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RESUMO

O NO é uma molécula sinalizadora versatil muito importante em diversos processos em
plantas. Uma de suas principais atuacdes é na sinalizacao celular durante o processo
de defesa contra o ataque de patdgenos. Plantas de Arabidopsis thaliana do gendtipo
mutante nial nia2, deficientes para os dois genes estruturais que codificam para a
enzima nitrato redutase (NR), sdo susceptiveis a bactéria Pseudomonas syringae. Foi
sugerido que a resposta de defesa prejudicada no mutante NR-deficiente seria
resultante de seus reduzidos niveis de NO, quando comparados aqueles do gendétipo
selvagem. Em um trabalho recente de nosso grupo, empregando microarranjo de DNA,
foi observado que a fumigacdo com gas NO no mutante nia? nia2 foi capaz de modular
diversos genes relacionados a defesa, alguns dos quais nao previamente
documentados como responsivos a esse radical. Neste trabalho se analisou por PCR
em tempo real o efeito do gas NO na expressédo de genes relacionados a defesa em
plantas selvagem e no mutante nial nia2 infectados com uma linhagem avirulenta da
bactéria P. syringae. Genes de defesa, como PR1, foram induzidos pela bactéria e a
expressao destes foi maior no gendtipo selvagem quando comparado ao nial nia2, o
que é consistente com a susceptibilidade do mutante. A fumigagdo com NO também
modulou genes relacionados a biossintese de lignina (CAD1) e a sinalizacao de auxina
(TIR1, ILL1, GH3) e etileno (ACCS?7). Andlises de quantificagdo de lignina mostraram
uma pequena reducao desse composto no genotipo mutante em relacdo ao selvagem,
além de uma diferenca em sua composi¢cdo. Ademais, a fumigagcdo com NO atenuou a
expressdao de PR1 e outros genes relacionados a via do acido salicilico em plantas
inoculadas e preveniu o crescimento bacteriano em folhas nia1 nia2. Ja foi demonstrado
que a inoculacdo do patégeno no mutante induz uma baixa producdo de NO e no
presente trabalho observou-se uma alta producao de H>O, comparado ao selvagem. O
H2O- potencializou o efeito microbicida do NO fumigado na suspensao de bactéria. Os
resultados sugerem que um efeito microbicida direto do NO, em conjunto com H>Oo,
pode resultar na atenuagdo da resposta de defesa na planta, reduzindo o gasto de
energia associado a transcricao de genes relacionados a defesa.
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ABSTRACT

NO is an important signaling and versatile molecule which plays important roles in many
processes in plants. One of its main actions is in cell signaling during defense response
against pathogen attack. Arabidopsis thaliana plants of the nial nia2 mutant genotype,
deficient in the two structural genes encoding for the enzyme nitrate reductase (NR), are
susceptible to the avirulent bacteria Pseudomonas syringae. It has been suggested that
the impaired defense response in the NR-deficient mutant would result from their low
NO levels when compared to those of the wild type. Indeed, in a recent study from our
group, it was observed through a DNA microarray that fumigation of nia7 nia2 mutant
with NO gas was able to modulate many genes related to defense, some of which not
previously documented as responsive to this radical. In this work we analyzed by real-
time PCR the effect of NO gas on the expression of genes related to defense in the wild
type and nial nia2 mutant infected with an avirulent strain of Pseudomonas syringae.
Defense genes such as PR1 were induced by the bacteria and its expression was higher
in wild type when compared to nial nia2, which is consistent with the susceptibility of the
mutant. NO fumigation also modulated genes related to the biosynthesis of lignin
(CAD1) and the auxin (Tir1, ILL1, GH3) and ethylene pathways (ACCS?7). Analysis of
lignin showed a reduction of this compound in the mutant genotype compared to wild
type, and a difference in its composition. In addition, fumigation with NO attenuated the
expression of PR1 and other genes related to salicylic acid signaling in infected plants
and prevented bacterial growth in nial nia2 leaves. Furthermore, pathogen infection is
known to induce a low production of NO in nial nia2 and here we also observed that
there is a higher production of H>O, in the mutant compared to the wild type. H.O»
potentiated the microbicidal effect of NO fumigated in bacterial suspensions. The results
suggest that a direct microbicidal effect of NO, together with H>O», may result in
attenuation of the defense response in the plant, reducing energy expenditure
associated with the transcription of genes related to defense.
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1 INTRODUCAO
1.1 A resposta de defesa nas plantas

As plantas desenvolveram complexos mecanismos de defesa para responderem
ao ataque dos diversos tipos de patégenos. Diferentemente dos animais, as plantas néo
possuem um sistema circulatério com células de defesa especializadas na produgéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), como os macréfagos, e células de memaria, como
os linfocitos. Contudo no decorrer do processo evolutivo surgiram mecanismos de
imunidade nas plantas que incluem o aumento da producdo de ROS e 6xido nitrico
(NO) em resposta ao ataque de patdégenos e o estabelecimento de resisténcia sistémica
adquirida (SAR), mediada pelo acido salicilico (SA), que imuniza a planta, de um modo
geral, contra uma nova infecgédo. As plantas também contam com uma ampla variedade
de mecanismos de defesa induzidos, tal como a modulagdo da expressdo de genes
relacionados a defesa, a producao de compostos com atividade antimicrobiana como
fitoalexinas, além de mecanismos nao induzidos, como a protecao de barreiras fisicas e
quimicas pré-formadas (van Loon et al. 2006b).

Toda planta é dotada do aparato molecular necessario para conter um patégeno
em potencial. Para que estas respostas sejam desencadeadas € necessario o
reconhecimento do patdgeno pela planta, a qual possui receptores especificos que
podem ser divididos em dois tipos. O primeiro mecanismo de reconhecimento funciona
através de receptores de reconhecimento transmembrana (PRRs) que identificam
organismos microbianos e padrées moleculares microbianos (MAMPs ou PAMPSs)
(Boller and He 2009), como a flagelina, por exemplo, comum a mais de uma espécie de
patdgeno. Esse reconhecimento leva a mecanismos de reconhecimento basal. Alguns
patdgenos, por sua vez, evoluiram no sentido de driblar esse reconhecimento da planta
e desenvolveram um sistema para ejetar proteinas efetoras diretamente no interior da
célula vegetal (Jones and Dangl 2006). Na resposta de defesa de A. thaliana a bactéria
P. syringae a proteina efetora mais estudada e conhecida é a AvrRpt2. Essa proteina
uma vez dentro da célula é capaz de suprimir as defesas basais do hospedeiro e alterar

seu metabolismo em beneficio do patégeno, o que evolui para o desenvolvimento da



doenca e a susceptibilidade da planta. Contudo, algumas plantas coevoluiram de modo
a expressar receptores celulares internos capazes de reconhecer essas proteinas
efetoras provindas do patégeno. Assim, ocorre 0 segundo tipo de reconhecimento do
patdbgeno por parte da planta, a qual € capaz de desencadear seus mecanismos de
defesa e se tornar resistente. A partir de entdo a célula hospedeira desencadeia uma
cascata de transducao de sinais que resulta na modulagdo da transcricao génica que
aciona mecanismos de defesa (Kunkel et al. 1993). Esse tipo de interacdo € o que
podemos chamar de uma interagdo incompativel entre planta e patégeno. Quando a
proteina efetora da bactéria ou o gene de resisténcia da planta faltarem havera uma
interacdo compativel na qual ocorrera o desenvolvimento da doenca (Kazan and
Manners 2009). Um exemplo de genes, cuja expressao € induzida apds esse tipo de
reconhecimento, sdo 0s genes relacionados a patogénese (PRs). A sintese de
proteinas PRs é responsavel pela rapida ativacdo da resposta de defesa. Atualmente,
sao conhecidas 17 familias de proteinas PRs (PR-1 a PR-17) que sao expressas em
resposta a patdégenos. A expressao dos diferentes genes PR e de membros de cada
familia PR é dependente do sinal indutor da resposta de defesa (Van Loon et al. 2006).
Dentre as proteinas sintetizadas estdo algumas quitinases, peroxidases e pB-glucanases
(De Wit 2007).

Apés o reconhecimento do patdégeno em potencial, uma série de mecanismos de
defesa é disparada, tais como a mudanca no estado redox da célula (Lamb and Dixon
1997). Ocorre o aumento de NO e ROS paralelamente que levam ao desenvolvimento
da Resposta Hipersensitiva (HR). Essa resposta consiste na morte celular programada
de células vegetais no local da infeccado de modo a conter a progressao do patégeno
(Mur et al. 2008). Sabe-se que as NADPH oxidases sao responsaveis pela producao de
ROS no apoplasto durante a resposta de defesa. A produgdo de ROS também pode
resultar do desacoplamento mitocondrial e da inibicdo da fotossintese. Ainda, algumas
peroxidases externas e de parede também contribuem para o “burst” oxidativo durante
a resposta de defesa (revisado por Yun et al. 2012). Por sua vez os mecanismos de
producédo de NO durante a resposta de defesa sdo ainda controversos (Loake 2001;
Hong et al. 2008), conforme sera discutido adiante.



Alguns produtos do metabolismo secundario também sdo importantes na defesa
das plantas como as fitoalexinas, moléculas de baixo peso molecular com acéao
antimicrobiana (Ahuja et al. 2012) e a lignina que constitui uma barreira fisica resistente
que pode conter a entrada do patégeno (Vorwerk et al. 2004). A lignina, assim como
véarias fitoalexinas, € um importante produto da via dos fenilpropandides que tem a
fenilalanina aménia liase (PAL) como a primeira enzima atuante da via de sintese
(Besseau et al. 2007).

Os hormbnios vegetais também sdo componentes fundamentais no
estabelecimento das vias de sinalizacdo de defesa em resposta a varios estresses
bidticos e abidticos (Bari and Jones 2009; Robert-Seilaniantz et al. 2011) e vém sendo
descritas mudancgas nos niveis de varios fitorménios em resposta a infeccdo da planta
com diversos patogenos (Adie et al. 2007; Robert-Seilaniantz et al. 2007).

O acumulo de acido salicilico (SA) leva a resisténcia contra patégenos biotréficos
ou hemibiotréficos. A inducao basal de resisténcia no local da infec¢do também pode se
estender para tecidos da planta distantes da regido de invasao do patégeno, de modo a
prevenir uma futura infecgcdo (SAR) e esse processo é mediado por SA (Ryals et al.
1996).

Além do SA, o acido jasménico (JA) e etileno também sdo conhecidos como
horménios de defesa, além de atuar em uma série de processos do desenvolvimento.
Outros horménios tais quais giberelinas, auxinas e brassinosterdides, comumente
reconhecidos como ‘reguladores de crescimento”, também atuam no processo de
defesa da planta (Yamada 1993; Robert-Seilaniantz et al. 2007; Navarro et al. 2008). Ja
se mostrou, por exemplo, que a inibicdo da via de sinalizagdo da auxina pode aumentar
a resisténcia de A. thaliana contra P. syringae (Navarro et al. 2006). De fato, as vias da
auxina e do SA atuam de forma antagdnica durante a defesa da planta (Kazan and
Manners 2009). O SA causa uma repressao global de genes relacionados a auxina,
incluindo o gene receptor TIR1, resultando na estabilizagdo de proteinas do repressor
Aux/IAA e inibicdo da via de sinalizagcdo da auxina como sendo uma parte do
mecanismo de resisténcia mediado por SA (Wang et al. 2007).

Em resumo, a inducdo de resisténcia € um mecanismo basal de defesa

constituida pela percepcao do patégeno e producdo de efetores acionados pelo



hospedeiro em resposta a invasdo. O desenvolvimento da resisténcia ou o
estabelecimento da doenga dependem da eficiéncia no reconhecimento e inducdo das
respostas de defesa pelo hospedeiro contra o microrganismo invasor (Ryals et al. 1996;
Durrant and Dong 2004; Spoel and Dong 2012). A célula vegetal é totalmente
reprogramada durante a infeccdo para priorizar sua defesa ao invés de seu
funcionamento normal. A andlise da variacdo da expressdao génica em plantas
resistentes e susceptiveis durante o processo de defesa consiste em uma ferramenta
que pode ser utilizada para melhor compreender 0s mecanismos moleculares

envolvidos na resposta de defesa das plantas.

1.2 NO como uma molécula sinalizadora

O NO é um radical livre gasoso envolvido em uma vasta série de processos
bioldgicos em varios organismos. Sua acadao como molécula sinalizadora foi
primeiramente demonstrada em mamiferos como um fator de relaxamento de células
musculares com os trabalhos de Furchgott, Murad e Ignarro (Arnold et al. 1977;
Furchgott and Zawadzki 1980; Ignarro et al. 1987). Posteriormente os trabalhos nessa
aérea foram intensificados e o papel dessa molécula como sinalizadora foi constatado
em inimeros outros processos fisiolégicos como o controle da pressdo sanguinea, a
contracdo muscular, a atividade neuronal e a resposta imune (revisado por Gao 2010).
Também foi demonstrado que o NO esta envolvido em iniUmeros processos da fisiologia
vegetal, tais quais: a germinacdo de sementes, o crescimento de raizes, a expansao
foliar, o movimento estomatico, a floragdo, o crescimento do tubo polinico e a
senescéncia foliar (revisado por Lamattina et al. 2003; del Rio et al. 2004; Wilson et al.
2008). Além do seu papel fundamental em vias de transdug¢do de sinais durante o
crescimento e desenvolvimento vegetal, o NO também atua na resposta contra
estresses bidticos e abibticos entre eles a resposta a estresses mecanicos, a protecao
contra a radiagao ultravioleta, a aclimatagao ao frio e a defesa ao ataque de patbégenos
(revisado por Mur et al. 2006; Qiao and Fan 2008).

Essas multiplas agdes do NO nos organismos vivos se devem as suas

propriedades fisico-quimicas que o tornam uma molécula bastante flexivel capaz de



atuar em diferentes sistemas biolégicos. O NO é um radical livre gasoso sem carga
elétrica, com uma meia-vida relativamente longa (aproximadamente 5 s) se comparada
a de outros radicais (Stamler et al. 1992). Como uma das menores moléculas
diatbmicas, ele é altamente difusivel e capaz de migrar facilmente por compartimentos
hidrofébicos e hidrofilicos das células como as membranas e o citossol (Stamler et al.
1992).

Um dos principais mecanismos responsaveis por essas agbes do NO é a
modificacdo pds traducional de proteinas (revisado por Leitner et al. 2009). Essas
modificagdes incluem a formacdo de complexos nitrosil com metais de transicao
(Cooper 1999), a nitrosilacdo de residuos de cisteina (Spoel and Loake 2011) e a
nitracdo de residuos de tirosina (Cecconi et al. 2009), as quais podem levar a uma
regulacdo da atividade protéica. Isso ocorre, por exemplo, com a enzima guanilato
ciclase, em que a nitrosilacdo de seu grupamento heme estimula a producdo de GMP
ciclico, um importante mensageiro secundario em diversos tipos celulares (Stamler
1994; Durner et al. 1998).

O NO, além de realizar modificagbes pos traducionais que regulam a atividade
protéica, também participa da regulacdo da expressao génica. Isso é possivel porque a
nitrosilacdo modifica proteinas diretamente relacionadas com controle da expressao
génica, como os fatores de transcricdo. Conforme demonstrado por andlises
transcriptbmicas em larga escala, o NO é capaz de modular a expressdao de genes
relacionados a transducdo de sinal, a resposta a estresses, o transporte celular e o
metabolismo basico (Parani et al. 2004; Ferrarini et al. 2008; Palmieri et al. 2008).

Ao atuar no controle da expressdo génica ou da atividade de proteinas, o NO
atua como intermediario ou efetor na via de transducgéo de sinal de diversos hormdnios
vegetais (revisado por Lamattina et al. 2003). Em trabalho pioneiro realizado por nosso
laboratorio (Gouvéa et al. 1997), foi proposta a participacdo do NO na via de sinalizagéo
da auxina durante a indugao do crescimento de segmentos de raizes de milho. O NO
também foi demonstrado como sendo um intermediario no fechamento estomético
induzido por acido abscisico (Desikan et al. 2002) e nas respostas as citocininas (Tun et
al. 2008). Por outro lado, o NO parece ter um efeito negativo sobre a via de sinalizagéo
do etileno, inibindo a sintese desse hormbnio durante a maturagcao do fruto (Leshem et



al. 1998). Essa incrivel habilidade do NO em interagir de diferentes maneiras com alvos
distintos na célula pode explicar os papéis multiplos desse radical em sistemas
biol6gicos. Por essa razado, o interesse no estudo do NO como uma molécula
sinalizadora em plantas tem aumentado exponencialmente nos ultimos anos, trazendo

novas perspectivas a diversos aspectos da (pato)fisiologia e do metabolismo vegetal.

1.3 Fungéo do NO na resposta de defesa

Além dos horménios vegetais outras moléculas tém papel importante na defesa
das plantas. O NO, por exemplo, tem como uma de suas principais fun¢cdées em vegetais
desempenhar papel sinalizador durante a resposta de defesa ao ataque de diversos
tipos de patdgenos. Alguns trabalhos observaram que a reducéo dos niveis de NO in
planta, obtida por diversas estratégias, leva a uma resposta de defesa deficiente
(Zeidler et al. 2004; Zeier et al. 2004; Boccara et al. 2005; Modolo et al. 2006). Esses
trabalhos sugeriram o envolvimento do NO nas vias de sinalizagcdo da resisténcia
vegetal ao ataque patogénico.

O éxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) tém papel essencial na
imunidade inata da planta por atuarem na inducéo da resposta hipersensitiva da planta
(HR). Foi mostrado que somente o NO ou HyO; individualmente ndo induzem morte
celular, mas que a acao conjunta dessas duas moléculas é fundamental para inducao
da resposta (Delledonne et al. 1998) e que uma producgao balanceada de NO e H»>0, é
fundamental para a indugao da morte celular na HR (Delledonne et al. 2001).

O NO pode atuar também regulando a expressao de diversos genes envolvidos
na resposta de resisténcia vegetal contra patégenos (Delledonne et al. 1998; Durner et
al. 1998; Parani et al. 2004; Zeier et al. 2004; Ferrarini et al. 2008). Dentre os genes
induzidos por NO, encontram-se aqueles que codificam isoformas da fenilalanina
amoénia liase (PAL) e chalcona sintase (CHS), enzimas chave da via de sintese dos
fenilpropandides (Delledonne et al. 1998; Zeier et al. 2004). Contudo, 0os mecanismos
de regulacao dessas moléculas e suas funcdes na resposta de defesa da planta nao
estdo ainda totalmente esclarecidos. Alguns trabalhos vém mostrando que a via de

sinalizacao de NO e ROS compreende modificacdes pos-traducionais em residuos de



cisteina de proteinas (Sokolovski and Blatt 2004; Feechan et al. 2005; Tada et al. 2008;
Yun et al. 2011). Dentre as modificacbes destacam-se a formacgéao de pontes dissulfeto,
S-nitrosilacdo (ligacdo covalente com o Oxido nitrico) e S-glutationilacdo (ligacdo
dissulfeto da glutationa) (Kim et al. 2002). Dessa forma os fatores de transcricdo
conseguem perceber mudancas no estado de oxidacao da célula e ativam a transcricao
de genes, como no caso da resposta de defesa em que os niveis de ROS e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) sdo aumentados (Spoel et al. 2010).

Um exemplo de como o estado redox pode controlar a transcricdo de genes
baseado na modificacdo de cisteinas é no caso das PRs (Figura 1). O oligbmero NPR1
(non expressor pathogenesis related), na auséncia de SA, se encontra normalmente no
estado polimerizado no citoplasma da célula. O SA provoca uma mudang¢a no estado
redox da célula (Mou et al. 2003) e os oligbmeros séo liberados no citoplasma que por
sua vez atingem o nucleo e interagem com fatores de transcricao TGA responsaveis por
reprimir a transcricdo de genes, induzindo assim a expressao das proteinas PRs (Fan
and Dong 2002). Recentemente, foi demonstrado que a S-nitrosilagdo de NPR1 na
Cys156 facilita a oligomerizacdo mediada por pontes dissulfeto, enquanto que a
tioredoxina (TRX) promove a reducdao das pontes S-S liberando os mondémeros de
NPR1 e ambas, a oligomerizacao facilitada por SNO como a monomerizacdo mediada
por TRX, sdo necessarias para o estabelecimento da resisténcia a doenca (Tada et al.
2008). Além disso, fatores de transcricdo TGA também contém residuos de Cys
formando dissulfetos que impedem a interagdo com NPR1. A reducgéo de dissulfetos em
TGA e subsequente S-nitrosilagdo (SNO) e S-glutationilagéo (S-SG) protegem TGA de
oxidagao adicional e permite-lhe interagir com o monémero de NPR1 reduzido no
nucleo aumentando a sua atividade de ligagcado em promotores SA-responsivos (Spoel e
Loake 2011), ativando a expressao dos genes de defesa, para produzir proteinas PR.
Além de NPR1 outras moléculas envolvidas com a resposta de defesa sdo S-
nitrosiladas como as atRBOHSs, peroxiredoxinas e SABP3 (Romero-Puertas et al. 2007;
Wang et al. 2009; Yun et al. 2011).
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FIGURA 1: Esquema representativo da reducao de NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-
related (PR1) genes ) no citossol e sua translocacao para o nucleo.

Sob o ataque de patégenos o oligbmero de NPR1 é reduzido e o seu monémero NPR1 é
translocado para o nucleo da célula onde interage com fatores de transcricdo e ativa a
transcricao de genes alvo. O NO é importante na regulacdo da conformacdo NPR1
oligbmero/mon6mero e na ativacao do fator de transcricao TGA (Adaptado de Spoel et al 2010).

1.4 Mutante nial nia2 como modelo de estudo

O mecanismo de sintese de NO em plantas € ainda controverso. Em mamiferos
€ bem estabelecido que a principal via de sintese de NO se da pela éxido nitrico sintase
(NOS), cujas isoformas catalisam a oxidacao de L-arginina para L-citrulina (Alderton et
al. 2001). Entretanto um gene com homologia as NOS de origem animal ainda n&o foi
descrito em plantas superiores (Gupta et al. 2011). Além da L-arginina, diversos
mecanismos de sintese de NO a partir de NO2" tém sido propostos, incluindo processos
nao enzimaticos como sua reducado nas condicoes acidas do apoplasto (Bethke et al.
2004). Dentre os mecanismos enzimaticos, foi proposta a atividade redutora de NO, da
nitrato redutase (NR), que reduziria 0 NO2 a NO (Yamasaki and Sakihama 2000).
Entretanto, a eficiéncia desta reacao é muito baixa e requer baixa tensao de oxigénio e
altos niveis de nitrito (Yamasaki and Sakihama 2000, Rockel et al. 2002). A observacao
de que, mesmo plantas de Arabidopsis thaliana duplo-deficientes para NR (nia1 nia2)



eram capazes de produzir NO quando nitrito era exogenamente fornecido a extratos
foliares levou a proposicdo de que o papel da NR na sintese de NO seria o
fornecimento de nitrito (Modolo et al. 2005). Ainda, a importancia da NR para a
producao de NO durante a resposta de defesa foi demonstrada quando se observou
que o mutante nial nia2 apresenta uma baixa emissdo de NO e a resposta
hipersensitiva (HR) prejudicada, sendo suscetivel a bactéria Pseudomonas syringae
(Modolo et al. 2005, Modolo et al. 2006). Ainda, quando folhas de nial nia2 sao
infiltradas com nitrito, a emissdo de NO é aumentada e a HR é restaurada (Modolo et al.
2006).

A principal atividade da NR é catalisar a redugdo do NOs a NO>, o qual é
posteriormente reduzido a amoénio (NH4") pela nitrito redutase (NiR). O amonio por sua
vez € posteriormente incorporado em aminodacidos, o que torna a NR uma proteina
essencial para a assimilacdo de nitrogénio nas plantas (Lea 1993). De forma
interessante o tratamento de nial nia2 com glutamina mantém os niveis de
aminoacidos em relacdo ao selvagem e o mutante permanece susceptivel, excluindo
assim a possibilidade da deficiéncia do metabolismo de nitrogénio haver acarretado a
susceptibilidade da planta (Oliveira et al., 2009).

Resultados prévios mostraram que o tratamento de plantas nia1 nia2 infectadas
com a bactéria Pseudomonas syringae e fumigadas com o gas NO reduziu o
crescimento bacteriano e os sintomas da infeccao como a clorose (de Oliveira, 2010).
Além disso, uma andlise transcriptdmica em larga escala utilizando microarranjos de
DNA indicou varios genes regulados por NO (de Oliveira, 2010). Diante desses
resultados considerou-se importante analisar com mais detalhes o efeito da fumigacéao
das plantas nia1 nia2 com o gas NO na expressao génica e na resposta de defesa.



2 OBJETIVOS

O presente trabalho de mestrado teve como objetivo principal avaliar a
importancia da producdo de o6xido nitrico (NO), dependente da atividade da nitrato
redutase (NR), no mecanismo de resisténcia de plantas a doengas. Especificamente, foi
analisado o efeito do tratamento com o gas NO na expressao génica e no processo de
defesa de plantas selvagem e do mutante duplo-deficiente para a nitrato redutase (niat
nia2) de A. thaliana quando inoculado com a bactéria P. syringae.

Para tanto as seguintes abordagens foram realizadas:

e Avaliar por PCR em tempo real o efeito da fumigagdo com NO na expressao
diferencial de genes potencialmente relacionados a defesa em folhas nial nia2
infectadas com P. syringae selecionando alguns genes para posterior analise.

e Comparar a expressdo dos genes selecionados em resposta a inoculagéo e ao
NO, na planta selvagem e na mutante. Avaliar o efeito da concentragdo de NO e
do tempo de exposicao ao gas e a bactéria na expressao de alguns dos genes
selecionados.

e Verificar os efeitos fenotipicos do tratamento com gas NO na resposta de defesa
de nial nia2, incluindo os sintomas macroscépicos e o0 crescimento bacteriano
nas folhas.

e Avaliar o efeito da infeccdo com a bactéria P. syringae na produgéo de H>O; nas
folhas dos dois gendtipos e avaliar o efeito microbicida do H,O, e do NO na
cultura bacteriana.

e Analisar o teor e composicao de lignina em folhas e caules de plantas de A.
thaliana selvagem e mutante nial nia2.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo das plantas

Foram utilizadas plantas de Arabidopsis thaliana L. ecotipo Columbia-0 dos
genotipos selvagem e mutante duplo-deficiente para os genes NIAT e NIA2 da enzima
NR (mutante nial nia2), obtido por Wilkinson e Crawford (1993). As sementes foram
germinadas em vermiculita:perlita (1:1) e mantidas em uma camara de crescimento com
fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro, intensidade de luz de aproximadamente 80
umol.m?.s™ e temperatura controlada de 24°C. As plantas foram irrigadas trés vezes
por semana com meio contendo os macronutrientes KHaPO4 (5 mM), NHsNO3 (2,5 mM),
(NHs) 2S04 (2,5 mM), MgSO4 (1mM), CaCl, (0.5 mM) e KCI (10 mM), e os
micronutrientes descritos por Wilkinson e Crawford (1991). Para a recuperacdo dos
niveis de aminoacidos, plantas nial nia2 foram cultivadas com o mesmo meio contendo
glutamina (10 mM). No caso de plantas do gendétipo selvagem, KCI foi substituido por
KNO3 (10 mM), conforme Oliveira e colaboradores (2009). Plantas com 5 a 6 semanas

de idade foram utilizadas nos experimentos.
3.2 Cultivo da bactéria, inoculagdo e analise dos sintomas

A linhagem da bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000, que
carrega o gene de aviruléncia AvrB, foi cultivada em meio B de King sélido contendo
rifampicina (50 pug.mL™") e kanamicina (50 pug.mL") a uma temperatura de 28°C. Ap6s
48 horas, a bactéria foi ressuspendida em MgClz2 (10 mM) a concentracao desejada de
5x10° cfu.mL™. Para a andlise dos sintomas, a suspensdo bacteriana foi infiltrada
apenas em metade da superficie abaxial das folhas, utilizando uma seringa sem agulha.
O acompanhamento dos sintomas macroscépicos foi registrado com uma camera Sony
DSC-W150 apos 24 h de infecgao. Para a extracdo de RNA e demais andlises, toda a
folha foi infiltrada com a suspensdo bacteriana. Inoculagdes com MgCl2 foram
realizadas como controles.
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3.3 Analise do crescimento bacteriano nas folhas

O crescimento bacteriano em folhas de A. thaliana foi estimado 12 e 24 horas
apods a inoculagao homogeneizando em agua discos foliares de areas inoculadas. Apos
centrifugagéo, o sobrenadante foi plagueado, a diferentes diluicées, em meio B de King
contendo os antibidticos apropriados. As coldnias foram contadas 2-3 dias apds o

plagueamento.
3.4 Fumigacao das plantas com o gas NO

O tratamento com o NO gasoso foi realizado em uma camara de fumigagéao, de
acrilico (Trevisan Tec. LTDA), devidamente lacrada com uma tampa transparente
contendo um tubo para entrada e outro para saida de gases (Figura 2). O gas NO (200
ppm diluido em N2) e o ar comercial foram obtidos da Linde gases LTDA. O fluxo total
de gases foi de 300 mL.min™" e este foi medido com o auxilio de um bolhémetro. Para o
tratamento com NO foram mantidos fluxos apropriados de NO e ar comercial com o
objetivo de obter as concentracdes desejadas de NO (10 ou 60 ppm). Plantas
fumigadas somente com ar comercial foram utilizadas como controle. Todo o
procedimento foi realizado no interior de uma capela. Na figura 3 é possivel visualizar o

esquema dos tratamentos realizados com os dois genétipos: selvagem e mutante.
3.5 Fumigacéao das suspensées bacterianas com o gas NO

Suspensdes bacterianas (Agpo = 0,05) em meio de cultura liquido contendo os
antibidticos apropriados foram mantidas num “erlenmeyer’ a 25°C sob agitacédo
constante a 150 rpm. A exposicdo a uma atmosfera de 60 ppm de NO se deu pelo
borbulhamento de um fluxo continuo de 90 mL.min™" de gas NO diluido e 210 mL.min"
de ar comercial diretamente na suspensao bacteriana. Em experimentos controle, um
fluxo total de 300 mL.min" de ar comercial puro foi borbulhado. O crescimento
bacteriano foi acompanhado ap6s 12 horas pela medida da absorbancia a 600 nm.

12



FIGURA 2: Camara de fumigacao construida no laboratoério para o tratamento das plantas
com o gas NO.

Pt "\ MaCl, Pst " "\ MgCl,
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FIGURA 3: Esquema ilustrando todos os tratamentos aos quais as plantas dos genétipos
selvagem e mutante nia71 nia2 foram submetidas.
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3.6 Quantificacdo de Hz202

A quantificacdo dos niveis de H202 nas células seguiu a metodologia descrita por
Gay et al. (1999) e Hermes-Lima et al. (1995), com algumas modificacbes. O método
baseia-se na oxidacdo do Fe?* pelo H20z2 a Fe** em pH &cido, resultando na formagéo
de complexos entre Fe* e o xylenol orange (XO) (Hermes-Lima et al. 1995). Apds a
exposi¢ao das plantas aos diferentes tratamentos, foi realizada a extracdo de 300mg de
folhas em metanol a 0°C, na relagcédo 1:5 (w/v) de mg de amostra para uL de metanol.
ApoOs a maceragdo em almofariz, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg por 5
minutos. Foi retirada uma aliquota de 100uL do sobrenadante, a qual foram adicionados
500uL de FeSO4 1mM e 200uL de H,SO4 250mM. A mistura permaneceu em reacao
por 5 minutos sob condi¢des de escuro. A seguir, adicionou-se 100uL de xylenol orange
1mM e a mistura foi novamente levada a condi¢do de escuro por 20 minutos. O H202
presente nas amostras doa elétrons para o Fe e esse por sua vez liga-se ao xilenol
formando um composto roxo. Os complexos (Fe-XO) foram formados durante um tempo
de incubacao de 30 minutos a temperatura ambiente. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 560 nm. Foi realizada uma curva padrdo com concentracoes
conhecidas de H20z2: 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 € 15uM H20..

3.7 Extrag&o e analise de lignina

A dosagem de lignina foi realizada a partir do acido tioglicélico de acordo com
Barber & Ride (1988). Este &cido reage com a lignina na presenca de HCI diluido
formando o acido ligno-tioglicélico (LTGA). O componente principal da lignina que
participa desta reacdo € o alcool benzilico (reagdo de substituicdo nucleofilica). Para
isso, 0,5 g de folhas, previamente macerado e liofilizado, foi homogeneizado com 1,5
mL de etanol 99,5% e em seguida centrifugado a 10.000 rpm por 15 min. Os
precipitados secaram a temperatura ambiente e depois foram homogeneizados com 1,5
mL de agua destilada e centrifugados a 12.000 rpm por 5 min. O precipitado foi seco
novamente em estufa a 65°C e a 15 mg deste precipitado foram adicionados 1,5 mL de
uma solugéo de 98% de &cido tioglicélico em HCL 2N (1: 10, v/v).
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A solucdo permaneceu em banho-maria a aproximadamente 100° C por 4 h. Em
seguida foi resfriada em gelo e centrifugada a 12.000 rpm por 10 min. O precipitado foi
lavado com 1,5 mL de agua destilada e centrifugado novamente a 10.000 rpm por 10
min. O precipitado foi solubilizado em 1,5 mL de NaOH 0,5N. Esta solugao permaneceu
sob agitacdo a 150 rpm na temperatura ambiente, por 12 horas para depois ser
centrifugada (10.000 rpm por 10 min). Ao sobrenadante foram adicionados 200 uL de
HCL concentrado. Apdés 4 horas em uma camara fria foi realizada uma dultima
centrifugacéo (10.000 rpm por 10 min), o precipitado foi solubilizado em 2mL de NaOH
0,5N. A lignina obtida por acido tioglicélico (TGA) teve sua absorbancia lida em 280 nm
e a concentracdo de LTGA foi expressa em mg/kg de tecido foliar seco utilizando-se

lignin, alkali, 2- hydroxypropyl ether (Sigma-Aldrich) na construcao da reta padréo.

3.8 Cortes histoldgicos e testes histoquimicos para determinacdo da lignina

Peciolos de A. thaliana foram fixados em FAAs, formaldeido / acido acético/
etanol 50% (1:1:18, v/v/v) por 24 h, posteriormente desidratados em séries graduais de
etanol (1h em etanol 50% e 24h em etanol 70%) e alcool butilico (48h em AB 70%,
85%, 95% e 100%) e embebidos em historesina. Foram feitas secgbes de 7 um de
espessura, utilizando um micrétomo. As seccbes foram coradas com azul de toluidina
para marcar lignina, cuja coloracao azul escura € alterada para azul piscina, mais claro,
em testes positivos para lignina (Sakai 1973). Para determinar a composicao da lignina
cortes feitos a mao de material ndo fixado na base de caules maduros de A. thaliana
foram corados com o reagente Malle (Chen et al. 2002). As fotografias foram tiradas
usando um microscopio Olympus BX51 com uma camera Olympus DP71 acoplada.

3.9 Construgdo dos primers

As seqUéncias dos genes de interesse foram obtidas no “The Arabidopsis
Information Resource” (http://www.arabidopsis.org/). Os primers especificos para os
genes foram construidos com o auxilio dos programas Primer-BLAST e Gene Runner

3.05 (Hastings Software). Os primers foram construidos na regido 3’ do gene, com um
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tamanho de 18 a 22 pares de bases e Tm entre 60 e 64°C, evitando-se primers cujas

sequéncias poderiam formar estruturas secundarias.

3.10 Extragcdo de RNA

Para a extracdo do RNA total, aproximadamente 100 mg de folha da roseta de
plantas de cerca de 35 dias de idade foram coletados e imediatamente congelados em
N2 liquido. As amostras foram rapidamente maceradas e o RNA extraido utilizando o
reagente Trizol® (Invitrogen) segundo as informagdes do fabricante. O RNA foi
quantificado por meio de um Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technology) e sua pureza
avaliada usando as razbes A260/280. A integridade do RNA extraido foi avaliada
utilizando um gel de agarose (1,2 %) desnaturante com formaldeido (0,85 M).

3.11 Sintese de cDNA e tratamento com DNAse

O cDNA foi sintetizado utilizando o ImProm Il Reverse Transcriptase System
(Promega), seguindo as instrugbes do fabricante. Para a analise de expressao de
genes, cujos primers encontram-se no meio do éxon, o RNA foi previamente tratado
com a DNAse | Amplication Grade (Invitrogen) a fim de se eliminar DNA gendmico.
Todos os ensaios foram realizados na presenca da RNAseOUT Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen). Para sintese de cDNA, a reacdo de transcricao
reversa foi realizada de acordo com o seguinte protocolo: a 1 uyg de RNA foram
adicionados 1,5 L de oligo dT(18) 100 uM e agua tratada com DEPC para um volume
de 13,5 uL, sendo incubados a 70°C por 10 min para desnaturagdo do RNA. Em
seguida, as amostras foram incubadas em gelo, sendo 11,5 pyL da seguinte proporgao
de reagentes adicionados: 2 yL agua tratada com DEPC, 3 uL de ImPromll 5x buffer
(Promega), 3 yL de ImPromll MgCl, (25 mM, Promega), 1,25 yL de uma mistura de
dNTPs 10 mM cada (Fermentas), 1,25 yL de RNaseOUT RNase Inhibitor (40 U/uL
Invitrogen) e 1,0 uL de ImPromll reverse transcriptase (Promega). A reacao foi
incubada a 42°C por 42 min para a transcricdo reversa e, em seguida, a 70°C por 15

min para inativagao da enzima.
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3.12 Analise da expressao génica por PCR em tempo real

As reagdes de RT-gPCR foram realizadas com o sistema de deteccao ABI
PRISM 7500 HT (Applied Biosystems), utilizando SYBR Green (Invitrogen) como
detector. As reagdes foram preparadas em placas de 96 pogos (Applied Biosystems),
sendo conduzidas com 6,25 yL de Master Mix SYBR Green (Invitrogen), 0,25 pL de
ROX (referéncia passiva), 200 nM de cada oligonucleotideo, e 1 uyL cDNA, totalizando
12,5 uL de reagao. As condigdes para as reagdes foram as seguintes: passo inicial de
50°C por 2 min e 95°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 min, ocorrendo a leitura da fluorescéncia a cada ciclo. Curvas de
dissociacao foram obtidas ao término de cada reacgao, através do aquecimento de 60°C
para 95°C, subindo 1°C por min. Esse procedimento foi realizado para comprovar a
auséncia de contaminacdo ou de formacdo de dimeros de oligonucleotideos. Esses
experimentos foram realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Michel Vincentz, do
departamento de Biologia Vegetal da UNICAMP.

3.13 Analise dos resultados

Para os ensaios quantitativos, a coleta das folhas foi realizada de forma a se
obter no minimo 3 amostras por tratamento, cada uma consistindo no “pool” de 3
réplicas biolégicas. Para a anélise dos sintomas macroscopicos, por volta de 8 folhas de
plantas de no minimo 3 vasos foram inoculadas e as réplicas mais representativas
foram apresentadas. Durante os ensaios da expressao génica por PCR em tempo real,
foram obtidas no minimo 2 réplicas bioldgicas e 2 réplicas técnicas de 2 experimentos
independentes. A andlise das curvas de amplificagdo foi realizada com o auxilio do
programa 7500 System Software. A linha de base foi coletada entre os ciclos 3 e 15,
sendo todas as amplificagbes analisadas utilizando o threshold Rn em 0,02 para a
obtengéo dos valores de Ct. Os resultados foram normalizados pela expressao do RNA
do controle interno AT4G26410 que apresenta uma expressdao bem constante em
interacdes fitopatogénicas (Czechowski et al., 2005). A expressao relativa dos genes de

2 -AACt

interesse foi determinada por meio da equacao , em que ACt = Ct gene de

interesse — Ct controle enddgeno e AACt = ACt tratamento - ACt referéncia.
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4 RESULTADOS

4.1 Construcao dos primers

A partir de uma andlise transcriptdmica prévia utilizando a técnica de
microarranjo de DNA, realizada com folhas de nial nia2 infectadas com a bactéria P.
syringae e fumigadas com o gas NO ou com ar comprimido como controle (de Oliveira
2010), foram selecionados alguns genes de interesse potencialmente modulados por
NO e envolvidos no processo de defesa da planta. Os genes selecionados estao
listados na tabela 1 juntamente com as sequéncias dos pares de primers construidos
para cada um deles.
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Tabela 1: Nome, seqliéncia e caracteristicas dos primers construidos para realizacao dos experimentos de PCR em tempo real.

Nome do gene Abreviacao AGI Direcao Sequéncia (5'-3") Tamanho do Caracterizacao
amplicon (bp)

AT4G26410 END At4g26410  Forward AGAGCGAAGAGGCACAATTCT 112 Controle
Reverse GCTAAAGCCGTCCTCTCAAG endogeno

PATHOGENESIS- PR1 At2g14610  Forward CTTACGGGGAAAACTTAGCCT 122 Atividade

RELATED GENE 1 Reverse  ACCACAAACTCCATTGCACGT antimicrobiana

PATHOGENESIS- PR2 At3g57260  Forward  CGGTTTCTGGAGCAGGGCT 117 Atividade

RELATED antimicrobiana

PROTEIN2 Reverse CGAGAAAGCTCTTATACTCATC

ENHANCED EDS1 At3g48090  Forward GGAGTGAGCACAAGAGGCAG 136 Via do acido

DISEASE salicilico

SUSCEPTIBILITY Reverse CATCTTCTATCCATGCTAGTTTC

NIM1-INTERACTING  NIMINT At1g02450  Forward CGTAGACGAGAAGAGTTAGC 119 Via do acido

! Reverse GTACGACACTGAGAGAAATCCT salicllico

NIM1-INTERACTING ~ NIMIN2 ~ At3g25882  Forward  TGACGGTAACAGAGGGAAACC 95 Via do acido

2 Reverse CGTGTACTCTCCGTAATATCTT salicllico

LIPOXYGENASE 2 LOX2 At3g45140  Forward ~ CAAAAGGGGGTTGGCTGAG 101 Sintese de acido
Reverse CATCCCACAATATTAGACCATC jasmonico
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Continuacao da tabela 1

IAA-LEUCINE ILL1 At5g56650 Forward CATCCCTCAGCATACAATAGA 110 Via da auxina

RESISTANT (ILR)-

LIKET Reverse CTGTGACCACCTTTGAATCCG

AUXIN F-BOX TIR1 At5g49980 Forward CAGGGTTTAGAGAGTTGATGC 94 Via da auxina

PROTEIN 5 Reverse AGAAATGTTAGCATAACTGAAGT

AUXIN G3H At4g37390 Forward GAACTGGCTGAGTTTTTGGTTG 104 Via da auxina

UPREGULATED 3 Reverse CCAGTAACAATCACGTCGAGG

1-AMINO- ACCS7 At4926200 Forward TCCAGGATTCGATAGAGATTTG 117 Sintese de etileno

CYCLOPROPANE-1-

CARBOXYLATE Reverse GTTTGGTACGCCGACTCTAG

SYNTHASE 7

PHE AMMONIA PAL1 At2g37040 Forward ATGGCTTCTTATTGTTCAGAGC 116 Metabolismo

LYASET Reverse  TTGCGAGACGAGATTAGTCC secundario

CINNAMYL CAD1 At1972680 Forward TCAATCTTGGTATGAGAATGCTC 115 Metabolismo

ALCOHOL secundario

DEHYDROGENASE Reverse GGAATCACCTCTATGTTTGGA (lignina)

1

AT4G30470 CCR At4930470 Forward GGACGTTCATATTAGAGCATTC 112 Metabolismo
secundario

Reverse AGACAAACTCTCCACTAGCTT (lignina)

PLEIOTROPIC PDR9 At3953480 Forward CAACTACCTTGCGATGTTCCT 131 Estresse oxidativo

DRUG RESISTANCE Reverse ACCCTGGTACTTGCGTTTGG /Detoxificagédo de

9 drogas
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Continuacao da tabela 1

CYTOCHROME CITP450A At3g28740 Forward  CATACTTGTTATGATACTTGCC 112 Estresse oxidativo
P450 SUBFAMILY A Reverse GATTTCGGTCTTTGCCTTTCG /Detoxificagcdo de
drogas
CYTOCHROME CITP450B  At2g34500 Forward ~ GTACACTATCCCAAAAGGTAC 136 Estresse oxidativo
P450 SUBFAMILY B Reverse  GTTGCGTTTGAACACCTGGT /Detoxificagao de
drogas
ALTERNATIVE AOX1a At3g22370 Forward  GAAGAAGCATCATGTTCCAACG 97 Cadeia
respiratéria/Estres
OXIDASE 1A Reverse ~ TCTCCTCTGGAAGAACAAATCG se oxidativo
PLANT PUMP1 At3g54110 Forward  TCTGCATCGGCTCTCCTGTC 114 Proteina
UNCOUPLING desacopladora
MITOCHONDRIAL Reverse = CCATAGGACCGTCGCTCTTC mitocondrial
PROTEIN 1 /Estresse
oxidativo
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4.2 Analise inicial da expressao génica

Utilizando os primers descritos na Tabela |, foi realizada uma analise inicial de
expressdao génica por PCR em tempo real em plantas nial nia2 infectadas por P.
syringae e fumigadas com NO para selecionar os genes modulados por NO nas
condicoes de tratamento estabelecidas no nosso laboratério (Figura 4). Os genes
selecionados sao relacionados a defesa como proteinas relacionadas a patogénese
(PR1 e PR2), a via do acido salicilico (EDS1, NIMINT e NIMIN2) e do acido jasmdnico
(LOX2), a primeira enzima da via de sintese dos fenilpropanoides (PALT) e a
biossintese de lignina (CCR e CADT1), além de genes que codificam proteinas da cadeia
respiratéria (AOX71a) e de detoxificacdo celular (CITP450A, CITP450B e PDRY9),
envolvidos com o estresse oxidativo, proteina desacopladora da mitocéndria (PUMPT) e
hormonios vegetais como etileno (ACCS?) e auxina (TIR1, ILL1e GH3). Como mostrado
na Figura 4, o tratamento com o gas NO na planta mutante inoculada com a bactéria foi
capaz de modular a expressdo da maioria desses genes, com maior ou menor
intensidade. Alguns se destacaram como sendo bastante estimulados, cerca de trés
vezes mais expressos, como AOX7a, CITP450A e CAD1. Outros genes foram bastante
reprimidos como PR1, PR2, TIR1, ACCS7, LOX2, e NIMIN2 (mais de duas vezes
inibidos).
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FIGURA 4: Expressao relativa, determinada por qRT PCR, de genes potencialmente
regulados pelo NO durante a resposta do mutante nia? nia2 a bactéria Pseudomonas
syringae.

As plantas nia? nia2 inoculadas com 5x10° cfu.ml da bactéria foram fumigadas por 12 horas
com o gas NO (60 ppm) ou com apenas ar em uma camara de tratamento. As barras negras
indicam o tratamento com NO e as barras brancas o tratamento controle com ar. Os genes
analisados foram previamente selecionados a partir de um microarranjo de DNA. As barras
indicam médias + SE (n=4).
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A partir dos resultados da Figura 4 foram selecionados genes relacionados a
diversos processos fisiolégicos a fim de se compreender melhor o papel do NO na
regulacdo da expressao génica na resposta de defesa (Figura 5). Como na primeira
analise foram utilizadas somente plantas mutantes nial nia2 infectadas, foi
imprescindivel a andlise da expressdo em plantas ndo infectadas para verificar a
interferéncia da bactéria e de todo o processo de defesa desencadeado quando da
infeccdo nessa modulagdo génica. Aléem disso, foi também analisada a resposta em
plantas selvagens para avaliar a dependéncia do NO endb6geno nesse processo de
modulagao pelo gas NO. Foram analisados genes relacionados a patogénese (PR7),
genes envolvidos na via de sintese de lignina (CAD1 e CCR), na via de transducgéo de
sinais da auxina (GH3, ILL1, TIR1), via do acido salicilico (NIMINT), via dos
fenilpropandides (PALT) e proteinas da mitocondria (AOX7a e PUMP1). Assim como
nas plantas infectadas, os genes escolhidos foram em sua maioria responsivos ao
tratamento com o gas NO também em folhas néo infectadas. Os genes CAD1 e AOX1a
mais uma vez tiveram sua expressao bastante estimulada, além do GH3 e da PUMP1.
Comparando-se o gendtipo selvagem e nial nia2 a modulagcédo realizada pelo NO
seguiu o mesmo padrdo. Genes, cuja expressado foi inibida pelo NO nas plantas
selvagens também apresentaram perfil de expressao similar no mutante, o que se
repetiu com os genes estimulados. A intensidade dessa modulacdo é que variou em
alguns casos. O gene PR1 foi mais expresso no selvagem, enquanto os genes CAD1 e
GH3 foram mais expressos no mutante em resposta ao NO. Em plantas infectadas e
nao infectadas, em geral, a modulagdo da expressédo pelo NO no sentido de inibir ou
estimular determinado gene se manteve constante. Uma notavel excecao foi o gene
PR1 induzido pelo NO na planta ndo infectada (Figura 5), e inibido na planta infectada
(Figura 4). Diante desses resultados encontra-se uma ampla gama de possibilidades de
estudo, em diversas vias do metabolismo vegetal, potencialmente moduladas por NO.
Para seguir adiante, com os estudos dos mecanismos de defesa envolvidos nessa
interacao fitopatogénica, foram selecionados genes importantes na resposta de defesa,
cujos perfis de expressao génica serao descritos a seguir.
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FIGURA 5: Expressao relativa, determinada por qRT PCR, de genes de Arabidopsis
thaliana do genodtipo selvagem e mutante nia7 nia2 nao infectadas e tratadas com o gas
NO (60 ppm) ou apenas com ar comercial por 12 horas.

Os genes analisados foram selecionados a partir da Figura 4. As barras indicam a média + SE
(n=4).
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4.3 Analise da expresséo de genes relacionados a patogénese (PR1)

Os genes PRs codificam proteinas relacionadas a patogénese como quitinases,
peroxidases, inibidores de proteinas entre outras (van Loon et al. 2006b) e séao
conhecidos na literatura como responsivos ao NO. Este radical seria um sinal para
induzir a expressdo desses genes durante a resposta de defesa (Durner et al 1998).
Com o intuito de verificar se a susceptibilidade do mutante nia7 nia2 seria devido a uma
expressao reduzida desses genes em funcado dos baixos niveis de NO endégeno em
comparagado com a planta selvagem, foram analisados o0s niveis basais de expressao
do gene PR1 no mutante e no selvagem, bem como o efeito do NO e da inoculacao da
bactéria (Figura 6A e B). De acordo com o esperado esse gene foi mais expresso no
selvagem, cujo nivel de NO é maior que na mutante tanto em plantas infectadas como
nao infectadas (Modolo et al. 2005). Ainda, de acordo com a literatura (Durner et al,
1998) nas plantas nao infectadas pode-se observar uma tendéncia do NO em estimular
a expressao desse gene, de forma mais intensa no genétipo selvagem. Contudo ao
analisar o padrao de expressao das plantas infectadas temos que a acdao do NO é de
diminuir a inducdo dos genes PRI1, contrariando a tendéncia até entdo observada.
Foram utilizadas duas concentracdes diferentes de NO para confirmar essa inibicao e
descartar um possivel efeito antagdnico em concentragdes diferentes. As duas
concentragdes de NO provocaram o mesmo efeito sendo este mais acentuado na
concentracdo mais alta. Além do gene PR1 outros genes da via do 4cido salicilico como
PR2, EDS1, NIMIN1 e NIMINZ2 (Durrant and Dong 2004) também foram reprimidos pelo
tratamento com o gas NO (Figura 4). Ainda a expressao diferencial dos genes PR1 foi
acompanhada ao longo do tempo para identificar uma possivel alteracdo da expressao
génica anterior ao tempo de 12 horas de inoculacao e tratamento com NO (Figura 6C).
Realmente pode-se constatar picos com intensidades diferentes nos pontos analisados
comparando-se os dois genoétipos. Analisando trés tempos distintos apds a inoculacao
observou-se a inducéo de expressao de PR1 até 6 horas apds infeccdo com a bactéria
seguida de um decréscimo dos niveis do transcrito em 12 horas. A mesma tendéncia foi
observada com o mutante susceptivel nial nia2, contudo o pico de expressao foi cinco

vezes menor que no selvagem. Ou seja, apesar de, ao se analisar os resultados de
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FIGURA 6: Expressao relativa, determinada por qRT PCR, do gene PR1 de Arabidopsis
thaliana nos genotipos selvagem e mutante nia7 nia2.

(A) Plantas nial nia2 e selvagem néo infectadas foram submetidas a uma atmosfera de NO (60
ppm) ou ar comercial por 12 horas (B) Plantas nial nia2 e selvagem infectadas com a bactéria
Pseudomonas syringae foram fumigadas por 12 horas com duas concentracées de gas NO (10
e 60 ppm) ou ar comercial em uma camara de tratamento. As barras brancas indicam plantas
nao infectadas (controle). (C) Expressao relativa do gene PR1 ao longo do tempo de infeccéo e
(D) em plantas ndo infectadas. Plantas nial nia2 e selvagem infectadas ou nao foram
fumigadas com o gas NO 60 ppm por 0, 1, 6 e 12 horas. Os dados indicam a média + SE (n=4).
Valores que diferem significativamente de acordo com one-way ANOVA (P<0,05) seguido do
teste Tukey estdo marcados com letras diferentes ou asteriscos. Letras minusculas indicam
diferencas entre os diferentes tratamentos dentro do mesmo genétipo. Letras mailsculas
indicam diferencgas entre os diferentes genétipos dentro de um mesmo tratamento.
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12 h ap6s inoculacdo, a mutante conseguir induzir a expressao dos genes PR1, esse
aumento ndo possui a mesma intensidade e rapidez que ocorre no selvagem. Ja as
plantas selvagem controle ndo infectadas tém sua expressao induzida pelo tratamento
com NO com um pico 1h apés inoculagédo, o que nao ocorre na planta mutante (Figura
6D). Para compreender esse efeito de inibicdo dos genes PRs provocada pelo NO em
plantas infectadas foi analisada a evolugdo dos sintomas da doenga e o crescimento
bacteriano nas folhas de plantas nial nia2. Comparando-se o crescimento bacteriano
48 h apds a infeccdo entre selvagem e mutante, constata-se que em nial nia2 a
proliferacdo do patdgeno é significativamente maior, o que estd de acordo com dados
anteriores de nosso laboratorio (Oliveira et al. 2009). O tratamento com o gas NO
reduziu em cerca de 7 vezes o0 crescimento bacteriano em folhas nial nia2,
aproximando-o dos niveis encontrados no genétipo selvagem (Figura 7).

Analisando a evolucao dos sintomas 48 h apds a infeccao em plantas nial nia2,
observamos que as plantas controle submetidas a uma atmosfera de ar comercial
apresentaram-se retorcidas, desidratadas e com clorose severa (Figura 8A), o que é
consistente com a susceptibilidade de nia1 nia2 a essa linhagem bacteriana. Por outro
lado, as plantas infectadas submetidas a uma atmosfera de 60 ppm de NO por 12 h
apresentaram sintomas muito mais amenos, com leve clorose pontual no local da
inoculacao (Figura 8B). A andlise do crescimento bacteriano utilizando extratos de folha
nial nia2 infectadas controle e submetidas ao NO 60 ppm mostrou que houve a morte
de mais de 90% da bactéria em funcao da exposicédo ao gas NO em relagcédo as folhas
mantidas no ar (Figura 8C). Dessa forma, a fumigacdo com NO foi capaz de reduzir o
crescimento bacteriano e a evolugdo dos sintomas da doenca em folhas nia1 nia2, ao
mesmo tempo em que atenuou a expressdo de genes de defesa como PR1, PR2,
NIMIN1, NIMIN2 e EDS1.
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FIGURA 7: Efeito da fumigacao com o gas NO no crescimento de Pst em folhas de
plantas nia1 nia2.

Folhas de nia1 nia2inoculadas com 5 x 10° cfu.mL™ de Pst foram expostas a uma atmosfera de
gas NO 60 ppm durante 12 horas. Apds 48 h o crescimento bacteriano em plantas nial nia2
tratadas com NO (nial nia2 + NO) foi comparado ao observado em plantas nial nia2 e
selvagem infectadas e mantidas na céamara com fluxo de ar comercial puro. Os dados
representam média + SE (n = 7). Valores que diferem significativamente de acordo com one-
way ANOVA (P<0,05) seguido do teste Tukey estdo marcados com letras diferentes.
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FIGURA 8: Efeito da fumigacao com gas NO nos sintomas macroscoépicos e crescimento
bacteriano em folhas nia1 nia2 infectadas com Pst e no crescimento de suspensoes de
Pst.

(A, B) Folhas de nia? nia2 inoculadas com 5 x 10° cfumL" de Pst e submetidas a uma
atmosfera de ar comercial puro (niainia2 Pst) ou a uma atmosfera de 60 ppm de NO (nia1 nia2
Pst + NO) por 12 h. Apds 48 h os sintomas macroscoépicos da doenga foram comparadas nos
dois tratamentos. (C) Analise do crescimento bacteriano em folhas de A. thaliana nial nia2
inoculadas com a bactéria P. syringae logo ap6s o tratamento controle de 12 horas de
exposicao ao ar comercial puro e ao NO. (D) Crescimento de suspensdes bacterianas de Pst
em meio liquido B de King (A = 0,05) mantidas sob agitacdo constante de 150 rpm. O
crescimento das suspensdes apds 12 horas de exposigéo ao gas NO (60ppm), ao H202 (30uM)
e a ambos os tratamentos anteriores, foram comparados ao crescimento de suspensdo mantida
sob fluxo de ar comercial puro mediante 0 aumento da medida de absorbancia a 600 nm. As
barras representam a média + SE (n=3). Valores que diferem significativamente de acordo com

one-way ANOVA (P<0,05) seguido do teste Tukey estdo marcados com letras diferentes.
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E importante ressaltar que esse Ultimo dado difere do resultado da Figura 7, pois
o crescimento bacteriano foi analisado imediatamente ap6s 12 h de exposi¢do ao gas
NO, com o intuito de avaliar um possivel efeito microbicida direto causado pela
fumigacdo com NO. Isso, pois uma hipdtese para explicar esses resultados seria a
existéncia desse efeito direto do NO em matar a bactéria, conforme ja descrito em
animais (John MacMicking et al. 1997). Para verificar essa possibilidade, foi realizado
um controle avaliando o crescimento bacteriano em uma suspensdo da bactéria
exposta diretamente a uma atmosfera de 60 ppm de NO também por 12 horas. Neste
caso ocorreu morte de menos de 28% da suspensdo bacteriana (Figura 8D), bem
menor que a redugdo do crescimento de mais de 90% induzida pelo NO nas folhas
(Figura 8C). Estes resultados indicam que o efeito microbicida do NO é mais intenso na
planta do que na cultura da bactéria, sugerindo que outro agente microbicida poderia
estar atuando sinergicamente junto ao NO na planta infectada. Assim, foi avaliado o
efeito de H202 (30 uM) no crescimento da suspensao bacteriana, ja que essa molécula
também é produzida em grandes quantidades em resposta a estresses bidticos (Grant
and Loake 2000). O tratamento com 30 uM de H202 provocou morte de 25% da bactéria
em suspensao (Figura 8D). J&, quando as suspensdes foram tratadas simultaneamente
com NO e H202, a porcentagem de morte da bactéria se elevou para 80%. Esses
resultados sugerem uma acao microbicida conjunta e sinérgica do NO com o H202 na
planta.

A producao de perdxido de hidrogénio nas plantas selvagem e mutante em
funcdo do tempo de infeccdo foi acompanhada e comparada com aquela das plantas
controle. Conforme mostra a Figura 9A, no selvagem foi detectado um aumento de
HoO2 em resposta a inoculagdo com a bactéria ao longo de 24 horas, com um pico de
producéo nas primeiras 3 h. O mesmo padréo de producéo de H>O,, porém com menor
intensidade, foi observado na planta controle, infiltrada apenas com MgCl.. Realmente,
ja é conhecido que a planta responde a ferimentos e ao ataque de patégenos
produzindo H>O, (Grant and Loake 2000). Contudo, no mutante foi observado um
padrao distinto de producéo de H2O»: o primeiro pico de producéo de H>O, em resposta
ao estresse de ferimento foi menos intenso e a producdo de H.O, em funcdo da
infeccdo com a bactéria aumentou significativamente apds 12 horas de infeccao (Figura
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9B). Para avaliar a resposta da planta especifica a infecgdo, a produgcdo de H>O;
produzida em resposta ao ferimento foi subtraida daquela produzida na planta
inoculada com a bactéria. Na Figura 9C fica evidente que na planta selvagem ha um
pico rapido de producado de H>O., enquanto que no mutante a inducdo da producao é
tardia e se mantém elevada apdés 12 horas de inoculagdo. Apesar dessa elevada

producédo de H202, 0 mutante nial nia2 é susceptivel a bactéria.
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FIGURA 9: Quantificacao de H202 ao longo do tempo em folhas de plantas selvagem e
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mutante nia7 nia2 inoculadas com a bactéria P. syringae.

Plantas selvagens (A) e mutantes (B) foram infectadas com a bactéria 5x10° cfu.ml™ e apés 0,
3, 6, 12 e 24 h suas folhas foram coletadas e os niveis de H202 quantificados e comparados
com os niveis de folhas inoculadas apenas com MgCl, em seu tempo correspondente. (C)
grafico da variagdo de H202 apds a infecgao com bactéria obtido subtraindo-se dos valores de

quantificacdo de H202 de plantas infectadas o seu respectivo valor do controle com MgCl,. Os

dados representam a média + SE (n=9).
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4.4 Analise da expressdo de genes do metabolismo secundario importantes para
defesa: PAL1 e CAD1

Além da PR, a PAL também é uma enzima importante para as respostas de
defesa da planta, pois € a primeira enzima da via de sintese dos fenilpropandides que
origina importantes compostos para a defesa celular (Besseau et al. 2007). Analisando
o resultado da expressdao de PAL7T nao se observou distingdo entre o perfil de
expressao encontrado no selvagem e no mutante (Figura 10). Em ambos os gendtipos
a expressao foi induzida pela bactéria. Foi observado um pico de expressédo de PALT
com 6 horas decorridas da infecgdo, e apds 12 horas os niveis de expressdo cairam e
se assemelharam ao basal. Sob o tratamento com NO houve inducdo da expressao
somente na planta inoculada e durante a primeira hora. Essa inducao foi menor que a
provocada somente pela infeccdo apds 6h, talvez devido a diminuigdo do indéculo em
funcdo do efeito microbicida do NO. N&o foi observado efeito significativo do NO em
plantas n&o inoculadas.

Um importante produto da via dos fenilpropandides é a lignina e o gene CAD1
codifica uma enzima que participa dos Ultimos passos na via de sintese dos
monoligndis os quais constituem o polimero da lignina (Raes et al. 2003). A lignina esta
relacionada aos mecanismos de defesa da planta, pois funciona como uma barreira
fisica rigida que ajuda a evitar a penetracao de patégenos no tecido da planta (Vorwerk
et al. 2004). A inoculagdo com Pseudomonas syringae provocou aumento da expressao
do gene (cinco vezes) nos dois gendtipos (Figura 11). O tratamento com NO também
provocou aumento da expressdo génica tanto em plantas ndo infectadas como
infectadas nos dois gendétipos, contudo a inducao da expressao pelo NO foi duas vezes
maior em plantas do gendtipo mutante. Quanto a expresséao basal de CAD1, esta foi
somente cerca de 10% maior no selvagem em relacdo ao mutante. Esses resultados
sugerem um efeito do NO em estimular a sintese de lignina, o que precisa ser estudado
com mais detalhes.

Foi realizada uma analise quantitativa de lignina em folhas selvagem e nia1 nia2.
De fato constatou-se uma diferenca significativa no conteudo de lignina entre esses dois

gendtipos. O selvagem apresentou um maior contetdo de lignina em relagéo ao
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FIGURA 10: Expressao relativa, determinada por qRT PCR, do gene PAL1 de Arabidopsis
thaliana nos genoétipos selvagem e mutante nia7 nia2 ao longo do tempo.

Folhas de plantas selvagem e mutante foram inoculadas com a bactéria P. syringae ou seu
controle MgCl, e fumigadas com gas NO (60 ppm) ou ar comercial puro. A expressao génica foi
analisada apés 1, 6 e 12 h. O tempo 0 constitui a média dos controles nos diferentes tempos.

Os dados indicam médias + SE (n=4).
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FIGURA 11: Expressao relativa, determinada por qRT PCR, da CAD1 em Arabidopsis
thaliana selvagem e mutante nia1 nia2 e esquema da via de biossintese de lignina.

(A) Folhas de plantas selvagem e mutante foram inoculadas com a bactéria P. syringae ou seu
controle MgCl, e fumigadas com gas NO (60 ppm) ou ar comercial puro. A expressao génica foi
analisada apés 12 h de tratamento. (B) Esquema representativo da via de biossintese da
lignina. As barras indicam médias + SE (n=4). Valores que diferem significativamente de acordo

com one-way ANOVA (P<0,05) seguido do teste Tukey estdo marcados com letras diferentes.
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FIGURA 12: Quantificagao de lignina total em folhas de Arabidopsis thaliana selvagem e
mutante nia1 nia2 determinada com acido tioglicélico.

Folhas da roseta de plantas de cerca de 35 dias foram coletadas e seu conteudo de lignina total
analisado. As barras indicam médias + SE (n=4). Valores diferem significativamente de acordo
com teste t (P<0,05).
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mutante (Figura 12). Também foram analisados cortes histolégicos da regido do
peciolo, em funcao da dificuldade de padronizacao de uma regido na folha, para avaliar
as células do xilema, que sao ricas em lignina (Figura 13). Com o teste de azul de
toluidina pdde-se observar um maior niumero de células lignificadas no selvagem em
comparagdo ao mutante. Ao analisar as mesmas imagens com luz polarizada, a qual
origina imagens com regides de claro e escuro, apropriada para identificar moléculas
orientadas em um unico plano, como as fibras de lignina, por exemplo, observa-se que
os feixes vasculares do selvagem parecem mais desenvolvidos e com maior nimero de
células que os do mutante.

Adicionalmente foram realizados testes histoquimicos com o reagente de Malile
para detectar diferencas na composicao da lignina entre os dois genétipos. O polimero
da lignina é composto por trés subunidades distintas (S, G e H) (Figura 11B), as quais
podem variar em sua proporcdo de acordo com o grupo de plantas como
monocotiledéneas e dicotiledéneas ou até mesmo com o tipo celular em uma mesma
planta (Peter and Neale 2004; Weng and Chapple 2010; Delaux et al. 2012). Foram
realizados cortes a mao dos caules e peciolos, mas devido a dificuldade em cortar
peciolos a mdo somente os cortes dos caules foram apresentados (Figura 14). A
coloragao vermelha indica um polimero de lignina cuja constituicdo revela uma maior
porcentagem de unidades S, ao passo que uma coloracdo marrom indica maior
porcentagem de unidades G em sua composi¢cdo. De acordo com a Figura 14 o
selvagem apresenta na regido das células que compdéem o xilema lignina com uma
composicao mais rica em unidades G, enquanto as células que se encontram na regiao
das fibras apresentam lignina com maior proporcao de unidades S. De modo
interessante, foi observado um padrdo de composicao de lignina diferente no mutante.
Nas células que compdem o xilema houve uma aparente diferenga no tom de marrom
apresentado, mais escuro no mutante, contudo na regido das fibras, ocorreu uma
intensa diferenca na coloracdo, que foi marrom no mutante, indicando um maior
conteudo de unidades G, o que difere bastante com o obervado no selvagem. Cabe
ressaltar que houve grande variagcdo nas amostras do mutante, pois essa diferenca tao
contrastante foi observada em apenas 50% dos mutantes analisados (n=4). Dessa
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forma é importante realizar uma analise quantitativa da composi¢do dessa lignina com

cromatografia gasosa, por exemplo, para confirmar esses resultados.
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FIGURA 13: SeccoOes transversais de peciolos de Arabidopsis thaliana selvagem e

mutante nia1 nia2 coradas para lignina utilizando o corante azul de toluidina.

As seccdes (A,C e E) correspondem ao selvagem e (B,D e F) ao mutante — (E-F) Imagens

utilizando luz polarizada. As barras indicam 100 um (A-B) e 20 um (C-F). xi: xilema, fl: floema.
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FIGURA 14: Seccoes transversais de bases de caules maduros de Arabidopsis thaliana
selvagem e mutante nia1 nia2 coradas para lignina utilizando o reagente Maiile.

As seccbes (A,C e E) correspondem ao selvagem e (B,D e F) ao mutante — (A-B) Caules
maduros, (C-D) regido que contém as fibras e (E-F) células do xilema. As barras indicam 100
um (A-B) e 20 um (C-F).
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4.5 Andlise da expressdo de genes da via de transducdo de sinal da auxina (TIR1,
ILL1e GH3) e do etileno (ACCS7)

A expressao de trés genes envolvidos na via de transdugédo de sinais da auxina
foi analisada em plantas do genétipo selvagem (resistente) e mutante (susceptivel)
infectadas ou ndo com a bactéria (Figura 15). O gene GH3 atua na conjugacao de AlA a
aminodcidos reduzindo os niveis desse horménio livre, o qual tem a capacidade de se
ligar a receptores e desencadear respostas celulares (Woodward and Bartel 2005). A
expressao desse gene foi estimulada pela infeccdo e pelo NO nos dois gendétipos
(Figura 15A). O aumento da expressao com o tratamento de NO ocorreu tanto em
plantas ndo infectadas como nas infectadas na mesma proporgcéo, ou seja, 0 aumento
da expressao em plantas infectadas tratadas com NO foi a soma do estimulo causado
pelo NO e pela infeccao separadamente. Tanto a inducdo da expressao causada pela
infecgdo quanto a causada pelo NO foram mais evidentes do gendtipo mutante.

O gene ILL1 tem fungédo antagbnica ao GH3 e codifica uma enzima responsavel
por hidrolisar a auxina conjugada ao aminoacido tornando-a livre (Woodward and Bartel
2005). A expressao desse gene foi inibida em ambos os gendétipos tanto pela infeccao
com a bactéria quanto pelo tratamento com NO (Figura 15B). A inibicdo provocada pelo
tratamento com NO ocorreu em plantas infectadas e ndo infectadas sendo que nesta
ultima a inibicao foi mais acentuada (cerca trés vezes menos expresso), enquanto nas
plantas infectadas a inibigcao foi aproximadamente de duas vezes.

O padrao de expressao do gene TIR1, um receptor de auxina, foi bastante similar
ao do /LL1 (Figura 15C). TIR1 também foi inibido pela infeccao e pelo tratamento com
NO em plantas controle nao infectadas e infectadas e a inibicao foi mais evidente em
plantas ndo infectadas (seis vezes menos expresso ao passo que na planta infectada a
expressao é trés vezes menor). O esquema da Figura 16 ilustra como a regulacao
desses genes interfere no processo de sinalizagao da auxina.
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FIGURA 15: Expressao relativa de genes da via de transducao de sinais da auxina em A.
thaliana.

Folhas do gendtipo selvagem e mutante nial nia2 controle (MgCl,) e infectadas com a bacteria
Pseudomonas syringae (5x10° cel.mL') e fumigadas com o gas NO (60ppm) ou com ar
comercial (controle) por 12 horas tiveram sua expressdo génica avaliadas. (A) Expressao
relativa do gene GH3, que codifica uma enzima responsavel pela conjugacdo da auxina a
aminoacidos, (B) expressao relativa de ILL1, o qual codifica uma enzima responsavel por
hidrolisar auxinas conjugadas a aminoacidos e formar auxina livre e (C) expressao relativa de
TIR1 gene que codifica uma proteina do complexo receptor de auxina. As barras indicam
médias + SE (n=4). Valores que diferem significativamente de acordo com one-way ANOVA
(P<0,05) seguido do teste Tukey estdo marcados com letras diferentes.
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FIGURA 16: Esquema representativo da via de transducao de sinal da auxina.

Nesta figura esta representada a inibicdo da via, segundo os resultados de expressao génica
obtidos, que favorece o processo de defesa da planta ao reduzir seu crescimento e

desenvolvimento.
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A enzima ACC Sintase atua na sintese do acido 1-carboxilico-1-amino
ciclopropano que por sua vez, mediante acdo da enzima ACC Oxidase, produzird o
etileno (Figura 17B). Além dos tratamentos anteriores, os niveis de expressao do gene
ACCS7 também foram analisados utilizando-se uma concentracao menor de NO com o
objetivo de descartar uma possivel acdo antag6nica desse gas comparando-se uma
concentracdo baixa com outra mais alta (Figura 17). A expressao do ACCS7 foi
bastante estimulada pela infeccdo, por volta de cinquenta vezes no mutante e
dezessete vezes no gendtipo selvagem. Por sua vez o NO inibiu a expressao desse
gene em ambos os gendtipos tanto em plantas infectadas como n&o infectadas com
uma inibicdo mais evidente no mutante, principalmente no mutante infectado. O
aumento da concentracdo de NO nao acarretou nenhum efeito antagénico ou toxico
para a planta, apenas evidenciou o efeito produzido na concentragcdao mais baixa,

seguindo exatamente a mesma tendéncia.
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FIGURA 17: Expressao relativa, determinada por qRT PCR, do gene ACCS7 em
Arabidopsis thaliana selvagem e mutante nia1 nia2 e esquema da via de biossintese de

etileno.

(A) Folhas de plantas selvagem e mutante foram inoculadas com a bactéria P. syringae ou seu
controle MgCl, e fumigadas com gas NO (10 e 60 ppm) ou ar comercial puro. A expressao
génica foi analisada apéds 12 h de tratamento. (B) Esquema representativo da via de biossintese
de etileno. As barras indicam médias + SE (n=4). Valores que diferem significativamente de
acordo com one-way ANOVA (P<0,05) seguido do teste Tukey estdo marcados com letras
diferentes.
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5 DISCUSSAO

O NO vem despontando como um radical sinalizador essencial para os vegetais
e sua relevancia na defesa da planta contra o ataque de patdgenos estd sendo cada
vez mais reconhecida (Delledonne et al. 1998; Romero-Puertas et al. 2004). Um evento
chave na ativacdo da imunidade da planta é a alteracdo transiente da transcricéo
génica e da homeostase redox da célula. NO vem emergindo como um elemento chave
na coordenagao dessas alteracées necessarias para o estabelecimento da resisténcia
(Delledonne et al. 1998; Parani et al. 2004; Ferrarini et al. 2008).

Trabalhos anteriores de nosso laboratério mostraram que o mutante de A.
thaliana duplo-deficiente para a NR (nia1 nia2) é susceptivel a bacteria P. syringae,
apresentando HR prejudicada (Modolo et al 2006), e que essa susceptibilidade néao é
devida a sintese deficiente de aminoacidos (Oliveira et al, 2009), mas sim de NO
(Modolo et al. 2005, 2006). No presente trabalho, a fumigagéo de plantas nial nia2 com
0 gas NO reduziu os sintomas da evolugdo da doenga e o crescimento bacteriano a
niveis semelhantes ao do selvagem, tornando o mutante capaz de resistir a infecgéo
(Figuras 7 e 8). Desse modo reforcamos que o NO é essencial para a resposta de
defesa no mutante de A. thaliana nial nia2.

A capacidade do mutante nia1 nia2 em responder a infeccdo da bactéria através
da alteracdo na transcricdo de genes relacionados a defesa foi avaliada e comparada
com a resposta do selvagem e da fumigacdo com o gas NO. O mutante nial nia2 foi
capaz de alterar a expressao de diversos genes relacionados a defesa, embora em
alguns casos a intensidade de resposta tenha sido menor em relacao a resposta da
planta selvagem. A inoculagdo da bactéria aumentou de forma significativa a expressao
de genes de defesa da via do acido salicilico (SA), PR1, embora a inducdo de PR1
tenha sido muito mais intensa e rapida na planta selvagem (Figura 6). Os resultados
mostraram que a inoculacédo da bactéria leva a um aumento na inducado de PR1 muito
maior no selvagem do que na planta mutante ap6s 6 horas de inoculagédo (250 versus
50 vezes) (Figura 6C). Todavia, quando as plantas infectadas foram fumigadas com NO
houve uma diminui¢cdo na expressdo de PR1 em ambos os gendtipos (Figura 6B), além
de outros genes da via do SA que também foram reprimidos em plantas nial nia2
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infectadas (Figura 4). Mesmo assim, a planta mutante foi capaz de reduzir os sintomas
da infeccdo demonstrando resisténcia ao patégeno (figura 8 A e B).

O efeito atenuador do NO na expressao de genes de defesa deve resultar de sua
acao bactericida, diminuindo o inéculo efetivo da bactéria na planta (Figura 8C).
Analisando os resultados da figura 8D podemos sugerir que esse efeito bactericida do
NO seria em conjunto com o H>O.. Interessantemente, folhas do mutante nial nia2
foram capazes de produzir H>O, em resposta ao patégeno, apesar de o padrao
temporal de producdo desse composto ter sido diferente do observado em plantas do
genotipo selvagem (Figura 9). Todavia, o crescimento bacteriano nas folhas nial nia2
s6 foi prevenido apds a fumigagdo com NO (Figura 7). Assim, somente 0 aumento da
producdo de HxO, ndo é suficiente para tornar a planta resistente, sendo necessario
também o NO. Esses resultados estdo de acordo com trabalhos que mostram que
somente o aumento de ROS nao é suficiente para induzir a resisténcia na planta (Grant
and Loake 2000). E importante dizer que esse balanco de NO e H»0; ja foi mostrado
ser crucial para causar morte da célula vegetal (HR) durante a resposta de defesa da
planta (Delledone et al. 2001). Contudo, no presente trabalho foi observada a acgéo
conjunta dessas duas moléculas para provocar a morte direta da bactéria, o que ja foi
observado em animais (MacMicking 1997), e ndo somente da célula do hospedeiro.

Estes resultados s@o bastante interessantes, pois demonstram que na presenga
de NO, a expressao dos genes de defesa sdo atenuados, o que deve ter um efeito
benéfico para a planta que evitaria desperdicio energético durante a resposta de
defesa. Essa hipbétese esta de acordo com dois importantes trabalhos da literatura
(Tada et al. 2008; Wang et al. 2009), que sugeriram que o NO induz mecanismos que
levariam a um controle por “feedback” negativo da resposta de defesa, evitando a
deplecédo de recursos e maiores prejuizos para processos essenciais do crescimento e
desenvolvimento vegetal e da adaptagdo das plantas ao meio onde vivem. Em seu
estudo, Tada e colaboradores (2008) demonstraram que a S-nitrosilacdo de NPR1
favorece a oligomerizacédo dessa proteina, atenuando a transcricdo de genes de defesa.
Ja Wang e colaboradores (2009) verificaram que a S-nitrosilacdo de SABP3, uma
proteina ligante de &cido salicilico, também contribui para a atenuagédo da resposta de
defesa em A. thaliana.

48



A expressdo de genes como PAL1 e CAD1 também foram induzidas pela
bactéria nos dois gendtipos (Figuras 10 e 11), reforcando a idéia de que a
suscetibilidade da nial nia2 nao se deve a expressao prejudicada desses genes de
defesa. A expressao de PALT foi induzida pelo patégeno e pelo NO (Figura 10), o que €
consistente com o papel dos compostos derivados da via dos fenilpropandides na
defesa das plantas (Dixon and Paiva 1995). Além disso, o0 NO antecipou a expressao de
PAL1 em resposta ao patégeno. Na presenca de NO sua expressao é estimulada
decorrida apenas 1 h apés a infeccao, o que evidencia a importancia do NO em ativar a
via dos fenilpropandides. Entretanto, diferentemente do observado para PR1, nao
houve diferenca na expressao de PALT entre selvagem e mutante (Figura 10).

O NO e o patégeno também tiveram o interessante efeito de estimular a
expressdao de CADT1 (Figura 11), o que sugere que esses tratamentos poderiam
estimular a sintese de lignina, para criar uma barreira mais rigida e seus monoligndis
precursores, 0s quais poderiam funcionar como defesas quimicas (Vorwerk et al. 2004;
Naoumkina et al. 2010). Consistente com esta hipétese folhas do genétipo selvagem
apresentaram um conteudo de lignina maior em relacdo ao mutante (Figuras 12 e 13),
sugerindo um possivel papel do NO oriundo da atividade NR em estimular a biossintese
desse composto, talvez mediante regulacdo de expressao génica. Seria necessaria a
analise do conteudo de lignina em plantas tratadas com o gas NO para confirmar esse
resultado. Ainda, de modo bastante interessante o NO pode possuir um papel
importante ndo somente na quantidade de lignina total produzida, mas interferindo na
composicdo desse composto, uma vez que plantas nial nia2 apresentaram maior
proporcado de unidades G em sua composicao (Figura 14). Trabalho recente de nosso
grupo (Santos-Filho et al. 2012) mostrou que a conversao de sinapoilglicose (SG) em
sinapoilmalato (SM), catalisada pela enzima sinapoilglicose:malato sinapoiltransferase
(SMT) é prejudicada no mutante nial nia2. A atividade prejudicada da SMT no
mutante nia1 nia2 foi atribuida aos baixos niveis de NO na planta. Como consequéncia,
o SM, que é um dos produtos finais da via dos fenilpropandides em A. thaliana, é
acumulado na planta selvagem, mas ndo no mutante. Em vista dos presentes

resultados sobre a composicdo de lignina, € possivel que a deficiéncia na via dos
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sinapaldeidos no mutante nial nia2, provoque um desvio para a formagéo de lignina a
partir de outros precursores, como o coniferaldeido.

Ja foi demonstrado que em trigo o aumento de lignina em resposta ao ataque de
um patégeno biotréfico, é devido somente ao acumulo de subunidades siringil,
sugerindo um papel importante do tipo de composicao da lignina para uma resposta de
defesa eficaz (Menden et al. 2007). Sao necessarios estudos com outras técnicas que
confirmem esses resultados, de modo a reforcar a hipotese de que o NO interfere na
biossintese de lignina. Além disso o gene CAD1 faz parte de uma familia multigénica
composta por 9 genes, cujas fungdes ainda ndo estdo muito bem elucidadas (Raes et
al. 2003; Sibout et al. 2003) e ja foi mostrado que ha redundancia de expressao entre
alguns genes (Sibout et al. 2005). Ainda o silenciamento de um unico gene que codifica
para uma das enzimas atuantes na via de biossintese de lignina ndo resulta em
diferencas na quantidade de lignina total (Eudes et al. 2006), sendo assim, uma vez que
a via de biossintese de lignina constitui uma rede bastante complexa e interligada
(Figura 11B), seria interessante analisar a expressao do conjunto de CADs para avaliar
mais profundamente como esses genes sao alterados no mutante nia? nia2 e qual o
efeito do NO nessa regulagéo.

Atualmente sabe-se que a resposta ao estresse bidtico envolve também a
sinalizacdo hormonal e que as cascatas sao ativadas de maneira diferente na resposta
a patégenos biotroficos e necrotréficos. Assim, na resposta de resisténcia a patégenos
biotréficos as vias de sinalizacdo SA, ABA, GA, BR regulam de maneira positiva
enquanto que as vias de JA, ET, AUX, CK regulam negativamente a resisténcia da
planta (Bari and Jones 2009). De acordo com isto, a inoculagao de P. syringae alterou a
expressao de genes da via da auxina (T/R1, GH3, ILL) de modo a inativar a sinalizagéao
do horménio (Figura 16), uma forma de a planta reduzir o crescimento na folha
infectada e poupar energia que sera investida na ativacdo de mecanismos de defesa.
Ja foi mostrado que plantas deficientes na producéao de auxina poderiam se tornar mais
resistentes a patégenos (Navarro et al. 2006) e o fato do NO também inibir a via das
auxinas estd de acordo com o papel do NO no estabelecimento da resisténcia da
planta. J& em raizes observou-se que o NO parece atuar regulando positivamente a via
da auxina e estimulando a formacéao de pelos radiculares (Lombardo et al. 2006). Esses
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resultados sugerem que o papel do NO em estimular ou inibir a via da auxina depende
do érgao da planta, folha ou raiz, em que exercerda sua fungdo reguladora. Outro
hormonio importante na resposta de defesa é o etileno (Van Loon et al. 2006a; Leon-
Reyes et al. 2009), um importante horménio vegetal envolvido no processo de
senescéncia foliar e responsavel pelo aspecto amarelado de folhas senescentes (Chen
et al. 2012). A inoculagdo da bactéria induziu a expressdo de genes da sintese de
etileno, enquanto a fumigacédo com NO reprimiu sua expressao tanto na selvagem como
na mutante (Figura 17). Existem na literatura resultados discrepantes em relacdo a
funcdo do etileno durante a interacdo planta-patégeno. O aumento na producdo de
etileno no local da infeccdo pode estar associado a ativagdo da percep¢ao do patégeno
pela planta e contribuir para o estabelecimento da resisténcia, mas também hé
resultados em que plantas mutantes incapazes de produzir etileno ficam mais
resistentes a bactéria Pseudomonas syringae. O etileno quando aplicado antes da
infeccdo promove a resisténcia da planta, contudo se aplicado durante ou apoés a
infeccao favorece a proliferacao do patégeno. Em se tratando de um gas que pode se
difundir facilmente entre as células é possivel que o aumento do etileno no local da
infeccdo se espalhe para as células vizinhas o que as ajudaria a conter a infecgdo
(Revisado por Van loo 2006). O NO através da inibicdo da sintese de etileno pode
prevenir que um processo de senescéncia descontrolado se espalhe através de folhas
néo infectadas. De fato, a clorose observada em nial nia2 infectadas foi prevenida nas
plantas tratadas com NO (Figura 8A e B), entdo o NO parece modular o efeito do etileno
durante a resposta de defesa da planta opondo-se ao efeito senescente do etileno em
folhas infectadas. Outros trabalhos j& mostraram que o NO possui 0 papel de inibir o
etileno em frutos e em folhas, retardando seu amadurecimento e senescéncia
(Manjunatha et al. 2010)

Esses resultados sugerem também que o nivel basal de NO mantido pela
atividade NR, seria importante em atenuar gastos energéticos associados a modulacao
das vias de sinalizacdo de hormdnios relacionadas com SA para o estabelecimento da
resisténcia (Spoel and Dong 2008). Ainda, a expressdao de ACCS7 em resposta a
infeccao foi mais intensa em nial nia2 (Figura 17). O mesmo padréo foi observado no
gene da via da auxina GH3, cuja inducao foi mais intensa em niainia2 (Figura 15).
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Em resumo, as analises de expressdao génica mostraram que varios dos genes
envolvidos na resposta de defesa tiveram sua expressdo modulada em folhas de A.
thaliana selvagem e NR-deficiente de maneira a induzir a resisténcia a infeccao de P.
syringae. Apesar disto, a inoculagédo da bactéria no mutante resulta numa evolugéo dos
sintomas muito mais intensa que no selvagem, ocorrendo espalhamento do patégeno
na planta. Quando a nial nia2 é infectada e fumigada com o gas NO, ainda que
apresentando sintomas reduzidos da doencga, a expressdo dos genes PRs € inibida. A
atenuacao da resposta de defesa mediada por SA pode estar relacionada a um efeito
microbicida direto do NO em conjunto com o H»O,, além do papel regulatério da S-
nitrosilacao (Spoel and Loake, 2011). Ainda, na planta selvagem a expressao de outros
genes de defesa relacionados a vias hormonais foi atenuada, sugerindo que a
manutencdo da atividade NR e, consequentemente, de niveis basais de NO mais
elevados (Modolo et al. 2005), resulta num menor gasto energético durante a resposta
de defesa. Em conjunto, os resultados demonstram o importante papel da NR na
modulacado dos mecanismos de resisténcia das plantas a patégenos, mediados por NO.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que a susceptibilidade de plantas de
Arabidopsis thaliana nia1 nia2 é devida a seus baixos niveis de NO, uma vez que

a fumigacao com NO conferiu resisténcia a planta infectada.

O NO ¢é importante para modular a expressdo de varios genes
independentemente da infecgéo por P. syringae como no caso da PR1, CAD1 e
PALT.

Em plantas inoculadas com P. syringae o NO exerce um efeito microbicida
juntamente com H>O, que diminui o inéculo. Esse efeito sinérgico do NO com
H-O> na inducédo de morte celular durante a HR é bem estabelecido, mas neste
trabalho foi demonstrado que o NO possui um efeito microbicida direto que
permite a atenuacao da expressdo dos genes relacionados a defesa PR1 e
PAL1. Essa resposta pode ser importante para prevenir o desperdicio de energia
durante a resposta de defesa.

O NO modulou a expressao de genes envolvidos na via de sinalizagdo da auxina,
de modo a inibi-la, o que o poderia prevenir o gasto de energia, que seria
utilizado para o crescimento, durante a resposta de defesa.

O NO também inibiu a expressédo de gene relacionado a biossintese de etileno.
Esse horménio é conhecido por atuar no processo de senescéncia foliar
induzindo o envelhecimento de folhas o que pode favorecer o processo de
infeccdo. A inibicdo desse horménio poderia retardar o processo de

envelhecimento celular e também o desenvolvimento da infeccao.
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e O mutante nial nia2, que possui niveis enddgenos mais baixos de NO,
apresentou menor quantidade de lignina total em suas folhas e diferengca em sua
composi¢cdo nos caules, reforcando a hipétese de envolvimento do NO na

biossintese de lignina, talvez mediante a regulacdo da expressao génica.
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