isolado 95) n&o foram
considerados na analise estatistica, pois nao foi possivel detectar em analise de
microscopia o crescimento do patdégeno, embora experimentos prévios realizados
com plantas de A. thaliana crescidas em placas de Petri contendo meio MS com e
sem glufosinato de amoénio e inoculadas com P. ultimum apresentaram
crescimento do patdégeno independente da presenga do herbicida (dados né&o
apesentados). Além disso, o evento AtPep-05 foi descartado das avaliagdes pois
devido ao pequeno tamanho das plantulas, ocorreu morte do tratamento controle,
possivelmente devido a danos causados pela transferéncia das plantulas para
novas placas ou pelo excesso de umidade na placa.
Os resultados indicam um baixo percentual de sobrevivéncia de plantas

pEGAD resistentes a inoculagdo com P. deliense (isolado 17), que diferiu



67

significativamente (P < 0,05) do percentual das plantas pEGAD-AtPep

inoculadas com o mesmo isolado (Tabela 3). O maior percentual de sobrevivéncia
nas plantas transformadas com o vetor pEGAD-AtPep, indica que a
superexpressao do gene codificante do peptideo AtPep1 pode estar implicado na
resisténcia de plantas de A. thaliana a P. deliense. Segundo o modelo, proposto
por Huffaker & Ryan (2007) (Figura 1), o peptideo AtPep1, amplifica a via de
sinalizacao de respostas de defesa através das PAMPs em plantas A. thaliana
ativando a expressao de genes de defesa como PDF1.2. Estes resultados aliados
aos resultados da expressado génica de PROPEP1 e PDF1.2, obtidos nos itens
4.4 e 4.5 confirmam que a superexpressdo de PROPEP1 e consequente aumento
da expressado de AtPep1 e da defensina PDF1.2 proporcionou um aumento na

resisténcia a P. deliense.

TABELA 3. Percentual de sobrevivéncia da progénie T2 de plantas pEGAD e
pEGAD-AtPep, referentes a Figura 12.

EVENTOS TRATAMENTOS
Controle Isolado 12 Isolado 17 Isolado 123
PEGAD-02 70 a A 55 ab A 20 b B 80 a A
PEGAD-05 65 a AB 50 a A 0 b C 40 a AB
ATPEP-03 8 a A 10 ¢ B 60 b A 25 c B
ATPEP-04 35 a B 25 a AB 55 a A 20 a B

@Valores seguidos da mesma letra minuscula (linha) ou maitscula (coluna) ndo diferem pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 12. Percentual de sobrevivéncia da progénie T2 de plantas pEGAD e
pEGAD-AtPep. Eventos de plantas transformadas pEGAD: pEGAD-
02 e pEGAD-05. Eventos de plantas transformadas pEGAD-AtPep:
AtPep-03 e AtPep-04. Tratamentos: Controle (sem inoculag&o);
inoculado com os isolados de P. graminicola (isolado12), P. deliense
(isolado 17) e P. dissotocum (isolado 123). Barras representam as
médias de sobrevivéncia * desvio padrdo de 2 experimentos
independentes.

Por outro lado, quando foi avaliado o efeito da inoculagao de P. graminicola
(isolado 12) e P. dissotocum (isolado 123) nos diferentes eventos de
transformacao, foi verificada uma relacao inversa aquela obtida com a inoculagao
de P. deliense. Neste caso, plantas pEGAD-AtPep inoculadas com P. graminicola
(isolado 12) e P. dissotocum (isolado 123) tiveram um menor percentual de
sobrevivéncia quando comparado com plantas pEGAD inoculadas com os
mesmos isolados (Figura 12 e Tabela 3). Uma possivel explicagdo desses
resultados € de que as plantas poderiam ndo estar reconhecendo o patégeno e,
desse modo, impedindo a ativagdo de genes de defesa e, portanto sendo
suscetivel a infecgdo pelo patdgeno. Essa observagao é reforgada pelo resultado
do experimento com plantas de A. thaliana tipo selvagem onde foi verificado que
P. graminicola foi pouco virulento, ndo sendo significativamente diferente das

plantas ndo inoculadas (Figuras 10 e 11). Portanto, plantas de A. thaliana

poderiam nao reconhecer este isolado como patogénico. Nesse caso, seguindo a
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interpretacédo do modelo proposto por Huffaker & Ryan (2007) (Figura 1), as
PAMPs nao seriam reconhecidas pelos seus receptores e néo ativariam as vias
de sinalizacdo JA/Et e, conseqlentemente, ndo ativariam a expresséo de genes
de defesa. Neste caso, a superexpressao de AtPep1 seria dispensavel.

A fim de verificar o efeito da superexpressdao de PROPEP1 nas raizes, no
presente estudo foi analisado o comprimento radicular das plantas adultas
transformadas de A. thaliana nos diferentes eventos de transformagao (pEGAD e
pEGAD-AtPep) e inoculadas com os isolados de P. graminicola (isolado 12), P.
deliense (isolado 17) e P. dissotocum (isolado 123). As plantas foram avaliadas
quanto ao comprimento das raizes 15 dias apds a inoculacido. Cabe ressaltar que
experimento similar foi conduzido por Huffaker et al. (2006) em plantas de A.

thaliana superexpressando PROPEPL1 e inoculadas com P. irregulare.
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FIGURA13. Comprimento radicular da progénie T2 de plantas pEGAD e pEGAD-
AtPep. Eventos de plantas transformadas pEGAD: pEGAD-02 e
pEGAD-05. Eventos de plantas transformadas pEGAD-AtPep: AtPep-
04, e AtPep-05. Tratamentos: Controle (sem inoculagéo); inoculado
com P. graminicola (isolado12), P. deliense (isolado 17 e, P.
dissotocum (isolado 123). Barras representam as médias de
comprimento de raiz de 3 plantas de cada evento + desvio padréao.

Os dados obtidos apontam um menor do comprimento das raizes das
plantas pEGAD de ambos os eventos (pEGAD-05 e pEGAD-02) inoculadas com
todos os isolados, quando comparadas com os eventos nao inoculados (controle),

(Figura 13, Tabela 4). Porém quando foram comparadas plantas pEGAD-AtPep

inoculadas com os mesmos isolados foi observado que essas apresentavam um

crescimento radicular igual ou superior as plantas nao inoculadas (controle) do
mesmo evento de transformacdo, exceto nas plantas do evento AtPep05
inoculadas com P. graminicola, as quais morreram devido ao transplante (Figura

13, Tabela 4). Os resultados obtidos com este experimento confirmam os

resultados de sobrevivéncia obtidos no experimento anterior. Sendo assim, os

dois métodos apontam para uma possivel resisténcia das plantas pEGAD-AtPep

ao isolado P. deliense.
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TABELA 4. Comprimento de raiz (cm) da progénie T2 de plantas pEGAD e
pEGAD-AtPep, referentes a Figura 13.

EVENTOS TRATAMENTOS
Controle Isolado 12 Isolado 17 Isolado 123
AtPep-05 644 a B 0 c B 656 a A 426 b B
AtPep-04 704 a B 7.10 a A 681 a A 834 a A
pEGAD-05 845 a A 6.20 b A 6.21 b A 736 ab A
pEGAD-02 824 a A 6.42 b A 714 ab A 719 ab AB

Valores seguidos da mesma letra minuscula (linha) ou maiuscula (coluna) n&o diferem pelo teste
de Tukey (P<0,05).

Outro dado verificado é que as plantas pEGAD-AtPep controle apresentam
um comprimento radicular significativamente inferior ao das plantas pEGAD,
indicando que a superexpressao de PROPEP1 nas plantas de A. thaliana afeta o
crescimento radicular. Ja nas plantas inoculadas com os isolados de Pythium n&o
foram observadas diferencas no crescimento radicular entre os diferentes eventos
de transformacao (Figura 14). No entanto, Huffaker et al. (2006) verificaram que
as plantas superexpressando PROPEP1 nao apresentavam diferenca no
crescimento radicular quando comparadas com plantas tipo selvagem, porém
quando plantas superexpressando PROPEP1 foram inoculadas com P. irregulare
elas apresentavam um maior crescimento radicular as plantas nao transformadas
inoculadas com o mesmo patdégeno. Estes resultados diferem dos resultados
encontrados no presente estudo, possivelmente devido ao grande acumulo de
PROPEP1 obtido nas plantas transformadas pEGAD-AtPep no presente estudo,
no entanto ndo existem evidéncias da toxidade de PROPEP1 no crescimento

radicular, para tanto mais estudos devem ser realizados.
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FIGURA 14. Comprimento radicular (cm) da progénie T2 de plantas pEGAD e
pEGAD-AtPep. A) Raizes de plantas transformadas pEGAD 02 nao
inoculadas, B) raizes de plantas transformadas pEGAD-AtPep 03
nao inoculadas, C) raizes de plantas pEGAD 02 inoculadas com P.
deliense, D) raizes de plantas transformadas pEGAD-AtPep 03
inoculadas com.

4.9 Patogenicidade de diferentes isolados de Pythium spp. em A.
thaliana transformadas com os vetores pGSA e pGSA-AtPep
A progénie T2 de plantas de A. thaliana de 1 evento de transformagdo com
o vetor pGSA1427 (pGSA-17) e 2 eventos de transformagao com o vetor pGSA-
AtPep (pGSAtPep-01 e pGSAtPep-02), foram avaliadas 7 dias apds a inoculagéo,
quanto a resisténcia aos isolados de P. graminicola (isolado 12) e P. deliense
(isolado 17). Este experimento teve como objetivo verificar se os resultados
obtidos com pEGAD-AtPep, que produzem uma proteina de fusdo GFP::
PROPEP1, poderiam alterar a funcionalidade da propteina PROPEP1 e de seu

peptidio AtPep1.



73

Os dados obtidos revelaram que existe diferenca significativa (P < 0,05)
entre o percentual de plantas T2 sobreviventes do evento pGSA-17 (Figura 15,
Tabela 5) e o percentual de plantas T2 resistentes dos eventos de transformagéao
pGSA-AtPep (pGSAtPep-01 e pGSAtPep-02 Figura 15). O evento de
transformacao pGSA-AtPep apresentou maior percentual de sobrevivéncia das
plantas inoculadas com o P. graminicola e P. deliense, diferindo
significativamente, quando comparados com os eventos de transformacéo pGSA-
17 inoculados com os mesmos isolados. De um modo geral estes resultados
confirmam a importancia do peptideo AtPep1 em induzir respostas de defesa
contra P. deliense obtidos através da transformacgao das plantas pEGAD-AtPep.
Além disso, estes resultados comprovam que nao houve alteracdo da
funcionalidade da proteina PROPEP1 e do seu peptideo AtPep1 devido a fusao

com a proteina GFP.

TABELA 5. Percentual de sobrevivéncia da progénie T2 de plantas pGSA e
pGSA-AtPep, referentes a figura 15.

EVENTOS TRATAMENTOS
Controle Isolado 12 Isolado 17
pGSA-17 33 a B 0 b B 42 a B
pGSAtPep-01 58 b A 53 b A 81 a A
pGSAtPep-02 61 ab A 31 b A 69 a AB
“Valores seguidos da mesma letra minuscula (linha) ou maitscula (coluna) ndo diferem pelo teste

de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 15. Percentual de sobrevivéncia da progénie T2 de plantas pGSA
(evento pGSA-17) e pGSA-AtPep
pGSAtPep-02). Tratamentos: Controle (sem inoculagao); inoculado
com P. graminicola (isolado12) e inoculado com P. deliense (isolado
17). Barras representam as médias de sobrevivéncia + desvio
padrao de 2 experimentos independentes.

(eventos pGSAtPep-01 e



5 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que:

. As espécies de P. graminicola, P. deliense, P. inflatum, P. ultimum e P.
dissotocum séo patogénicas a A. thaliana;

. As espécies P. ultimum e P. deliense diferiram das espécies P. graminicola
e P. inflatum quanto ao grau de viruléncia durante a infecgao de A. thaliana
. Plantas pEGAD-AtPep acumulam altos niveis de mRNA do gene
codificante do peptideo AtPep1 e a proteina de GFP::PROPEP1 se
expressa.

. A superexpressao de PROPEP1 em plantas de A. thaliana aumenta os
niveis de mMRNA de PDF1.2 nas plantas infectadas com P. deliense.

. A superexpressao de PROPEP1 e consequentemente do seu peptideo
AtPep1 em plantas de A. thaliana aumenta a resisténcia das plantas

infectadas com P. deliense.
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APENDICE 1. Seqiiéncia de nucleotideos do vetor pGSA 1427. Em destaque,
as sequéncias referentes aos oligonucleotideos iniciadores,
CaMV9 e OCSI, utilizados nas reagdes de PCR e RT-PCR (rosa),
aos sitios de corte das enzimas utilizadas na digestdo dos vetores
e do inserto (amarelo) e ao cDNA de PROPEP1 (cinza).

TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATG
TACTGAATTAACGCCGAATTCTGAGATTTTTCAAATCAGTGCGCAAGACGTGACGTAAGTATCCGAGTCAGTT
TTTATTTTTCTACTAATTTGGTCGTTTATTTCGGCGTGTAGGACATGGCAACCGGGCCTGAATTTCGCGGGTA
TTCTGTTTCTATTCCAACTTTTTCTTGATCCGCAGCCATTAACGACTTTTGAATAGATACGCTGACACGCCAA
GCCTCGCTAGTCAAAAGTGTACCAAACAACGCTTTACAGCAAGAACGGAATGCGCGTGACGCTCGCGGTGACG
CCATTTCGCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACATTAC
ACTAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACACCAAATCGAATCGATGAGCCCAGAACGACGCCCGGCCG
ACATCCGCCGTGCCACCGAGGCGGACATGCCGGCGGTCTGCACCATCGTCAACCACTACATCGAGACAAGCAC
GGTCAACTTCCGTACCGAGCCGCAGGAACCGCAGGAGTGGACGGACGACCTCGTCCGTCTGCGGGAGCGCTAT
CCCTGGCTCGTCGCCGAGGTGGACGGCGAGGTCGCCGGCATCGCCTACGCGGGCCCCTGGAAGGCACGCAACG
CCTACGACTGGACGGCCGAGTCGACCGTGTACGTCTCCCCCCGCCACCAGCGGACGGGACTGGGCTCCACGCT
CTACACCCACCTGCTGAAGTCCCTGGAGGCACAGGGCTTCAAGAGCGTGGTCGCTGTCATCGGGCTGCCCAAC
GACCCGAGCGTGCGCATGCACGAGGCGCTCGGATATGCCCCCCGCGGCATGCTGCGGGCGGCCGGCTTCAAGC
ACGGGAACTGGCATGACGTGGGTTTCTGGCAGCTGGACTTCAGCCTGCCGGTACCGCCCCGTCCGGTCCTGCC
CGTCACCGAGATTTGACTGCAGAATCTTGGACTCCCATGTTGGCAAAGGCAACCAAACAAACAATGAATGATC
CGCTCCTGCATATGGGGCGGTTTGAGTATTTCAACTGCCATTTGGGCTGAATTGAAGACATGCTCCTGTCAGA
AATTCCGTGATCTTACTCAATATTCAGTAATCTCGGCCAATATCCTAAATGTGCGTGGCTTTATCTGTCTTTG
TATTGTTTCATCAATTCATGTAACGTTTGCTTTTCTTATGAATTTTCAAATAAATTATCAG

CCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTC
AAAGCAAGTGGATTGATGTGACATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAGGHM
CCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAA
CCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGACATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCC
TTCGCAGCATSTETeNEEEEACABTEEN CCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAA
GACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGACATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAAT
CCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTCGAGTAT
AAGAGCTCATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAACAACAAACAACATTACAATTACATTTACAATTACC
ATGGCGCGCCATGGAGAAATCAGATAGACGAAGCGAAGAAAGTCACCTATGGATTCCTCTTCAGTGCCTCGAC
CAAACCCTCAGAGCTATCTTGAAATGCCTTGGTCTTTTTCATCAAGATTCTCCGACAACGTCCTCTCCCGGAA
CTTCGAAACAGCCGAAGGAGGAAAAAGAAGACGTTACCATGGAAAAGGAGGAGGTCGTTGTGACGAGTAGAGC
CACAAAGGTCAAGGCAAAGCAAAGGGGGAAGGAGAAAGTTAGCTCAGGCCGTCCTGGCCAACATAATTAGACT
AGTCCCTAGAGTCCTGCTTTAATGAGATATGCGAGACGCCTATGATCGCATGATATTTGCTTTCAATTCTGTT
GTGCACGTTGTAAAAAACCTGAGCATG TG ACETCACATCEMIACEEEEGG TTTCGGTTCATTCTAATGAATA
TATCACCCGTTACTATCGTATTTTTATGAATAATATTCTCCGTTCAATTTACTGATTGTACCCTACTACTTAT
ATGTACAATATTAAAATGAAAACAATATATTGTGCTGAATAGGTTTATAGCGACATCTATGATAGAGCGCCAC
AATAACAAACAATTGCGTTTTATTATTACAAATCCAATTTTAAAAAAAGCGGCAGAACCGGTCAAACCTAAAA
GACTGATTACATAAATCTTATTCAAATTTCAAAAGTGCCCCAGGGGCTAGTATCTACGACACACCGAGCGGCG
AACTAATAACGCTCACTGAAGGGAACTCCGGTTCCCCGCCGGCGCGCATGGGTGAGATTCCTTGAAGTTGAGT
ATTGGCCGTCCGCTCTACCGAAAGT TACGGGCACCATTCAACCCGGTCCAGCACGGCGGCCGGGTAACCGACT
TGCTGCCCCGAGAATTATGCAGCATTTTTTTGGTGTATGTGGGCCCCAAATGAAGTGCAGGTCAAACCTTGAC
AGTGACGACAAATCGTTGGGCGGGTCCAGGGCGAATTTTGCGACAACATGTCGAGGCTCAGCAGGACCTGCAG
GCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAAT
CGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAAC
AGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGCTAGAGCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTT
TAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAACGGA
TATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTGCATGCCAACCACAGGGTTCCCCTCG
GGATCAAAGTACTTTGATCCAACCCCTCCGCTGCTATAGTGCAGTCGGCTTCTGACGTTCAGTGCAGCCGTCT
TCTGAAAACGACATGTCGCACAAGTCCTAAGTTACGCGACAGGCTGCCGCCCTGCCCTTTTCCTGGCGTTTTC
TTGTCGCGTGTTTTAGTCGCATAAAGTAGAATACTTGCGACTAGAACCGGAGACATTACGCCATGAACAAGAG
CGCCGCCGCTGGCCTGCTGGGCTATGCCCGCGTCAGCACCGACGACCAGGACT TGACCAACCAACGGGCCGAA
CTGCACGCGGCCGGCTGCACCAAGCTGTTTTCCGAGAAGATCACCGGCACCAGGCGCGACCGCCCGGAGCTGG
CCAGGATGCTTGACCACCTACGCCCTGGCGACGTTGTGACAGTGACCAGGCTAGACCGCCTGGCCCGCAGCAC
CCGCGACCTACTGGACATTGCCGAGCGCATCCAGGAGGCCGGCGCGGGCCTGCGTAGCCTGGCAGAGCCGTGG
GCCGACACCACCACGCCGGCCGGCCGCATGGTGTTGACCGTGTTCGCCGGCATTGCCGAGTTCGAGCGTTCCC
TAATCATCGACCGCACCCGGAGCGGGCGCGAGGCCGCCAAGGCCCGAGGCGTGAAGTTTGGCCCCCGCCCTAC
CCTCACCCCGGCACAGATCGCGCACGCCCGCGAGCTGATCGACCAGGAAGGCCGCACCGTGAAAGAGGCGGCT
GCACTGCTTGGCGTGCATCGCTCGACCCTGTACCGCGCACTTGAGCGCAGCGAGGAAGTGACGCCCACCGAGG
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digestdo dos vetores e do inserto (amarelo) e ao
cDNA de PROPEP1 (cinza).

CCAGGCGGCGCGGTGCCTTCCGTGAGGACGCATTGACCGAGGCCGACGCCCTGGCGGCCGCCGAGAATGAACG
CCAAGAGGAACAAGCATGAAACCGCACCAGGACGGCCAGGACGAACCGTTTTTCATTACCGAAGAGATCGAGG
CGGAGATGATCGCGGCCGGGTACGTGTTCGAGCCGCCCGCGCACGTCTCAACCGTGCGGCTGCATGAAATCCT
GGCCGGTTTGTCTGATGCCAAGCTGGCGGCCTGGCCGGCCAGCTTGGCCGCTGAAGAAACCGAGCGCCGCCGT
CTAAAAAGGTGATGTGTATTTGAGTAAAACAGCTTGCGTCATGCGGTCGCTGCGTATATGATGCGATGAGTAA
ATAAACAAATACGCAAGGGGAACGCATGAAGGTTATCGCTGTACTTAACCAGAAAGGCGGGTCAGGCAAGACG
ACCATCGCAACCCATCTAGCCCGCGCCCTGCAACTCGCCGGGGCCGATGTTCTGTTAGTCGATTCCGATCCCC
AGGGCAGTGCCCGCGATTGGGCGGCCGTGCGGGAAGATCAACCGCTAACCGTTGTCGGCATCGACCGCCCGAC
GATTGACCGCGACGTGAAGGCCATCGGCCGGCGCGACTTCGTAGTGATCGACGGAGCGCCCCAGGCGGCGGAC
TTGGCTGTGTCCGCGATCAAGGCAGCCGACTTCGTGCTGATTCCGGTGCAGCCAAGCCCTTACGACATATGGG
CCACCGCCGACCTGGTGGAGCTGGTTAAGCAGCGCATTGAGGTCACGGATGGAAGGCTACAAGCGGCCTTTGT
CGTGTCGCGGGCGATCAAAGGCACGCGCATCGGCGGTGAGGTTGCCGAGGCGCTGGCCGGGTACGAGCTGCCC
ATTCTTGAGTCCCGTATCACGCAGCGCGTGAGCTACCCAGGCACTGCCGCCGCCGGCACAACCGTTCTTGAAT
CAGAACCCGAGGGCGACGCTGCCCGCGAGGTCCAGGCGCTGGCCGCTGAAATTAAATCAAAACTCATTTGAGT
TAATGAGGTAAAGAGAAAATGAGCAAAAGCACAAACACGCTAAGTGCCGGCCGTCCGAGCGCACGCAGCAGCA
AGGCTGCAACGTTGGCCAGCCTGGCAGACACGCCAGCCATGAAGCGGGTCAACTTTCAGTTGCCGGCGGAGGA
TCACACCAAGCTGAAGATGTACGCGGTACGCCAAGGCAAGACCATTACCGAGCTGCTATCTGAATACATCGCG
CAGCTACCAGAGTAAATGAGCAAATGAATAAATGAGTAGATGAATTTTAGCGGCTAAAGGAGGCGGCATGGAA
AATCAAGAACAACCAGGCACCGACGCCGTGGAATGCCCCATGTGTGGAGGAACGGGCGGTTGGCCAGGCGTAA
GCGGCTGGGTTGTCTGCCGGCCCTGCAATGGCACTGGAACCCCCAAGCCCGAGGAATCGGCGTGACGGTCGCA
AACCATCCGGCCCGGTACAAATCGGCGCGGCGCTGGGTGATGACCTGGTGCGAGAAGTTGAAGGCCGCGCAGGC
CGCCCAGCGGCAACGCATCGAGGCAGAAGCACGCCCCGGTGAATCGTGGCAAGCGGCCGCTGATCGAATCCGC
AAAGAATCCCGGCAACCGCCGGCAGCCGGTGCGCCGTCGATTAGGAAGCCGCCCAAGGGCGACGAGCAACCAG
ATTTTTTCGTTCCGATGCTCTATGACGTGGGCACCCGCGATAGTCGCAGCATCATGGACGTGGCCGTTTTCCG
TCTGTCGAAGCGTGACCGACGAGCTGGCGAGGTGATCCGCTACGAGCTTCCAGACGGGCACGTAGAGGTTTCC
GCAGGGCCGGCCGGCATGGCCAGTGTGTGGGATTACGACCTGGTACTGATGGCGGTTTCCCATCTAACCGAAT
CCATGAACCGATACCGGGAAGGGAAGGGAGACAAGCCCGGCCGCGTGTTCCGTCCACACGTTGCGGACGTACT
CAAGTTCTGCCGGCGAGCCGATGGCGGAAAGCAGAAAGACGACCTGGTAGAAACCTGCATTCGGTTAAACACC
ACGCACGTTGCCATGCAGCGTACGAAGAAGGCCAAGAACGGCCGCCTGGTGACGGTATCCGAGGGTGAAGCCT
TGATTAGCCGCTACAAGATCGTAAAGAGCGAAACCGGGCGGCCGGAGTACATCGAGATCGAGCTAGCTGATTG
GATGTACCGCGAGATCACAGAAGGCAAGAACCCGGACGTGCTGACGGTTCACCCCGATTACTTTTTGATCGAT
CCCGGCATCGGCCGTTTTCTCTACCGCCTGGCACGCCGCGCCGCAGGCAAGGCAGAAGCCAGATGGTTGTTCA
AGACGATCTACGAACGCAGTGGCAGCGCCGGAGAGTTCAAGAAGTTCTGTTTCACCGTGCGCAAGCTGATCGG
GTCAAATGACCTGCCGGAGTACGATTTGAAGGAGGAGGCGGGGCAGGCTGGCCCGATCCTAGTCATGCGCTAC
CGCAACCTGATCGAGGGCGAAGCATCCGCCGGTTCCTAATGTACGGAGCAGATGCTAGGGCAAATTGCCCTAG
CAGGGGAAAAAGGTCGAAAAGGTCTCTTTCCTGTGGATAGCACGTACATTGGGAACCCAAAGCCGTACATTGG
GAACCGGAACCCGTACATTGGGAACCCAAAGCCGTACATTGGGAACCGGTCACACATGTAAGTGACTGATATA
AAAGAGAAAAAAGGCGATTTTTCCGCCTAAAACTCTTTAAAACTTATTAAAACTCTTAAAACCCGCCTGGCCT
GTGCATAACTGTCTGGCCAGCGCACAGCCGAAGAGCTGCAAAAAGCGCCTACCCTTCGGTCGCTGCGCTCCCT
ACGCCCCGCCGCTTCGCGTCGGCCTATCGCGGCCGCTGGCCGCTCAAAAATGGCTGGCCTACGGCCAGGCAAT
CTACCAGGGCGCGGACAAGCCGCGCCGTCGCCACTCGACCGCCGGCGCCCACATCAAGGCACCCTGCCTCGLG
CGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGG
ATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCA
GTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACC
ATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCT
CACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTA
TCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAA
AGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCA
GAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCT
GTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCT
CACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCA
GCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTG
GCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGC
CTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAG
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AGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATT
ACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAA
ACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATCATGATATATCTCCCAATTTGTGTAGGGCTTATTATGCACGCTTAAAA
ATAATAAAAGCAGACTTGACCTGATAGTTTGGCTGTGAGCAATTATGTGCTTAGTGCATCTAATCGCTTGAGT
TnACGCCGGCGAAGCGGCGTCGGCTTGAACGAATTTCTAGCTAGAGGATCGCACCAATAACTGCCTTAAAAAA
ATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATC
ACAAACGGCATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATT
GTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCAAAACTGGTGAAACTCACCCAGGGAT
TGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCAC
ATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCA
GTTTGCTCATGGAAAACGGTGTAACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCA
TACGGAACTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGCATAAAACTTGTGCTTATT
TTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGAC
TGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCT
CCATGATGTTTAACTTTGTTTTAGGGCGACTGCCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTCCATAACATCAAACA
TCGACCCACGGCGTAACGCGCTTGCTGCTTGGATGCCCCGAGGCATAGACTGTACCCCAAAAAAACATGTCATA
ACAAGAAGCCATGAAAACCGCCACTGCGCCGTTACCACCGCTGCGTTCGGTCAAGGTTCTGGACCAGTTGCGT
GACGGCAGTTACGCTACTTGCATTACAGCTTACGAACCGAACGAGGCTTATGTCCACTGGGTTCGTGCCCGAA
TTGATCACAGGCAGCAACGCTCTGTCATCGTTACAATCAACATGCTACCCTCCGCGAGATCATCCGTGTTTCA
AACCCGGCAGCTTAGTTGCCGTTCTTCCGAATAGCATCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGC
TCTCCCGCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCG
GGGAGCTGTTGGCTGGCTGG
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APENDICE 2. Seqiiéncia de nucleotideos do vetor pEGAD. Em destaque, as
sequéncias referentes a EGFP (verde), aos oligonucleotideos
iniciadores, 5A e EGAD, utilizados nas reacdes de PCR e RT-PCR
(rosa), aos sitios de corte das enzimas utilizadas na digestdo dos
vetores e do inserto (amarelo) e ao cDNA de PROPEP1 (cinza).

GGTTTACCCGCCAATATATCCTGTCAAACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCATG
AGCGGAGAATTAAGGGAGTCAGGCCTTAATTAAGAGCTCGCATGCCCTTTCAGAAAGAATGCTAACCCACAGA
TGGTTAGAGAGGCTTACGCAGCAGGTCTCATCAAGACGATCTACCCGAGCAATAATCTCCAGGAAATCAAATA
CCTTCCCAAGAAGGTTAAAGATGCAGTCAAAAGATTCAGGACTAACTGCATCAAGAACACAGAGAAAGATATA
TTTCTCAAGATCAGAAGTACTATTCCAGTATGGACGATTCAAGGCTTGCTTCACAAACCAAGGCAAGTAATAG
AGATTGGAGTCTCTAAAAAGGTAGTTCCCACTGAATCAAAGGCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCT
AACAGAACTCCCCGTAAAGACTGGCGAACAGTTCATACAGAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATC
TTCGTCAACATGGTGGAGCACGACACGCTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAA
GGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCA
CTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATC
GTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAG
ACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATC
CCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGAACACGGGGACTCTAG
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CAAGTCCEGAGCTGCGGCCGCTGCCGCTGCGGCAGCGGCCGAATTCATGGAGAAATCAGATAGACGAAGCGAA
GAAAGTCACCTATGGATTCCTCTTCAGTGCCTCGACCAAACCCTCAGAGCTATCTTGAAATGCCTTGGTCTTT
TTCATCAAGATTCTCCGACAACGTCCTCTCCCGGAACTTCGAAACAGCCGAAGGAGGAAAAAGAAGACGTTAC
CATGGAAAAGGAGGAGGTCGTTGTGACGAGTAGAGCCACAAAGGTCAAGGCAAAGCAAAGGGGGAAGGAGAAA
GTTAGCTCAGGCCGTCCTGGCCAACATAATTAGAAGCTTGGATCCACCGGATETACATAACTCATCTCEAGEA
GCTAGCTCGAATTTCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTC
TTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTT
ATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAG
CGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAATTAATTCGATAAGCTA
GAGATCCGTCAACATGGTGGAGCACGACACGCTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGAC
CAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCT
GTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGC
CATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAA
GAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCAC
AATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACAGACCTGCA
GGTCGATCCATGAGCCCAGAACGACGCCCGGCCGACATCCGCCGTGCCACCGAGGCGGACATGCCGGCGGTCT
GCACCATCGTCAACCACTACATCGAGACAAGCACGGTCAACTTCCGTACCGAGCCGCAGGAACCGCAGGAGTG
GACGGACGACCTCGTCCGTCTGCGGGAGCGCTATCCCTGGCTCGTCGCCGAGGTGGACGGCGAGGTCGCCGGE
ATCGCCTACGCGGGCCCCTGGAAGGCACGCAACGCCTACGACTGGACGGCCGAGTCGACCGTGTACGTCTCCC
CCCGCCACCAGCGGACGGGACTGGGCTCCACGCTCTACACCCACCTGCTGAAGTCCCTGGAGGCACAGGGCTT
CAAGAGCGTGGTCGCTGTCATCGGGCTGCCCAACGACCCGAGCGTGCGCATGCACGAGGCGCTCGGATATGCC
CCCCGCGGCATGCTGCGGGCGGCCGGCTTCAAGCACGGGAACTGGCATGACGTGGGTTTCTGGCAGCTGGACT
TCAGCCTGCCGGTACCGCCCCGTCCGGTCCTGCCCGTCACCGAGATCTGATCTCACGCGTCTAGGATCGACCT
GCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCA
TCTAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGT
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TTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGAT
AAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGCTTGATATCGAATTAATTCACTGGCCGTCGT
TTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCC
AGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGCCCGLT
CCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCC
CTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAG
TGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTG
TTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGG
AACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGC
CAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCCAGTACATTAAAAAC
GTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGCCACCAGCCAGCC
AACAGCTCCCCGACCGGCAGCTCGGCACAAAATCACCACTCGATACAGGCAGCCCATCAGTCCGGGACGGLGT
CAGCGGGAGAGCCGTTGTAAGGCGGCAGACTTTGCTCATGTTACCGATGCTATTCGGAAGAACGGCAACTAAG
CTGCCGGGTTTGAAACACGGATGATCTCGCGGAGGGTAGCATGTTGATTGTAACGATGACAGAGCGTTGCTGC
CTGTGATCAAATATCATCTCCCTCGCAGAGATCCGAATTATCAGCCTTCTTATTCATTTCTCGCTTAACCGTG
ACAGGCTGTCGATCTTGAGAACTATGCCGACATAATAGGAAATCGCTGGATAAAGCCGCTGAGGAAGCTGAGT
GGCGCTATTTCTTTAGAAGTGAACGTTGACGATATCAACTCCCCTATCCATTGCTCACCGAATGGTACAGGTC
GGGGACCCGAAGTTCCGACTGTCGGCCTGATGCATCCCCGGCTGATCGACCCCAGATCTGGGGCTGAGAAAGC
CCAGTAAGGAAACAACTGTAGGTTCGAGTCGCGAGATCCCCCGGAACCAAAGGAAGTAGGTTAAACCCGCTCC
GATCAGGCCGAGCCACGCCAGGCCGAGAACATTGGTTCCTGTAGGCATCGGGATTGGCGGATCAAACACTAAA
GCTACTGGAACGAGCAGAAGTCCTCCGGCCGCCAGTTGCCAGGCGGTAAAGGTGAGCAGAGGCACGGGAGGTT
GCCACTTGCGGGTCAGCACGGTTCCGAACGCCATGGAAACCGCCCCCGCCAGGCCCGCTGCGACGCCGACAGG
ATCTAGCGCTGCGTTTGGTGTCAACACCAACAGCGCCACGCCCGCAGTTCCGCAAATAGCCCCCAGGACCGCC
ATCAATCGTATCGGGCTACCTAGCAGAGCGGCAGAGATGAACACGACCATCAGCGGCTGCACAGCGCCTACCG
TCGCCGCGACCCCGCCCGGCAGGCGGTAGCCGAAATAAACAACAAGCTCCAGAATAGCGAAATATTAAGTGCG
CCGAGGATGAAGATGCGCATCCACCAGATTCCCGTTGGAATCTGTCGGACGATCATCACGAGCAATAAACCCG
CCGGCAACGCCCGCAGCAGCATACCGGCGACCCCTCGGCCTCGCTGTTCGGGCTCCACGAAAACGCCGGACAG
ATGCGCCTTGTGAGCGTCCTTGGGGCCGTCCTCCTGTTTGAAGACCGACAGCCCAATGATCTCGCCGTCGATG
TAGGCGCCGAATGCCACGGCATCTCGCAACCGTTCAGCGAACGCCTCCATGGGCTTTTTCTCCTCGTGCTCGT
AAACGGACCCGAACATCTCTGGAGCTTTCTTCAGGGCCGACAATCGGATCTCGCGGAAATCCTGCACGTCGGC
CGCTCCAAGCCGTCGAATCTGAGCCTTAATCACAATTGTCAATTTTAATCCTCTGTTTATCGGCAGTTCGTAG
AGCGCGCCGTGCGTCCCGAGCGATACTGAGCGAAGCAAGTGCGTCGAGCAGTGCCCGCTTGTTCCTGAAATGC
CAGTAAAGCGCTGGCTGCTGAACCCCCAGCCGGAACTGACCCCACAAGGCCCTAGCGTTTGCAATGCACCAGG
TCATCATTGACCCAGGCGTGTTCCACCAGGCCGCTGCCTCGCAACTCTTCGCAGGCTTCGCCGACCTGCTCGC
GCCACTTCTTCACGCGGGTGGAATCCGATCCGCACATGAGGCGGAAGGTTTCCAGCTTGAGCGGGTACGGCTC
CCGGTGCGAGCTGAAATAGTCGAACATCCGTCGGGCCGTCGGCGACAGCTTGCGGTACTTCTCCCATATGAAT
TTCGTGTAGTGGTCGCCAGCAAACAGCACGACGATTTCCTCGTCGATCAGGACCTGGCAACGGGACGTTTTCT
TGCCACGGTCCAGGACGCGGAAGCGGTGCAGCAGCGACACCGATTCCAGGTGCCCAACGCGGTCGGACGTGAA
GCCCATCGCCGTCGCCTGTAGGCGCGACAGGCATTCCTCGGCCTTCGTGTAATACCGGCCATTGATCGACCAG
CCCAGGTCCTGGCAAAGCTCGTAGAACGTGAAGGTGATCGGCTCGCCCATAGGGGTGCGCTTCGCGTACTCCA
ACACCTGCTGCCACACCAGTTCGTCATCGTCGGCCCGCAGCTCGACGCCGGTGTAGGTGATCTTCACGTCCTT
GTTGACGTGGAAAATGACCTTGTTTTGCAGCGCCTCGCGCGGGATTTTCTTGTTGCGCGTGGTGAACAGGGCA
GAGCGGGCCGTGTCGTTTGGCATCGCTCGCATCGTGTCCGGCCACGGCGCAATATCGAACAAGGAAAGCTGCA
TTTCCTTGATCTGCTGCTTCGTGTGTTTCAGCAACGCGGCCTGCTTGGCCTCGCTGACCTGTTTTGCCAGGTC
CTCGCCGGCGGTTTTTCGCTTCTTGGTCGTCATAGTTCCTCGCGTGTCGATGGTCATCGACTTCGCCAAACCT
GCCGCCTCCTGTTCGAGACGACGCGAACGCTCCACGGCGGCCGATGGCGCGGGCAGGGCAGGGGGAGCCAGTT
GCACGCTGTCGCGCTCGATCTTGGCCGTAGCTTGCTGGACCATCGAGCCGACGGACTGGAAGGTTTCGCGGGG
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CGCACGCATGACGGTGCGGCTTGCGATGGTTTCGGCATCCTCGGCGGAAAACCCCGCGTCGATCAGTTCTTGC
CTGTATGCCTTCCGGTCAAACGTCCGATTCATTCACCCTCCTTGCGGGATTGCCCCGACTCACGCCGGGGCAA
TGTGCCCTTATTCCTGATTTGACCCGCCTGGTGCCTTGGTGTCCAGATAATCCACCTTATCGGCAATGAAGTC
GGTCCCGTAGACCGTCTGGCCGTCCTTCTCGTACTTGGTATTCCGAATCTTGCCCTGCACGAATACCAGCGAC
CCCTTGCCCAAATACTTGCCGTGGGCCTCGGCCTGAGAGCCAAAACACTTGATGCGGAAGAAGTCGGTGCGCT
CCTGCTTGTCGCCGGCATCGTTGCGCCACATCTAGGTACTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTTTA
TTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACATACTGTTCTTCCCCGATATCCTC
CCTGATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAAG
CCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGTCGCCGTGGGAAAAGACAAGTTCCTCTT
CGGGCTTTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGATCTTTAAATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTC
GCAATCCACATCGGCCAGATCGTTATTCAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTA
TAGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATAATCTTTTCAG
GGCTTTGTTCATCTTCATACTCTTCCGAGCAAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCC
ATCATGCCGTTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCATGTCCTTTTCC
CGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAATATAGGTTTTCATTTTCTCCCA
CCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCCGTATCTTTTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGTTTTTT
CAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATTTATTATTTCCTTCCTCTTTTCTACAGTATTTAAAGATACCCC
AAGAAGCTAATTATAACAAGACGAACTCCAATTCACTGTTCCTTGCATTCTAAAACCTTAAATACCAGAAAAC
AGCTTTTTCAAAGTTGTTTTCAAAGTTGGCGTATAACATAGTATCGACGGAGCCGATTTTGAAACCACAATTA
TGGGTGATGCTGCCAACTTACTGATTTAGTGTATGATGGTGTTTTTGAGGTGCTCCAGTGGCTTCTGTGTCTA
TCAGCTGTCCCTCCTGTTCAGCTACTGACGGGGTGGTGCGTAACGGCAAAAGCACCGCCGGACATCAGCGCTA
TCTCTGCTCTCACTGCCGTAAAACATGGCAACTGCAGTTCACTTACACCGCTTCTCAACCCGGTACGCACCAG
AAAATCATTGATATGGCCATGAATGGCGTTGGATGCCGGGCAACAGCCCGCATTATGGGCGTTGGCCTCAACA
CGATTTTACGTCACTTAAAAAACTCAGGCCGCAGTCGGTAACCTCGCGCATACAGCCGGGCAGTGACGTCATC
GTCTGCGCGGAAATGGACGAACAGTGGGGCTATGTCGGGGCTAAATCGCGCCAGCGCTGGCTGTTTTACGCGT
ATGACAGTCTCCGGAAGACGGTTGTTGCGCACGTATTCGGTGAACGCACTATGGCGACGCTGGGGCGTCTTAT
GAGCCTGCTGTCACCCTTTGACGTGGTGATATGGATGACGGATGGCTGGCCGCTGTATGAATCCCGCCTGAAG
GGAAAGCTGCACGTAATCAGCAAGCGATATACGCAGCGAATTGAGCGGCATAACCTGAATCTGAGGCAGCACC
TGGCACGGCTGGGACGGAAGTCGCTGTCGTTCTCAAAATCGGTGGAGCTGCATGACAAAGTCATCGGGCATTA
TCTGAACATAAAACACTATCAATAAGTTGGAGTCATTACCCAATTATGATAGAATTTACAAGCTATAAGGTTA
TTGTCCTGGGTTTCAAGCATTAGTCCATGCAAGTTTTTATGCTTTGCCCATTCTATAGATATATTGATAAGCG
CGCTGCCTATGCCTTGCCCCCTGAAATCCTTACATACGGCGATATCTTCTATATAAAAGATATATTATCTTAT
CAGTATTGTCAATATATTCAAGGCAATCTGCCTCCTCATCCTCTTCATCCTCTTCGTCTTGGTAGCTTTTTAA
ATATGGCGCTTCATAGAGTAATTCTGTAAAGGTCCAATTCTCGTTTTCATACCTCGGTATAATCTTACCTATC
ACCTCAAATGGTTCGCTGGGTTTATCGCACCCCCGAACACGAGCACGGCACCCGCGACCACTATGCCAAGAAT
GCCCAAGGTAAAAATTGCCGGCCCCGCCATGAAGTCCGTGAATGCCCCGACGGCCGAAGTGAAGGGCAGGCCG
CCACCCAGGCCGCCGCCCTCACTGCCCGGCACCTGGTCGCTGAATGTCGATGCCAGCACCTGCGGCACGTCAA
TGCTTCCGGGCGTCGCGCTCGGGCTGATCGCCCATCCCGTTACTGCCCCGATCCCGGCAATGGCAAGGACTGC
CAGCGCTGCCATTTTTGGGGTGAGGCCGTTCGCGGCCGAGGGGCGCAGCCCCTGGGGGGATGGGAGGCCCGLEG
TTAGCGGGCCGGGAGGGTTCGAGAAGGGGGGGCACCCCCCTTCGGCGTGCGCGGTCACGCGCACAGGGCGCAG
CCCTGGTTAAAAACAAGGTTTATAAATATTGGTTTAAAAGCAGGTTAAAAGACAGGTTAGCGGTGGCCGAAAA
ACGGGCGGAAACCCTTGCAAATGCTGGATTTTCTGCCTGTGGACAGCCCCTCAAATGTCAATAGGTGCGCCCC
TCATCTGTCAGCACTCTGCCCCTCAAGTGTCAAGGATCGCGCCCCTCATCTGTCAGTAGTCGCGCCCCTCAAG
TGTCAATACCGCAGGGCACTTATCCCCAGGCTTGTCCACATCATCTGTGGGAAACTCGCGTAAAATCAGGCGT
TTTCGCCGATTTGCGAGGCTGGCCAGCTCCACGTCGCCGGCCGAAATCGAGCCTGCCCCTCATCTGTCAACGC
CGCGCCGGGTGAGTCGGCCCCTCAAGTGTCAACGTCCGCCCCTCATCTGTCAGTGAGGGCCAAGTTTTCCGCG
AGGTATCCACAACGCCGGCGGCCGCGGTGTCTCGCACACGGCTTCGACGGCGTTTCTGGCGCGTTTGCAGGGC
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destaque, as sequéncias referentes a EGFP (verde),
aos oligonucleotideos iniciadores, 5A e EGAD,
utilizados nas reagdes de PCR e RT-PCR (rosa),
aos sitios de corte das enzimas utilizadas na
digestdo dos vetores e do inserto (amarelo) e ao
cDNA de PROPEP1 (cinza).

CATAGACGGCCGCCAGCCCAGCGGCGAGGGCAACCAGCCCGGTGAGCGTCGCAAAGGCGCTCGGTCTTGCCTT
GCTCGTCGGTGATGTACTTCACCAGCTCCGCGAAGTCGCTCTTCTTGATGGAGCGCATGGGGACGTGCTTGGC
AATCACGCGCACCCCCCGGCCGTTTTAGCGGCTAAAAAAGTCATGGCTCTGCCCTCGGGCGGACCACGCCCAT
CATGACCTTGCCAAGCTCGTCCTGCTTCTCTTCGATCTTCGCCAGCAGGGCGAGGATCGTGGCATCACCGAAC
CGCGCCGTGCGCGGGTCGTCGGTGAGCCAGAGTTTCAGCAGGCCGCCCAGGCGGCCCAGGTCGCCATTGATGC
GGGCCAGCTCGCGGACGTGCTCATAGTCCACGACGCCCGTGATTTTGTAGCCCTGGCCGACGGCCAGCAGGTA
GGCCGACAGGCTCATGCCGGCCGCCGCCGCCTTTTCCTCAATCGCTCTTCGTTCGTCTGGAAGGCAGTACACC
TTGATAGGTGGGCTGCCCTTCCTGGTTGGCTTGGTTTCATCAGCCATCCGCTTGCCCTCATCTGTTACGCCGG
CGGTAGCCGGCCAGCCTCGCAGAGCAGGATTCCCGTTGAGCACCGCCAGGTGCGAATAAGGGACAGTGAAGAA
GGAACACCCGCTCGCGGGTGGGCCTACTTCACCTATCCTGCCCGGCTGACGCCGTTGGATACACCAAGGAAAG
TCTACACGAACCCTTTGGCAAAATCCTGTATATCGTGCGAAAAAGGATGGATATACCGAAAAAATCGCTATAA
TGACCCCGAAGCAGGGTTATGCAGCGGAAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGG
TAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCC
TGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAA
AACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGAC
CGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCAGAAGGCCGCCAGAGAGGCCGAGCGCGGCCET
GAGGCTTGGACGCTAGGGCAGGGCATGAAAAAGCCCGTAGCGGGCTGCTACGGGCGTCTGACGCGGTGGAAAG
GGGGAGGGGATGTTGTCTACATGGCTCTGCTGTAGTGAGTGGGTTGCGCTCCGGCAGCGGTCCTGATCAATCG
TCACCCTTTCTCGGTCCTTCAACGTTCCTGACAACGAGCCTCCTTTTCGCCAATCCATCGACAATCACCGCGA
GTCCCTGCTCGAACGCTGCGTCCGGACCGGCTTCGTCGAAGGCGTCTATCGCGGCCCGCAACAGCGGCGAGAG
CGGAGCCTGTTCAACGGTGCCGCCGCGCTCGCCGGCATCGCTGTCGCCGGCCTGCTCCTCAAGCACGGCCCCA
ACAGTGAAGTAGCTGATTGTCATCAGCGCATTGACGGCGTCCCCGGCCGAAAAACCCGCCTCGCAGAGGAAGC
GAAGCTGCGCGTCGGCCGTTTCCATCTGCGGTGCGCCCGGTCGCGTGCCGGCATGGATGCGCGCGCCATCGCG
GTAGGCGAGCAGCGCCTGCCTGAAGCTGCGGGCATTCCCGATCAGAAATGAGCGCCAGTCGTCGTCGGCTCTC
GGCACCGAATGCGTATGATTCTCCGCCAGCATGGCTTCGGCCAGTGCGTCGAGCAGCGCCCGCTTGTTCCTGA
AGTGCCAGTAAAGCGCCGGCTGCTGAACCCCCAACCGTTCCGCCAGTTTGCGTGTCGTCAGACCGTCTACGCC
GACCTCGTTCAACAGGTCCAGGGCGGCACGGATCACTGTATTCGGCTGCAACTTTGTCATGCTTGACACTTTA
TCACTGATAAACATAATATGTCCACCAACTTATCAGTGATAAAGAATCCGCGCGTTCAATCGGACCAGCGGAG
GCTGGTCCGGAGGCCAGACGTGAAACCCAACATACCCCTGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCGCTCGACGCT
GTCGGCATCGGCCTGATTATGCCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCTGGTTCACTCGAACGACGTCACCG
CCCACTATGGCATTCTGCTGGCGCTGTATGCGTTGGTGCAATTTGCCTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGTC
GGATCGTTTCGGGCGGCGGCCAATCTTGCTCGTCTCGCTGGCCGGCGCCAGATCTGGGGAACCCTGTGGTTGG
CATGCACATACAAATGGACGAACGGATAAACCTTTTCACGCCCTTTTAAATATCCGATTATTCTAATAAACGC
TCTTTTCTCTTA
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APENDICE 3. Seqiiéncia de nucleotideos do gene codificante do peptideo
AtPep1, PROPEP1 e dos plasmideos pEGAD e pGSA, obtidos
pelo sequenciamento.

Clone Sequéncia (5’ - 37)

PROPEP1 ATGGAGAAATCAGATAGACGAAGCGAAGAAAGTCACCTATGGATTCCTCTTCAGTGCCTCGA
CCAAACCCTCAGAGCTATCTTGAAATGCCTTGGTCTTTTTCATCAAGATTCTCCGACAACGT
CCTCTCCCGGAACTTCGAAACAGCCGAAGGAGGAAAAAGAAGACGTTACCATGGAAAAGGAG
GAGGTCGTTGTGACGAGTAGAGCCACAAAGGTCAAGGCAAAGCAAAGGGGGAAGGAGAAAGT
TAGCTCAGGCCGTCCTGGCCAACATAATTAG

pEGAD CTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCCGGAGCTGCGGCCGCTGCCGCTGCGGCAGCGCCGAA
TTCCCCGGGCTCGAGAAGCTTGGATCCACCGGATCTAGATAACTGATCTCGAGGA

pGSA ATCTCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAA
GAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGACATCTCCACTGACGTAAG
GGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTC
ATTTGGAGAGGACACGCTCGAGTATAAGAGCTCATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAA
ACAACAAACAACATTACAATTACATTTACAATTACCATGGCGCGCCACTAGTCCCTAGAGTC
CTGCTTTAATGAGATATGCGAGACGCCTATGATCGCATGATATTTGCTTTCAATTCTGTTGT
GCACGTTGTAAAAAACCTGAGCATGTGTAGCTCAGATCCTTACCGCC



APENDICE 4. Resumo dos dados obtidos da expressdo relativa de PROPEP1.Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrdo (DP), obtidos da
amplificagdo em tempo real dos mRNAs de PROPEP1 e Gapdh, das plantas transformadas T2 n&o inoculadas ou inoculadas com
P. graminicola (isolado 12) e P. deliense (isolado 17) e expressao dos diferentes eventos de transformacéo.

AMOSTRAS QUANTIFICACAO RELATIVA
PROPEP1 Gapdh

Ct Média DP Ct Média DP ACt? s* AACt® Expressao °
pEGAD-AtPep03-C 13,8456 17,4383
pEGAD-AtPep03-C 13,9473 13,8542 0,0892 17,4900 17,4641 0,0365 -3,6100 + 0,0964 -10,3094 1.268,8889
PEGAD-AtPep03-C 13,7696 -
pEGAD-AtPep03-12 16,2546 21,0033
pEGAD-AtPep03-12 16,1604 16,2108 0,0474 20,8272 20,8952 0,0946 - 4,6845 + 0,1059 -11,3838 2.672,2390
pEGAD-AtPep03-12 16,2173 20,8552
pEGAD-AtPep03-17 10,5592 16,0729
pEGAD-AtPep03-17 10,6619 10,6951 0,1552 15,9525 16,0260 0,0644 - 5,3309 +0,1681 -12,0302 4.182,7421
pEGAD-AtPep03-17 10,8643 16,0526
pEGAD-AtPep04-C 16,3740 18,3821
pEGAD-AtPep04-C 16,5351 16,5503 0,1844 18,5854 18,5627 0,1704 -2,0125 +0,2511 -8,7118 419,2983
pEGAD-AtPep04-C 16,7418 18,7208
pEGAD-AtPep04-12 19,4635 21,7249
pEGAD-AtPep04-12 19,2801 19,3485 0,1002 21,5697 21,5260 0,2238 -2,1776 10,2453 - 8,8770 470,1465
pEGAD-AtPep04-12 19,3018 21,2836
PEGAD-AtPep04-17 16,8383 19,0000
pEGAD-AtPep04-17 16,7027 16,7123 0,1215 18,8011 18,8780 0,1068 -2,1657 +0,1618 - 8,8651 466,2845
pEGAD-AtPep04-17 16,7027 18,8328
pEGADO02-C 23,6257 16,9363
pEGADO02-C 23,3469 23,6338 0,2910 16,8641 16,9344 0,0694 6,6994 +0,2992 0,0000 1,0000
pEGADO02-C 23,9288 17,0029
pEGADO02-12 24,0000 18,1855
pEGADO02-12 24,1373 24,0687 0,0971 18,1850 18,2347 0,0857 5,8339 10,1295 -0,8655 1,8219
pEGADO02-12 - 18,3337
pEGADO02-17 22,6599 15,3900
pEGADO02-17 23,6594 23,1597 0,7068 15,2380 15,3140 0,1074 7,8457 +0,7149 1,1463 0,4518

a- ACt = y de PROPEP1 — p de Gapdh, b- AACt = ACt dos diferentes eventos de transformacao - ACt de pEGADO02-C, c- Aumento da expressdo de PROPEP1

relativo ao calibrador

2 -AACt

, 8* (desvio padrao) = VSapep1 > + S Gapan - (Livak & Schmittgen, 2001)
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APENDICE 5. Resumo dos dados obtidos da expressao relativa de PDF1.2. Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrdo (DP), obtidos da amplificacdo
em tempo real dos mRNAs de PDF1.2 e Gapdh, das plantas transformadas T2 n&o inoculadas ou inoculadas com P. graminicola

(isolado 12) e P. deliense (isolado 17) e expressao dos diferentes eventos de transformacao.

AMOSTRAS QUANTIFICACAO RELATIVA
PDF1.2 Gapdh

Ct Média DP Ct Média DP ACt?® s* AACtP® Expressao °
pEGAD-AtPep03-C 31,5441 18,1944
pEGAD-AtPep03-C 31,1645 31,3543 0,2684 18,3425 18,3265 0,1248 13,0278 +0,2960 3,0135 0,1238
pEGAD-AtPep03-C 18,4425
pEGAD-AtPep03-12 30,0678 21,3679
pEGAD-AtPep03-12 31,2605 30,7783 0,6283 21,4412 21,3538 0,0953 9,4245 + 0,6355 -0,5898 1,5050
pEGAD-AtPep03-12 31,0066 21,2522
pEGAD-AtPep03-17 17,0236 17,654
pEGAD-AtPep03-17 16,8521 16,9524 0,0894 17,7272 17,6525 0,0755 -0,7001 +0,1170 -10,7144 1.680,1799
pEGAD-AtPep03-17 16,9815 17,5763
pEGAD-AtPep04-C 30,3284 19,0439
pEGAD-AtPep04-C 30,1621 30,1292 0,2176 18,9694 19,0362 0,0633 11,0930 + 0,2266 1,0787 0,4735
pEGAD-AtPep04-C 29,897 19,0952
pEGAD-AtPep04-12 27,956 22,0762
pEGAD-AtPep04-12 27,683 27,8195 0,1930 22,0524 22,0869 0,0409 5,7326 +0,1973 -4,2817 19,4496
pEGAD-AtPep04-12 22,132
pEGAD-AtPep04-17 24 20
pEGAD-AtPep04-17 25,3167 24,6584 0,9310 19,8413 19,8722 0,1155 4,7861 +0,9382 -5,2282 37,4835
pEGAD-AtPep04-17 19,7754
pEGADO02-C 27,8506 17,5848
pEGADO02-C 27,5498 27,6433 0,1798 17,7046 17,6290 0,2119 10,0143 +0,1915 0,0000 1,0000
pEGAD02-C 27,5295 17,5976
pEGADO02-12 25,1386 19,2744
pEGADO02-12 25,1747 25,1903 0,0611 19,3602 19,3323 0,1248 5,8580 +0,0791 -4,1563 17,8312
pEGADO02-12 25,2577 19,3625
pEGADO02-17 27,7972 16,105
pEGADO02-17 27,6566 16,5015
pEGAD02-17 27,5653 27,6730 0,1168 16,4328 16,3464 0,0953 11,3266 +0,2420 1,3123 0,4027

a- ACt = y de PDF1.2— p de Gapdh, b- AACt = ACt dos diferentes eventos de transformagéo - ACt de pEGADO02-C, c- Aumento da expressao de PDF1.2 relativo ao

calibrador 2 ¢!,

s* (desvio padrao) = \/sAtpem +s Gapdh 2 (Livak & Schmittgen, 2001)
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