UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
CENTRO DE ENERGIA NUCLEAR NA AGRICULTURA

JULIANA DEGANELLO

Avaliacdo da contribuicido dos hormonios vegetais na interagéo

Moniliophthora perniciosa x Solanum lycopersicum

Piracicaba
2012






JULIANA DEGANELLO

Avaliacdo da contribuicdo dos hormaonios vegetais na interacéo

Moniliophthora perniciosa x Solanum lycopersicum

Dissertacdo apresentada ao Centro de Energia
Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao
Paulo, para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de concentraco: Biologia na Agricultura e
no Ambiente

Orientador: Prof. Dr. Antonio Vargas de
Oliveira Figueira

PIRACICABA
2012



AUTORIZO A DIVULGAGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR QUALQUER
MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE

QUE CITADA A FONTE

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo (CIP)
Secdo Técnica de Biblioteca - CENA/USP

Deganello, Juliana

Avaliacdo da contribuicdo dos horménios vegetais na interacdo Moniliophthora
perniciosa x Solanum lycopersicum / Juliana Deganello; orientador Antonio Vargas de
Oliveira Figueira. - - Piracicaba, 2012.

118 p.:il.

Dissertacdo (Mestrado — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias. Area de
Concentragdo: Biologia na Agricultura e no Ambiente) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de S&o Paulo.

1. Basidiomycota 2. Biologia molecular vegetal 3. Expressdo génica
4. Microscopia eletronica 5. Solanaceae 6. VVassoura-de-bruxa I. Titulo

CDU (577.17 +581.2) : 632.27




Aos meus pais Nivaldo e Vania e a minha irma Ligia, pelo amor, confianca e apoio
incondicional na realizagédo de todos meus sonhos. Sem vocés minhas conquistas ndo seriam

possiveis.

DEDICO






AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela saude e forca em todos os momentos da minha vida;

Ao Prof. Dr. Antonio Figueira pela orientacdo, confianca, dedicacdo e pelo exemplo

profissional;

Ao Programa de Pés-Graduacdo do CENA/USP pelas oportunidades concedidas

durante o mestrado;

Ao Prof. Dr. Gildemberg Leal Jr., ou melhor, Jupara, pelos valiosos ensinamentos, e

contribuicdo irrestrita em todos 0s momentos da realizacdo deste trabalho;

Ao Prof. Dr. Lazaro Eustaquio Pereira Peres, pela disponibilidade dos materiais e

esclarecimentos em muitos momentos da minha pesquisa;

Ao Dr. Paulo Albuquerque pela atencéo e contribui¢6es ao longo do meu trabalho;

Aos técnicos Wlamir Godoy e Raquel Orsi pela disponibilidade em sempre ajudar;

A técnica Ménica L. Rossi, do Laboratério de Histopatologia e Biologia Estrutural

de Plantas do CENA/USP, pela disposicao e enorme empenho nas analises de microscopia;

A Dra Neusa L. Nogueira pela oportunidade concedida para realizagdo dos trabalhos

em microscopia;

Ao Dr. Elliot Watanabe Kitajima por disponibilizar os microscopios para realizacao
desse trabalho;

Aos funcionarios do NAP/MEPA-ESALQ/USP pela disponibilidade e auxilio nos

experimentos de microscopia;

A bibliotecéria Marilia Henyei pela ajuda com a correcdo do trabalho;



A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo pela concesséo de bolsa
de estudo e apoio financeiro para realizagdo desta pesquisa;

Aos meus pais Nivaldo e Vania, e minha irmd Ligia, que mesmo longe, sempre se
fizeram presentes em seu enorme amor e carinho, obrigada por acreditarem em mim e nunca

me deixar desanimar;

As minhas queridas avos Elza e Maria, por sempre torcerem por mim e acreditarem

em meu potencial;

As minhas grandes amigas Danielle Scotton e Layanne Souza, as “Gras”, que
tornaram minha pos-graduacdo muito mais divertida, agradeco pela amizade, e troca de
experiéncias, carinho, além da disponibilidade em ajudar sempre que possivel nos

experimentos em casa de vegetacéo;

Aos meus queridos colegas de ‘salinha’ Jodo Felipe Nebo, Juliana Leles e Eduardo
Bressan, pelo bom humor e conversas animadas, além da disponibilidade em sempre auxiliar

com meu trabalho;

Aos integrantes e ex-integrantes do Laboratério de Melhoramento de Plantas: Aline
Campos Harissis, Amanda de Almeida Jesus, André Luiz Tagliaferro, Angela Sanche Artero,
Celso Gaspar, Deborah Sanae Nishimura, Gislayne de Araujo Bitencourt, llse Fernanda
Ferrari, Isabela Amaral de Camargo, Joni Esrom Lima, Leticia Bilato Sergio, Luis Henrique
Damasceno, Maria Lorena Sereno, Mariana Belloti, Mariele Vitti, Melissa Alves, Renato
Ferreira, Roberto de Almeida Camargo, Tais Tomazin, Thaisa Tessuti, Verusca Rossi pelo

convivio e troca de experiéncias.

Todo meu carinho e agradecimento!



RESUMO

DEGANELLO, J. Avaliagdo da contribuicdo dos hormonios vegetais na interacéo
Moniliophthora perniciosa x Solanum lycopersicum. 2012. 118 p. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2012.

A vassoura-de-bruxa consiste numa importante enfermidade do cacaueiro (Theobroma
cacao), causada pelo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa e caracterizada pelos sintomas
de inchamento e indugdo de brotacGes laterais nos ramos infectados. O mecanismo de
resisténcia do cacaueiro a M. perniciosa ainda é desconhecido e o longo ciclo de vida da
espécie dificulta o seu estudo. Isolados do bi6tipo-S do patégeno infectam o tomateiro
(Solanum lycopersicum), cuja cultivar miniatura ‘Micro-Tom’ (MT) consiste num potencial
modelo genético para o estudo da interacdo. A avaliagdo desse modelo foi iniciada com a
caracterizacdo sintomatologica de MT a inoculagbes com isolados de M. perniciosa do
bidtipo-S. Os sintomas avaliados nas plantas infectadas foram engrossamento do caule e
desenvolvimento de ‘vassouras laterais’. Na caracterizag¢do histopatoldgica da interacdo MT e
M. perniciosa por microscopia eletronica de varredura foi observada a germinagédo
preferencial de basidiosporos na base dos tricomas com pontos de penetracdo através de
ferimentos e diretamente pela epiderme. Foi observado por microscopia éptica, aumento no
volume celular de plantas infectadas e, a microscopia eletronica de transmissdo detectou a
colonizacdo da regido intercelular pelo fungo com formacdo de matriz extracelular
envolvendo a hifa. A contribuicdo dos horménios vegetais na patogénese foi avaliada por
meio de mutantes e plantas transgénicas no background ‘Micro-Tom’ com alteragdes nas vias
de biossintese ou percepcdo hormonal. As classes hormonais e gendtipos avaliados foram
brassinosterdide (curl3), auxina (diagiotropica), etileno (epinastic e Never ripe), &cido
abscisico (notabilis) giberelina (procera), &cido jasmonico (jasmonic acid insensitive le
prosistemina), citocinina (CKX2) e acido salicilico (NahG). Os gen6tipos que se mostraram
mais susceptiveis a infeccdo por M. perniciosa avaliado por taxa de infeccdo de plantas,
guando comparados ao MT foram epinastic, notabilis, procera e jasmonic acid insensitive 1,
sendo que os restantes foram menos susceptiveis, sugerindo que possivelmente a reducdo da
susceptibilidade a M. perniciosa relaciona-se ao aumento nos niveis de jasmonato (JA), em
contraponto com o &cido salicilico (AS), que quando em niveis elevados parece aumentar o
nimero de plantas sintomaticas. A infeccdo cruzada por isolados do bidtipo-C foi
caracterizada em MT, mutantes hormonais e transgénicos, contudo ndo foi possivel observar
sintomas em nenhum genoétipo. A interacdo entre M. perniciosa do bio6tipo-S e -C e MT foi
avaliada por expressao de genes envolvidos na resposta de defesa da planta por RT-qPCR.
Apbs a inoculacdo com o bioétipo-S, o maior nimero desses genes apresentou acumulo de
transcritos 48 h apds a inoculagdo, seguido do momento a 120 h. Em contrapartida, nas
inoculagbes com o biotipo-C, a inducdo dos genes deu-se no periodo de 48 h, porém a
resposta atingiu os maiores niveis de expressdo 72 h ap6s a inoculagdo. Mutantes hormonais
(jasmonic acid insensitive 1 e curl3) e plantas transgénicas (prosistemina e NahG) também
foram avaliados para expressao de genes ligados a resposta de defesa das plantas por RT-
gPCR. Os dois gen6tipos transgénicos que se mostraram menos susceptiveis, demonstraram a
expressao de um inibidor de proteinase sinalizado pela via de JA, corroborando a hipotese que
a reducdo no numero de plantas com infeccdo por M. perniciosa esteja ligada a ativagdo da
via do &cido jasmonico.

Palavras-chave: Moniliophthora perniciosa. Micro-Tom. Hormonios vegetais. Vassoura-de-
bruxa. Interagdo planta-patégeno.






ABSTRACT

DEGANELLO, J. Evaluation of the contribution of plant hormones in the interaction
Moniliophthora perniciosa x Solanum lycopersicum. 2012. 118 p. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2012.

Witches’ broom disease is a major disease of cacao (Theobroma cacao), caused by the
basidiomycete Moniliophthora perniciosa, characterized by symptoms, such as tissue
swelling and induction of lateral buds in infected branches. Cacao resistance mechanisms
against M. perniciosa remain unknown, and the long lifecycle of such species impairs the
study of the interaction. Moniliophthora perniciosa S-biotype- isolates infect tomato
(Solanum lycopersicum), and the miniature cultivar ‘Micro-Tom’ (MT) is a potential genetic
model for the study of plant and pathogen interaction. Evaluation of this model started with
the characterization of symptoms in MT plants inoculated with S-biotype isolates. Symptoms
evaluated were stem swelling and the development of lateral broom. Through histological
characterization of the interaction by scanning electron microscopy, it was possible to observe
the preferential germination of basidiospores in the base of trichomes, with penetration points
through wounds or directly through the epidermis. Increase in cellular volume in infected
tissues was observed by light microscopy, and the colonization of the intercellular region by
the fungus was detected through transmission electron microscopy, with the formation of an
extracellular matrix involving the hypha. The contribution of plant hormones during
pathogenesis was evaluated through the use of mutants and transgenic plants on the ‘Micro-
Tom’ background with alterations in hormonal biosynthetic pathways or perception/signaling.
The hormonal classes and genotypes evaluated were for brassinosteroids (curl3), auxin
(diageotropica), ethylene (epinastic and Never ripe), abiscisic acid (notabilis); gibberellin
(procera); jasmonic acid (jasmonic acid insensitive 1le prosistemina); cytokinins (CKX2) and
silicic acid (NahG). The genotypes epinastic, notabilis, procera e jasmonic acid insensitive 1
behaved as being more susceptible to M. perniciosa infection when compared to MT, while
the remaining mutants were less susceptible, suggesting that the reduction in susceptibility to
M. perniciosa might be related to the increase in jasmonate levels (JA), in the opposite to the
levels of salicylate, which seems to increase together with the increase of symptomatic plants.
Cross infection with biotype-C isolates was characterized in MT, hormonal mutants and
transgenic plants, however typical symptoms of the disease were not observed in any of the
genotypes inoculated. Genes involved in plant response and defense were evaluated for
expression levels by RT-gPCR in the interaction between M. perniciosa S-and C-biotype with
MT . After inoculation with S-biotype, the largest number of genes were up-regulated 48 h
after inoculation, followed by a peak at the 120 h sampling. On the other hand, for C-biotype
inoculation, gene induction started 48 h after inoculation, but the largest number of transcripts
was detected after 72 hours. Hormonal mutants (jasmonic acid insensitive 1 and curl3) and
transgenic plants (prosistemina and NahG) were also assessed for expression levels of genes
related to plant response and defense. Both transgenic genotypes which behaved less
susceptible to the disease showed up-regulation of a proteinase inhibitor typically signaled by
JA pathway, corroborating the hypothesis that the reduction of the number of plants infected
by M. perniciosa may be related to the jasmonic acid pathway.

Keywords: Moniliophthora perniciosa. Micro-Tom. Plant hormones. Witches’ broom. Plant-
pathogen interaction.
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1. INTRODUCAO

A vassoura-de-bruxa, causada pelo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa
(AIME; PHILLIPS-MORA, 2005) [syn. Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer;
Marasmiaceae] € a principal enfermidade que afeta o cacaueiro (Theobroma cacao), restrita a
Ameérica do Sul e Caribe (PURDY; SCHMIDT, 1996). A doenca é endémica da regido
Amazonica e a sua introducdo em regides produtoras de cacau provocou o colapso das
lavouras, tendo ocorrido mais recentemente no sul da Bahia (ANDEBRHAN et al., 1999)
transformando o Brasil, um pais tipicamente exportador, em importador de cacau.

A infeccdo em cacaueiro pelo fungo hemibiotrofico M. perniciosa, que apresenta
fase parasitica e fase saprofitica, ocorre por meio da penetracdo dos tubos germinativos
originado dos basididsporos, em tecidos meristematicos, ou seja, lancamentos foliares novos,
almofadas florais e frutos em desenvolvimento (PURDY; SCHMIDT, 1996). Quando a
infeccdo se mostra efetiva, as plantas apresentam sintomas de inchamento e excesso de
brota¢des em ramos novos (‘vassouras verde’), desenvolvimento de flores anormais e frutos
parternocarpicos, além de surgimento de manchas necréticas em frutos em desenvolvimento
(PURDY; SCHMIDT, 1996). O ciclo da doenga completa-se quando as vassouras necrosadas
e frutos infectados produzem os basidiocarpos que liberam esporos na atmosfera, aptos a
causar infeccdo em outras plantas de T. cacao (PURDY; SCHMIDT, 1996). O controle da
vassoura-de-bruxa pauta-se na poda fitossanitaria, controle quimico e bioldgico, e
principalmente na resisténcia genética (LEAL JUNIOR, 2006). Programas de melhoramento
de cacaueiros ja demonstraram resultados significativos, produzindo clones com diferentes
graus de resisténcia a doenca e alta produtividade. Porém, quando se considera a variabilidade
do patdgeno e o ndmero restrito de acessos com caracteristicas de resisténcia, faz-se
necessario a obtencdo de novas fontes de resisténcia ao M. perniciosa, sendo esta uma das
prioridades dos programas de melhoramento conduzidos pela Comissdo Executiva do Plano
da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) do Ministério da Agricultura e Pecuaria (LEAL JUNIOR,
2006). Diante desses entraves atribuidos no melhoramento, a elaboracdo de novas estratégias
de controle por meio de estudos moleculares mostra-se uma alternativa promissora para o
manejo da doencga vassoura-de-bruxa, sendo o estudo da interacdo entre T. cacao e
M. perniciosa alvo de projetos de pesquisa que propOe elucidar a biologia do fungo e os

diversos mecanismos de defesa acionados pela planta frente o ataque do patégeno.
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Hormonios vegetais desempenham papel crucial na sinalizacdo da resposta de defesa
em plantas quando desafiadas por patégenos, sendo que o &cido salicilico (AS), etileno (ET) e
acidos jasmonico (JA) demonstram uma maior importancia no mecanismo de interacao
planta-patogeno (ROBERT-SEILANIANTZ; GRANT; JONES, 2011). Nesse contexto, a
resisténcia do tipo ‘gene-a-gene’, proposto por Flor (1971), se manifesta contra patdgenos
biotréficos, com a resposta de resisténcia caracterizada pela morte celular localizada no ponto
de infeccdo, denominadas de resposta de hipersensibilidade (HR), aliada a ativacdo da
resposta imune sistémica mediada pelo hormonio vegetal acido salicilico, sendo o sinal movel
o metil salicilato (GLAZEBROOK, 2005; SMITH; DE MORAES; MESCHER, 2009; PARK
et al., 2007). Nas avaliacdes de resisténcia de T. cacao a M. perniciosa ndo foi observada a
resposta de hipersensibilidade, tanto para o genétipo resistente ‘Scavina 6’ ¢ seus derivados,
quanto para as novas fontes recentemente descritas ‘CAB 214’ ou ‘CAB 208’ (LEAL
JUNIOR; ALBUQUERQUE; FIGUEIRA, 2007; SILVA; MATSUOKA, 1999). O
mecanismo de resisténcia observado em cacaueiro contra M. perniciosa parece ocorrer nas
primeiras 48 h ap6s a inoculacdo e se caracteriza pela contencdo do crescimento micelial no
material resistente, com a reducao da colonizacdo e a consequente auséncia ou atenuacdo dos
sintomas da doenca (LEAL JUNIOR; ALBUQUERQUE; FIGUEIRA, 2007; SILVA;
MATSUOKA, 1999). Esse tipo de resposta de defesa tipicamente tende a ser caracterizada
como a resposta regulada pelo jasmonato e/ou etileno, que tem como funcdo restringir a
colonizacao de tecidos infectados pelo patdgeno, com a atenuacdo dos sintomas manifestados
(VIJAYAN et al., 1998; FEYS; PARKER, 2000; POZO; VAN LOON; PIETERSE, 2005;
BROEKAERT et al., 2006; BARI; JONES, 2009). A modulacdo da resposta a infeccdo por
jasmonato e/ou etileno também esta associada a inducao e producdo da proteina relacionada a
patogénese (PR), tais como osmotina e enzimas liticas de parede celular; defensina; tionina;
inibidores de proteinase; enzimas da sintese de fitoalexinas; e de algumas proteinas de reserva
com atividade antifingica (DEVOTO; TURNER, 2005; LORENZO; SOLANO, 2005; XU et
al., 1994; PAUWELS; INZE; GOOSSENS, 2009).

O horménio vegetal jasmonato igualmente regula a reposta de plantas a estimulos
menos especificos, como a injaria e herbivoria (LI; LI; HOWE, 2001; 2002; BARI; JONES,
2009), e também poderia estar associado aos mecanismos envolvidos com o tipo de
resisténcia mais ampla a nédo-patdgenos, denominada de resisténcia non-host (ZIMMERLI
et al.,, 2004). A resisténcia non-host geralmente ndo apresenta sinais visuais quando
manifestada, e estq associada a mecanismos pré-formados e com producdo de compostos

secundarios, e em alguns casos, € possivel ocorrer resposta de hipersensibilidade (MYSORE;


http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Y26CEi7i8OnOkaJbkLk&name=Smith%20JL&ut=000265726800008&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Y26CEi7i8OnOkaJbkLk&name=De%20Moraes%20CM&ut=000265726800008&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Y26CEi7i8OnOkaJbkLk&name=Mescher%20MC&ut=000265726800008&pos=3
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RYU, 2004; LIPKA; FUCHS; LIPKA, 2008). A resisténcia non-host pode ser caracterizada
por uma sequéncia de obstaculos impostos aos nao-patdgenos, que pode ter como fungédo
evitar a diferenciacdo do patdgeno, antes da penetracdo, por sinais emitidos pela planta; ou
evitar a invasdo por reforco de barreiras pré-formadas ¢ barreiras “ancestrais induzidas”; ou
restringir a interacdo e aquisicdo de nutrientes do hospedeiro; ou promover eventos de
reconhecimento de sistemas de vigilancia robustos independentes de interagdes ‘gene-a-gene’
do tipo R/Avr (LIPKA; FUCHS; LIPKA, 2008). Portanto, a resisténcia non-host envolve
reconhecimento parcial dos microorganismos nao-patogénicos que ativam mecanismos de
protecdo similares aos ativados por estresses abidticos ou bidticos (REIGNAULT;
SANCHOLLE, 2005).

Para o estudo de eventos controlados por horménios vegetais, 0 uso de gendtipos
contrastantes, tais como mutantes, plantas transgénicas e variacdo genética natural, tem se
mostrado bastante vantajoso (KLEE; ESTELLE, 1991; KOORNNEEF; ALONSO-BLANCO;
PEETERS, 1997, MCCOURT, 1999). Embora esse tipo de estudo em T. cacao seja
dificultado ou inviabilizado pelas caracteristicas biologicas dessa espécie de planta, o
patossistema M. perniciosa, dispondo de isolados do bidtipo-S permite a utilizacdo do
tomateiro (Solanum lycopersicum L. Syn. Lycopersicon esculentum Mill.), em especial a
cultivar ‘Micro-Tom” (MT), como modelo de estudo. MT é uma cultivar miniatura de
tomateiro, criada com o propésito de ser usado como planta ornamental, mas seu porte
reduzido (8 cm de altura) e ciclo de vida curto permitiu o uso dessa cultivar como um novo
modelo genético, semelhante ao que se tem hoje para a Arabidopsis thaliana (MEISSNER
etal., 1997).

No presente estudo foi caracterizada a interacdo de M. perniciosa do bidtipo-S e
bidtipo-C em ‘Micro-Tom’, e identificado o papel dos fitohormdnios por meio do uso de
mutantes hormonais e plantas transgénicas em inoculacdes com ambos 0s bi6tipos. Além
disso, o padrdo de expressdo quantitativa de genes relacionados a defesa da planta e
hormonios vegetais foi avaliado durante a interagdo entre M. perniciosa e plantas de MT,

mutantes hormonais e plantas transgénicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mecanismos de resposta de defesa das plantas contra patdgenos

As plantas estdo sujeitas ao ataque de diversos tipos de patdgenos, e em resposta,
expressam mecanismos de defesa que quando acionados percebem a agressao, traduzindo essa
percepcdo em uma resposta adequada e de forma adaptativa (DANGL; JONES, 2001). A
defesa da planta ao ataque do invasor, de maneira geral é efetiva, visto a multiplicidade desses
mecanismos, de modo que na hatureza a resisténcia € uma regra e a susceptibilidade uma
excecao (AGRIOS, 1997).

O modelo proposto por Jones e Dangl (2006) descreve o sistema imune das plantas
em forma de ‘zig-zag’, no qual em um primeiro momento da infecgdo do hospedeiro existe o
reconhecimento, por parte do sistema imune basal de diversas moléculas conservadas em uma
vasta gama de patogenos. Essa deteccdo pauta-se no reconhecimento dos chamados padrdes
moleculares associados a patdgenos, os PAMPs (pathogen associated molecular pattern) ou
MAMPs (microbe-associated molecular pattern), os quais estdo diretamente relacionados a
processos bioldgicos basicos do patdgeno, podendo ser lipossacarideos, quitinases fungicas,
flagelinas bacterianas, entre outros (ZIPFEL; FELIX, 2005). Desse modo, receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs, pattern recognition receptors) com regides repetidas ricas em
leucina (LRR) presentes na membrana plasméatica do hospedeiro, reconhecem os padrdes
moleculares associados a patdgenos, estimulando cascatas de sinalizacBes que envolvem
fluxos de Ca*? no citoplasma, cascata de MAP quinases (MAPKSs, proteinas quinases ativadas
por mitdgenos), producdo de espécies ativas de oxigénio (ROX) e oxido nitrico, resultando
em diversas respostas, incluindo deposicdo de calose para reforcar a parede celular,
fechamento dos estdmatos, inducdo de genes relacionados a defesa e sintese de compostos
antimicrobianos como as PR (proteinas relacionadas a patogénese) (VAN LOON, 1999;
RESENDE et al., 2007; GOHRE; ROBATZEK, 2008). Esse mecanismo de reconhecimento
dos PAMPs/MAMPs e sua respectiva resposta de defesa sdo denominados PTI (PTI, PAMP-
triggered immunity). Se o patdgeno ndo conseguir transpor essa barreira imposta pela planta, a
PTI é desligada, a colonizagdo do patdgeno na regido apoplastica é interrompida e a infec¢do
néo se instala (JONES; DANGL, 2006).
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No entanto a pressdo de selecdo imposta pelos mecanismos de resisténcia favorece
fitopatdgenos que possuem estratégias fundamentais para seu sucesso evolutivo, burlando as
defesas da planta para estabelecer a infec¢do, garantindo a colonizacdo do hospedeiro
(JONES; DANGL, 2006). Sendo assim, no intuito de suprimir a resposta do tipo PTI, o
patdgeno pode liberar os chamados efetores ou proteinas eliciadoras, codificadas pelos genes
de aviruléncia avr, os quais interagem com moléculas-alvo, que podem ser extracelulares e/ou
receptores de superficie, ou intracelulares. Os efetores podem ser secretados e translocados
para dentro das células da planta através de estruturas especializadas, como vesiculas ou
haustorios (KAMOUN, 2006). Caso o patdgeno seja bem sucedido, consegue desenvolver o
processo infeccioso na planta promovendo um tipo de interagdo denominada ‘compativel’
(GOHRE; ROBATZEK, 2008). Porém, essas moléculas efetoras ou o produto de sua acédo
podem vir a ser reconhecidas num segundo momento por proteinas oriundas dos genes R,
conforme descrito na teoria ‘gene-a-gene’ (FLOR, 1971). Quando o produto dos genes R e
avr sdo complementares, a interagdo ¢ dita ‘incompativel’, visto que a infecgdo ndo se
desenvolve, o patdgeno é reconhecido como avirulento e a planta resistente. Esse mecanismo
de defesa mediada por efetores (ETI, effector-triggered immunity) possibilita uma resposta de
defesa semelhante ao que se tem para PTI, como explosdo oxidativa, fluxo de ions através da
membrana e expressdo de genes de defesa da planta ativados por cascata de sinalizacéo.
Entretanto, a resposta defesa ETI é qualitativamente mais forte e rapida, sendo considerada
uma reativacdo da PTI de forma potencializada, e muitas vezes envolve o mecanismo de
hipersensibilidade (HR), fazendo com que ocorra a morte celular programada (PCD) das
células infectadas (principalmente para patégenos biotroficos) e o acimulo local de
compostos antimicrobianos, evitando que a doenca se espalhe por toda a planta (JONES;
DANGL, 2006; GOHR; ROBATZEK, 2008).

Apbs a ativacdo do sistema imune inato das plantas, tanto por PTI ou ETI, a
sinalizacdo necessaria para desencadear os mecanismos de defesa sdo amplificados e
coordenados por mensageiros secundarios, usualmente horménios, como &cido salicilico
(AS), acido jasmonico (JA) ou etileno (ET), que culminam na ativacdo de fatores de
transcrigdo de genes de defesa, e subsequentemente na resisténcia sistémica adquirida (SAR)
que tem AS como principal sinalizador, ou resisténcia sisttémica induzida (ISR), tendo JA/ET
como sinalizadores (MYSORE; RYU, 2004).
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2.1.1 Fitohormonios e a resposta de defesa das plantas

Assim como estimulos ambientais ligados a fatores abidticos, estresses bioticos,
como o ataque de um fitopatdgeno, sdo h&beis em desencadear respostas de defesa as quais
séo sinalizadas e coordenadas pelos diversos hormonios vegetais (O’DONNELL et al., 2003).
A integracdo dessa complexa rede hormonal de forma ordenada permite a atuacdo dos
fitohormonios em sinergia, como a sinalizacdo conjunta de acido jasmonico (JA) e etileno
(ET) (O’DONNELL et al., 1996), ou mesmo de formas antagbnicas, como no caso do &cido
salicilico (AS) e é&cido jasménico (JA) (PENA-CORTES et al., 1993), propiciando uma
resposta das plantas apropriada ao estimulo inicial.

Os fitopatdgenos sdo classificados quanto a sua forma de nutri¢cdo, podendo ser
biotrdficos, os quais obtém nutrientes retirados exclusivamente de tecidos vivos do seu
hospedeiro, ou necrotréficos, que conseguem nutrientes das células mortas. Patogenos
denominados hemibiotréficos possuem formas de nutrigcdo tanto biotréfica como necrotrofica,
dependendo das condi¢Ges em que se encontram ou estagio de vida (GLAZEBROOK, 2005).
Em um primeiro momento, patégenos hemibiotréficos invadem os tecidos causando o0 minimo
de danos possiveis nas células vegetais, mantendo-as vivas e voltando o metabolismo da
planta a seu favor, porem com o decorrer da infeccdo promovem a morte das células
completando seu ciclo de vida (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). Na regulacdo da
reposta de defesa aos patdgenos com diferentes estilos de vida, o acido salicilico, etileno e
acido jasmonico sdo os hormonios que acumulam mais evidéncias sobre sua atuacdo nesse
mecanismo. Estudos em Arabidopsis thaliana demonstram que o acido salicilico estaria
relacionado a sinalizacdo da resposta de defesa contra patdégenos biotroficos e
hemibiotroficos; e o etileno e jasmonato a necrotroficos (GLAZEBROOK, 2005).

A sinalizacdo regulada pelo fitohorménio &cido salicilico (AS) estd envolvida na
defesa local e na resisténcia sisttmica adquirida (SAR), conferindo resisténcia de longa
duracdo contra um amplo espectro de agentes patogénicos. De forma rapida e localizada, a
resposta de hipersensibilidade (HR) caracteriza-se pela morte de células vegetais no sitio de
infeccdo e priva o patogeno de sua fonte de nutrientes nas interacbes com patdgenos
biotroficos (GLAZEBROOK, 2005). Esse tipo de reacéo relaciona-se ao aumento dos niveis
de acido salicilico, além de coincidir com altos niveis de transcritos de genes que codificam
para as proteinas relacionadas a patogénese (PR). Essas proteinas podem ser ativadas por

aplicacdo exogena de AS por meio de seu andlogo funcional sintético benzotiadiazole (BTH),
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possibilitando maior resisténcia a patogenos biotréficos (SCHAFFRATH; FREYDL;
DUDLER, 1997). A importancia do sistema de defesa da planta sinalizado por AS foi
estudado através do desenvolvimento de plantas transgénicas expressando o gene bacteriano
nahG de Pseudomonas putida. Esse gene codifica para enzima salicilato hidroxilase, que
inativa AS através de sua conversdo em catecol. Plantas transgénicas NahG, por néo
acumularem AS, foram incapazes de desenvolver a resposta de HR e consequentemente néo
expressaram genes que codificam para proteinas PR (GAFFNEY et al., 1993, DELANEY
et al.,, 1994). As proteinas PR sdo expressas em diversas regifes das plantas, ndo se
restringindo ao ponto de inoculagdo com o patégeno; desse modo tem-se a resposta do tipo
SAR, a qual se correlaciona com o aumento na expressao de genes PR e consequentemente ao
acimulo de AS (DURRANT; DONG, 2004). No entanto, apesar do AS estar ligado a
resisténcia a patogenos biotréficos em Arabidopsis thaliana, estudos em Solanum sculetum
indicam que AS regula a reposta de resisténcia ao fungo necrotréfico Botrytis cinerea,
enquanto em Nicotiana tabacum a resisténcia € regulada por etileno (GERAATS; BAKKER,;
VAN LOON, 2002; ACHUO et al., 2004), demonstrando que diferentes patossistemas
também influenciam no desempenho da sinalizacdo dos hormdénios vegetais na interacdo com
0 patogeno.

No outro extremo da interacdo planta-patgeno, os fitohormonios jasmonato e etileno
atuam na resposta de defesa a fungos necrotréficos (GLAZEBROOK, 2005). Patdgenos
necrotroficos se beneficiam da morte celular do hospedeiro, e por esse motivo a resisténcia
ndo esta ligada a resposta de HR. Nesse caso, 0s mecanismos de defesa sdo desencadeados
por um conjunto de respostas ativadas pela sinalizacdo por jasmonato (JA) e/ou etileno (ET),
sendo essas vias consideradas antagonistas a do salicilato (GLAZEBROOK, 2005). Plantas
infectadas por patdgenos necrotréficos acumulam JA, ativando genes PR diferentes daqueles
induzidos por AS (SCHENK et al., 2000; DE VOS et al., 2005). Tém-se como exemplo 0s
genes PDF1.2 e b-CHI, que codificam proteinas com atividades antifingicas (LORENZO et
al., 2003), além de inibidores de proteinase e enzimas de sintese de fitoalexinas (Chalcona
sintase - CHS, fenilalanina aménia liase - PAL) (DEVOTO; TURNER, 2005). Jasmonato e
etileno frequentemente mostram uma interagdo de sinergia na indugdo de certas defesas das
plantas, tais como a regulacdo do gene efetor de defesa PDF1.2 (THOMMA et al., 2001). Do
mesmo modo, esse efeito sinérgico entre as vias tem sido atribuido a ativacdo concomitante
de fatores de transcricdo comuns, como os da superfamilia ERF1 (‘ethylene response
factor 1”) em Arabidopsis thaliana. ERF1 age abaixo da insercédo entre as rotas do ET e JA,

sugerindo que esse fator de transcricdo é um elemento chave na integracdo de ambos 0s sinais
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para a regulacdo de genes de defesa (LORENZO et al., 2003; PRE et al., 2008). O efeito
sinérgico entre ET e JA também estaria ocorrendo na sinalizacdo da resposta de defesa da
interacdo entre plantas de cacaueiros do acesso ‘CAB 214’ resistentes a doenga vassoura-de-
bruxa, visto que em andlises de expressdo génica, genes ligados a biossintese de JA e ET
estariam sendo altamente induzidos (LITHOLDO JUNIOR, 2009). Acido jasménico também
pode interagir com a via do acido salicilico, atraves do gene NPR1 (N&o-expressor de
proteinas de resisténcia) e seus fatores de transcricdo TGAl1 e TGA4 (PIETERSE; VAN
LOON, 2004). A proteina transcrita por NPR1 atua como regulador da resposta de SAR e
sintese das proteinas PR-1, sendo que o fator de transcricdo WRKY70 também é requerido
para expressdo de PR-1 e parece estar associado a caracteristica antagbnica da relacéo
entre AS e ET/JA. Sendo assim, para que haja o efeito antagénico entre AS e JA é necessario
a atuacdo da proteina reguladora NPR1 (BALLARE, 2011). Contudo, trabalhos com tabaco
(Nicotiana tabacum) e arabidopsis demonstraram sinergia transiente com aumento
na expressao de genes relacionados tanto com JA (defensina PDF1.2) e AS
(PR1a-b-glucuronidase), quando ambos indutores foram aplicados em baixa concentracao.
Diante disso, nota-se que o efeito sinérgico ou antagonico entre AS e JA pode ser adaptado
conforme a natureza dos diferentes patégenos e do seu modo de patogenicidade, além da
concentragdo dos hormonios presentes no sistema (MUR et al., 2006).

Atuando de forma sinérgica com jasmonato, o etileno (ET) apresenta diversas
funcoes fisioldgicas nas plantas, podendo ser produzido nas respostas de defesas ocasionadas
por estresses abidticos e bidticos. O desequilibrio desse hormdnio na planta pode acarretar no
desenvolvimento de um grande nimero de sintomas, tais como o crescimento exagerado de
raizes, abscisdo foliar, clorose e epinastia. Apesar de indicios que ET ndo se relaciona
diretamente com a sinalizacio da SAR (STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997),
resultados experimentais demonstram que esse horménio vegetal é capaz de induzir a
expressdo de algumas proteinas PR (PR-2, PR-3, PR-4 e PR-12) (ADIE et al., 2007), além de
reforcar a estrutura da parede celular e acumular proteinas ricas em hidroxiprolina
(STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997; JACOBS; DRY; ROBINSON, 1999).
Plantas de tabaco transgénicas insensiveis ao etileno (Tetr) demonstraram maior
suscetibilidade a patdgenos necrotréficos, como Botrytis cinerea e Cercospora nicotianae,
porém para os biotroficos Oidium neolycopersici e Peronospora tabacina, os sintomas foram

similares ou menos severos gque o controle ndo-transgénico (GERAATS et al., 2003).
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Outras classes de fitohormdnios como auxina, &cido abscisico, citocinina,
brassinoesterdide e giberelina, interagem com as principais classes de hormonios (AS, JA e
ET) e podem participar na atenuacdo ou intensificacdo das respostas de defesa contra
patdgenos. O horménio auxina apresenta grande importancia em aspectos ligados ao
crescimento e desenvolvimento vegetal. Os niveis endégenos desse horménio podem ser
aumentados quando a planta é desafiada com patégenos, independente da natureza do agente
infeccioso. Quando isso ocorre, os efeitos vegetais se manifestam no comprometimento da
permeabilidade da membrana, assim como 0 aumento na sintese de enzimas e proteinas
estruturais (AGRIOS, 1997). PerturbacBes nos niveis de auxina demonstram ser uma
estratégia de viruléncia comum para diversos patdgenos como Alternaria, Fusarium,
Plasmodiophora, Colletotrichum, Phymatotrichum, Lentinus, e Sclerotium (TSAVKELOVA
et al., 2006), que possuem capacidade de sintetizar moléculas analogas a esse horménio
(SPOEL; DONG, 2008). A auxina interage com a via de sinalizacdo de &cido salicilico, na
maior parte das vezes de forma antagbnica. Altas concentragbes de auxina correlacionam-se
com aumento da susceptibilidade a patdgenos biotroficos, afetando a biossintese de AS que,
por consequéncia, suprime a expressao dos genes PR-1 (ROBERT-SEILANIANTZ; GRANT,;
JONES, 2011). Na interacdo entre JA e auxina, as informagdes mostram-se conflitantes.
Mutantes de auxina com perda de funcdo em seu receptor demonstraram diminuicdo na
concentragdo de JA, enquanto que reguladores de resposta a auxina, ARF8 e ARF®,
promoveram a biossintese de JA (NAGPAL et al., 2005; TABATA et al., 2010), indicando
assim, resultados de interacdo positiva entre 0os hormonios em questdo. Contudo, trabalhos de
Rojo et al. (1998), demonstraram que tratamentos com auxina promoveram represséo na
sinalizacéo de JA.

O papel do fitohormonio acido abscisico (ABA) € bem delineado em processos de
desenvolvimento, como germinacdo de sementes e dorméncia, bem como a resisténcia a
estresses abioticos. Contudo, nas interacdes planta-patdgeno, o efeito positivo ou negativo
desse hormonio varia conforme o estilo de vida do organismo invasor. De modo geral, ABA
parece estar envolvido como regulador negativo na defesa das plantas contra diferentes
patdgenos biotroficos e necrotroficos. Como exemplo, mutantes de tomate deficientes em
acido abscisico apresentaram maior resisténcia a Botrytis cinerea (AUDENAERT,;
DEMEYER; HOFTE, 2002), Pseudomonas syringae (THALER; BOSTOCK, 2004), Oidium
neolycopersici (ACHUO et al., 2004) e Erwinia chrysanthemi (ASSELBERGH et al., 2008).
Esses resultados corroboram com a deteccdo do aumento da susceptibilidade de diferentes

plantas a patdgenos em tratamentos feitos com aplicacdo exdgena de ABA, como em
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arabidopsis a Pseudomonas syringae (DE TORRES-ZABALA et al., 2007), soja a
Phytophthora sojae (MOHR; CAHILL, 2001) e arroz a Magnaporthe grisea (KOGA; DOHI;
MORI, 2004). Contudo, ABA também pode funcionar como regulador positivo devido esse
horménio ativar o fechamento dos estématos, funcionando como uma barreira que impede a
entrada do patdégeno na planta (MELOTTO et al.,, 2006). A importancia de ABA no
desenvolvimento de sintomas também foi observada em estudos com aplicacdo desse
fitohormonio junto ao acido giberélico, resultando na susceptibilidade de feijoeiros aos fungos
causadores da ferrugem (LI; HEATH, 1990). A interacdo de ABA se da também com o
hormonio brassinoesterdide, de modo que uma grande proporcao de genes sdo regulados por
ambos fitohormdnios (GODA et al., 2008), e que aplicacbes exdgenas de acido abscisico
inibem a sinalizacdo por brassinoesterdides (ZHANG; CAIl; WANG, 2009).

O hormonio citocinina, muitas vezes € utilizado por fungos biotroficos na formagéo
das chamadas ‘ilhas verdes’ que se desenvolvem em torno do sitio de infeccdo, retardando a
senescéncia da folha, e também na formacdo de galhas (CHOI et al., 2011). Assume-se que a
citocinina esta relacionada a supressdo da resposta de hipersensibilidade; contudo trabalhos
recentes com mutantes e transgénicos de arabidopsis demonstraram que altos niveis de
citocinina estdo relacionados com o aumento da resisténcia a Pseudomonas syringae,
aumentando a biossintese de AS e a expressdo de PR-1. Essa interacdo entre os dois
hormonios (AS e CK) envolve ARR2, um fator de transcri¢do sinalizado por citocinina, e o
fator de transcricdo TGAS3, sinalizado por AS. Citocinina consegue induzir PR-1 com a
interacdo de ambos os fatores de transcricdo (ARR2 e TGA3), demonstrando uma interacdo
direta entre citocinina e acido salicilico (CHOI et al., 2010).

Brassinoesterdide (BR) é uma classe de hormonio envolvida na regulagdo do
crescimento, desenvolvimento e diversas respostas fisioldgicas da planta, contudo pouco se
sabe sobre seu papel na resposta aos estresses bioticos (BARI; JONES, 2009). Estudos
demonstraram que aplicacdes exdgenas desse fitohorménio sdo capazes de aumentar a
resisténcia a diversos patdgenos biotroficos assim como ativar os genes PR, contudo de forma
independente a biossintese de &cido salicilico (NAKASHITA et al., 2003). BR também
demonstra afetar a expressdo de genes envolvidos na defesa e na biossintese de outros
hormonios, como exemplo do gene ACC sintase, envolvido na biossintese de etileno, e OPR3
(12-Oxophytodienoate reductase) associado a biossintese de jasmonato (Y1 et al., 1999;
MUESSIG et al, 2006). Ainda em se tratando do envolvimento do hormonio
brassinoesterdide com o &cido jasmdnico, Campos e Peres (2012), sugerem que BR interage

negativamente com a via de JA, de maneira que reducdo nos niveis enddgenos de
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brassinoesterdide pode acarretar em um aumento nas respostas mediadas por jasmonato,
realocando recursos do crescimento vegetal para respostas de defesa. Em tomateiro, essa
realocacao se da com a diminuicdo nos niveis de BR por meio da producédo de sistemina que
compete com BR, pela ligacdo com o receptor SR160/BRI1 (CAMPOS; PERES, 2012).

O hormonio giberelina (GA) promove o crescimento das plantas por estimular a
degradacdo de reguladores negativos de crescimento denominados DELLA. Navarro et al.
(2008) demonstrou que as proteinas DELLA de arabidopsis controlam a resposta imune da
planta, modulando as vias de regulacdo por AS e JA. Essas proteinas promovem resisténcia a
necrotréficos ativando respostas mediadas por JA/ET e susceptibilidade a biotréficos,
reprimindo respostas por AS (BARI; JONES, 2009). Sendo assim, visto que GA estimula
degradacdo de DELLA, a presenca desse hormodnio promove a resisténcia a biotréficos e
susceptibilidade a necrotréficos (BARI; JONES, 2009).

A regulacdo da resposta de defesa vegetal, além de ser sinalizada pelos hormdnios
produzidos pela propria planta, também pode ser manipulada pelos fitopatdgenos, os quais
possuem mecanismos aptos a converter essa rede regulatoria em seu beneficio, por meio da
producdo de horménios ou compostos andlogos, de modo a burlar o sistema de defesa do
hospedeiro e facilitar a patogénese, atuando como efetor (BARI; JONES, 2009). Neste
processo, patdgenos podem ativar a via hormonal de resisténcia que é antag6nica ao seu estilo
de nutricdo, desencadeando desequilibrios na homeostase do hospedeiro, o qual pode vir
apresentar grandes alteracfes no crescimento e na divisao celular (ROBERT-SEILANIANTZ;
GRANT; JONES, 2011). Alteracdes no balanco hormonal redirecionam as atividades do
hospedeiro favorecendo o desenvolvimento do patdgeno, caracterizando relacdes patogénicas
mais evoluidas, como no caso de murchas vasculares, tumores, galhas, ferrugens, oidios e
vassouras-de-bruxa. Infecgdes por Agrobacterium tumefaciens possuem  sintomas
caracteristicos de um desbalanco de horménios, com formacdo de galhas provenientes da
producdo de auxina e citocinina, ap6s a transferéncia do T-DNA contendo genes de
biossintese para esses hormonios para o cromossomo da planta (JAMESON, 2000). Diversos
fungos biotroficos também demonstraram produzir citocinina, como 0s casos de
Cladosporium fulvum, Blumeria graminis, Pyrenopeziza brassicae e Venturia inaequalis,
porém em fungos necrotroficos a producdo desse hormonio ndo foi observada (MURPHY
et al.,1997; WALTERS; MCROBERTS, 2006). A doenga ‘bakanae’, também com sintomas
relacionados a distdrbios nos niveis hormonais, ocorre com o fungo necrotréfico Gibberella
fujikuroi que produz giberelinas em plantas de arroz infectadas, as quais se apresentam mais

alongadas do que as plantas sadias (SUN; GLUBER, 2004). Algumas cepas do hemibiotrofico
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Pseudomonas syringae produzem uma fitotoxina chamada coronatina (COR) que se
assemelha estruturalmente com os derivados de JA. A coronatina é utilizada pelo patdgeno
com a finalidade de imitar a sinalizacao por JA na planta, inibindo assim a defesa mediada por
AS, aproveitando-se do antagonismo entre as vias (KOORNNEEF; PIETERSE, 2008).

2.2 O patossistema Theobroma cacao x Moniliophthora perniciosa

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) pertence a familia Malvaceae sensu lato, sendo
essa arvore nativa da regido amazénica e cultivada nas Américas do Sul e Central, Caribe,
Africa e Asia (DIAS, 2001). O Brasil sempre ocupou posicdo de destaque na cultura
cacaueira, chegando a ser considerado o principal produtor das Américas em 1994 (PURDY;
SCHIMIDT, 1996). Contudo, diversas doengas como vassoura-de-bruxa, podriddo-parda,
morte-descendente foram responsaveis por acarretar a diminuicdo da quantidade e qualidade
das lavouras de cacau. Porém nesse contexto, a doenca que mais se destaca como principal
causadora na reducdo da produtividade das plantacBes de cacau brasileira é a vassoura-de-
bruxa (DIAS, 2001).

O agente causal da doenca vassoura-de-bruxa pertence a classe dos fungos
basidiomicetos, sendo inicialmente nomeado como Marasmius perniciosus (STAHEL, 1915),
renomeado para Crinipellis perniciosa na revisdo do género por Singer (1942) e mais
recentemente reclassificado como Moniliophthora perniciosa (Marasmiaceae; AIME;
PHILLIPS-MORA, 2005). Esse fungo é endémico da Bacia Amazonica na regido da Ameérica
do Sul, onde provoca enormes prejuizos nessa area, além de comprometer a cacauicultura no
Caribe e Panama (PURDY; SCHIMIDT, 1996; ALBUQUERQUE et al., 2005).

O fungo M. perniciosa possui uma gama de hospedeiros que permite classificar os
isolados em bidtipos. Os isolados patogénicos classificados como biotipo-C atingem o
cacaueiro e outras espécies dos géneros Theobroma e Herrania (Sterculiaceae)
(ANDERBRHAN et al., 1995). Ja o bidtipo-S infecta espécies invasoras do género Solanum
induzindo sintomas caracteristicos da doenca, ocorrendo geralmente em areas de florestas
alteradas (BASTOS; EVANS, 1985). O bittipo-B foi identificado no urucum (Bixa orellana)
cultivado préximo a plantagdes de cacaueiro (BASTOS; ANDEBHRAN, 1986). Por fim, o
biotipo-L pode ser isolado de lianas e cip6s, principalmente da familia Bignoniaceae,
colonizando tecidos vivos sem induzir sintomas (GRIFFITH; HEDGER, 1994). Algumas
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evidéncias demonstram que o bio6tipo-B e o bidtipo-C sdo idénticos (LANA, 2004) visto que 0
bidtipo-C foi capaz de induzir sintomas caracteristicos da vassoura-de-bruxa em Bixa orellana
(BASTOS; ANDEBHRAN, 1986). Os biotipos-S e -C exibem homotalismo primario e
causam sintomas caracteristicos em seus hospedeiros, ja o bidtipo-L geralmente ndo causa
sintomas da doenca e apresenta-se heterotdlico, com estratégia de reproducdo cruzada
(GRIFFITH; HEDGER, 1994). Apesar da producdo de sintomas entre os bidtipos-S e —C em
seus hospedeiros, 0 bidtipo-S mostra uma maior semelhanca genética com o biétipo-L do que
com o biotipo-C, sugerindo que os dois bidtipos homotalicos evoluiram separadamente,
provavelmente a partir do biotipo-L (GRIFFITH, et al.,1994). Em contrapartida, trabalhos
recentes relacionaram geneticamente os bi6tipos-S e -C, concluindo que os isolados de M.
perniciosa que infecta solanaceas, pertence ao mesmo grupo filogenético de isolados que
atacam T. caco, T grandiflorum, T. subincatum e Herrania sp (MARELLI et al., 2009).
Estudos similares, usando sequéncias ITS, também agruparam os bi6tipos-S e —C em um
mesmo clado filogenético (DE ARRUDA et al., 2005), apoiando os relatos de que alguns
isolados do bidtipo-S induziram sintomas de hiperplasia em 10% de plantas de T. cacao
inoculadas (LOPES; LUZ; BEZERRA, 2001).

O fungo M. perniciosa apresenta ciclo de vida hemibiotréfico, com a fase biotrofica
(parasitica) e a necrotrofica (saprofitica), causando uma série de alteracbes de cunho
morfolégico, histoldgico e na fisiologia da planta, conforme o estagio de vida em que o
patdgeno se encontra (GRIFFITH; HEDGER, 1994). A infeccdo se inicia quando o0s
basididésporos do fungo, produzidos pelos basidiocarpos e Unicas estruturas infectivas
demonstradas, germinam sobre a cuticula ou na base dos tricomas (EVANS, 1979). Com a
emissdo dos tubos germinativos, as hifas sdo capazes de penetrarem diretamente nos tecidos
meristematicos, ou através de ferimentos e estdbmatos (EVANS, 1981). Nesse estagio inicial,
as hifas se desenvolvem na regido apoplastica das células, com micélio largo (5 a 8 um) sem
grampos de conexdo e monocaridtico (EVANS, 1978; GRIFFITH; HEDGER, 1994). A
infeccdo causa desordem fisiologica e hormonal, culminando no superbrotamento com o
crescimento hipertrofico das gemas infectadas, formando as chamadas vassouras (‘vassoura-
verde’), sintoma caracteristico da doenca (ALBUQUERQUE et al., 2005). A infec¢do de
frutos leva a producéo de frutos partenocarpicos, que podem apresentar forma de ‘morango’
ou ‘cenoura’, ou mesmo tornarem-Se inchados e deformados com sementes improprias para o
consumo, refletindo em prejuizos econébmicos para o produtor (PURDY; SCHMIDT, 1996).
Apbs o inicio da necrose dos ramos infectados, as vassouras verdes passam as chamadas

vassouras secas (PURDY; SCHMIDT, 1996). Os mecanismos envolvidos na transi¢éo da fase
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biotrdfica para a necrotrofica ainda ndo sdo conhecidos, porém metabdlitos do cacau como
carboidratos especificos, parecem influenciar na manuten¢do ou mudanca de fase do fungo.
Um meio de cultura contendo glicerol ndo permite a dicariotizacdo do miceélio obtido a partir
de basidiosporos, mostrando que o glicerol pode ser um componente chave na manutencao do
fungo na fase biotréfica, mas que ainda ndo demonstrou ser infectivo (MEINHARDT et al.,
2006). Adicionalmente, trabalhos de Kilaru e Hasenstein (2005) concluiram que a transicao
de fase do fungo esta correlacionada com o acumulo de nutrientes. Leal Junior et al. (2010)
propds que a mudanca de fase da vassoura-de-bruxa ocorra antes mesmo da manifestacdo dos
sintomas como morte dos tecidos vegetais, visto a expressao diferencial de genes distintos nas
fases biotrofica e necrotrofica.

Apbs a colonizacao dos tecidos mortos do hospedeiro seguido de periodos alternados
de seca e chuva, o micélio necrotréfico origina os basidiocarpos habeis a produzir os
basidiosporos que dard continuidade ao ciclo de infeccdo (FRIAS; PURDY; SCHMIDT,
1991).

O controle da vassoura-de-bruxa faz-se através de poda fitossanitaria, com a remogéo
das partes infectadas das plantas, com aplicacfes de fungicidas periodicamente e por meio de
fungos endofiticos ou saprofiticos que limitam a atividade do patgeno (MEJIA et al., 2008).
Contudo o método de maior eficiéncia e definitivo para o controle da doencga causada pelo M.
perniciosa € a utilizacdo de variedades resistentes (PURDY; SCHMIDT, 1996).

A busca de variedades de T. cacao resistentes deu-se no vale Amazonico, em
cacaueiros silvestres. Dentre os materiais identificados, os clones ‘Scavina 6’ ¢ ‘Scavina 12’
destacaram-se pela sua elevada resisténcia a vassoura-de-bruxa; porém devido suas
caracteristicas agrondmicas inferiores ndo foram usados diretamente como clones, mas sim
como genitores de combinac@es hibridas (BARTLEY, 1986). O desenvolvimento de alguns
sintomas de infec¢do no ‘Scavina 6’ e ‘Scavina 12’ estimulou a busca por novas fontes de
resisténcias geneticamente diferentes. No Brasil a Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC) realizou essas buscas em acessos de germoplasma da Amazdnia
brasileira, que foram mantidas na Estacdo de Recursos Genéticos José Haroldo (ERJOH) no
Para. A avaliacdo para a resisténcia a vassoura-de-bruxa nesses acessos destacou ‘CAB 214’ ¢
‘CAB 208’ (FONSECA; ALBUQUERQUE, 2000; LEAL JUNIOR; ALBUQUERQUE;
FIGUEIRA, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2010).
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2.2.1 Mecanismos de defesa e hormonios vegetais na doenca vassoura-de-bruxa

Mecanismos estruturais pré-formados, como caracteristicas morfologicas das plantas,
podem funcionar como barreiras a entrada do patégeno, como o caso dos clones ‘PA150’ e
‘Scavina 6’ que possuem baixa frequéncia estoméatica quando comparada a plantas de cacau
susceptiveis a vassoura-de-bruxa (SENA-GOMES; ROCHA, 1995). Outro exemplo seria a
alta densidade de tricomas sobre as gemas em materiais resistentes, que podem atrasar ou
mesmo evitar a entrada do patégeno devido a dificuldade na deposicdo das estruturas
infectivas do fungo (TOVAR, 1991). A presenca de maiores teores de fendis solGveis em
tecidos foliares sadios de clones também esta associado a algum nivel de resisténcia a
vassoura-de-bruxa, principalmente o ‘TSH 1188’ considerado resistente em condigdes de
campo, sugerindo o envolvimento dos compostos fendlicos na resisténcia constitutiva do
cacaueiro contra M. perniciosa (AGUILAR et al., 1999). Estudos histopatologicos
demonstraram que a hiperplasia do cértex e no tecido vascular, e a hipertrofia no cértex e no
floema secundario, ocorriam mais intensamente em clones susceptiveis a vassoura-de-bruxa.
J& os genotipos tolerantes formavam uma barreira fisica contra a infec¢do, como resultado de
maior atividade cambial com posterior necrose das células, limitando o desenvolvimento do
fungo com provavel participacdo de fitoalexinas fendlicas (LAKER; SREENIVASAN;
KUMAR, 1991).

O mecanismo de resisténcia observado em plantas infectadas por M. perniciosa se
pauta principalmente na contencdo do crescimento dos micélios fungicos, considerando que
no material resistente a colonizacdo dos tecidos seria menor do que em plantas susceptiveis a
doenca (SILVA; MATSUOKA, 1999). Corroborando com esses resultados, analises de RT-
gPCR detectaram transcritos do fungo apenas em periodos iniciais subsequentes a inoculacao
(de 24 h a 72 h) nos materiais resistentes ‘CAB 214’ ¢ ‘CAB 208’, enquanto que no
susceptivel ‘ICS 39°, a detecg¢do do fungo foi possivel em periodos posteriores, como 240 h
apo6s a inoculagdo (LEAL JUNIOR; ALBUQUERQUE; FIGUEIRA, 2007).

Componentes que contribuem para resisténcia das plantas a doenca podem ser
evidenciados atraves de estudos de expressdo de genes envolvidos na resposta de defesa,
indicando a forma de atuacdo desses genes. No caso do cacaueiro, genes associados a
resisténcia e resposta de defesa contra a vassoura-de-bruxa foram identificados em bibliotecas
através de folhas tratadas com eliciadores de resisténcia como o Benzothiadazole (BTH),

etileno, metil jasmonato e NEP 1- elicitor protéico purificado de Fusarium oxysporium,
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ocorrendo a ativagdo de genes regulados por jasmonato (VERICA et al., 2004). Nesse
contexto, um dos resultados marcantes das bibliotecas de interagdo entre T. cacao com M.
perniciosa foi a presenca de genes que codificam a informacgdo necessaria para a sintese de
proteinas do complexo de degradacdo de proteinas marcadas com ubiquitina, uma
caracteristica associada a resposta regulada por JA (LORENZO; SOLANO, 2005). Ainda
associado a sinalizacBes mediadas por JA, bibliotecas subtrativas confrontando o gendtipo
susceptivel ‘ICS 39’ com o resistente ‘CAB 214’ apresentaram genes diferencialmente
expressos no cacaueiro principalmente para proteinas inibidoras de protease, enzima liticas da
parede de fungo e enzimas do metabolismo secundario, em grande parte para 0 metabolismo
de flavonoides, sendo alguns desses genes induzidos apenas pela via do horménio JA (LEAL
JUNIOR; ALBUQUERQUE; FIGUEIRA, 2007). Desse modo, as formas de resisténcia
manifestada no cacaueiro em resposta a infec¢do junto com os dados dos genes identificados
nas bibliotecas de interagdo e a expressdo génica sugerem que 0 mecanismo de resisténcia
contra M. perniciosa estaria sendo regulado pelo hormonio vegetal JA e/ou ET.

Apesar ndo existir relatos de resposta de hipersensibilidade (HR) mediada por AS em
T. cacao apresentando sintomas da vassoura-de-bruxa, respostas de HR foram observadas em
cacaueiros inoculados com M. perniciosa com isolados de Solanum stipulaceum, ocorrendo a
morte rdpida e localizada das células hospedeiras vizinhas ao local de infecgdo (RESENDE;
BEZERRA, 1996). Esse tipo de interacdo incompativel, normalmente é acompanhado pela
sintese de fitoalexinas, sendo que esses compostos ja foram detectados por cromatografia no
genotipo resistente ‘Scavina 6’ posterior a inoculagdo de M. perniciosa (ANDRADE et al.,
1999).

A estratégia com a qual o fungo M. perniciosa altera o balanco hormonal resultando
nas mas formacdes, observadas no desenvolvimento da planta doente, ainda sdo focos de
estudo. Diversos trabalhos com o fungo Moniliophthora perniciosa apresentam evidéncias de
que esse patdgeno produza ao menos quatro tipos de hormdnios. No genoma foram
identificados genes envolvidos na sintese de &cido giberélico (MONDEGO et al., 2008),
corroborando com trabalho proposto por Bastos e Andebrhan (1981), que identificou a
producdo desse horménio nos basididsporos. Genes relacionados a vias biossintéticas de &cido
indol acético (IAA), classe de auxina mais abundante em plantas, também foram revelados no
genoma do fungo em questdo (MONDEGO et al., 2008), sendo esse hormonio responsavel
por induzir a xilogénese (formacdo de tecido do xilema), e a divisdo celular, sendo essas uma
das mudancas mais perceptiveis observadas durante a infeccdo do M. perniciosa (MARELLI

et al., 2009). A producéo de peroxidases e lacases pelo micélio de M. perniciosa em meio de



29

cultura promoveu a destruicdo de auxinas, podendo esses resultados demonstrarem grande
significancia na patogénese, pois a perda da dominancia apical e proliferagdo das vassouras
axilares sugerem modificacbes no balanco entre IAA e suas oxidases (KRUPASAGAR,;
SEQUEIRA, 1969). O fungo M. perniciosa também demonstrou aptiddo na producdo do
hormonio AS em tecidos infectados (KILARU; BAILEY; HASENSTEIN, 2007; CHAVES;
GIANFAGNA, 2006). Os niveis das principais citocininas (zeatina, zeatina ribosideo,
isopenteniladenina e isopenteniladenosina) também foram investigados em plantas infectadas
com M. perniciosa, sendo que apenas a zeatina ribosideo apresentou um aumento
significativo, embora ainda em baixos niveis, nas plantas infectadas com o fungo
(ORCHARD et al., 1994).

2.3 ‘Micro-Tom’ como modelo genético para doenca vassoura-de-bruxa

O ‘Micro-Tom’ (MT) é uma cultivar miniatura de tomateiro, criada com o proposito
de ser usado como planta ornamental (SCOTT; HARBAUGH, 1989). Contudo, seu porte
reduzido com cerca de 8 cm de altura e ciclo de vida curto de aproximadamente 90 dias, com
0 amadurecimento dos frutos 75 dias apds a semeadura, fizeram com que Meissner et al.
(1997) propusessem que essa cultivar poderia ser usada como um novo modelo genético,
semelhante ao que se tem hoje para a Arabidopsis thaliana. O ciclo curto de ‘Micro-Tom’
pode acelerar a criacdo de NILs (linhas quase isogénicas), uma vez que esse processo leva
pelo menos seis geragdes de retrocruzamentos (CARVALHO et al., 2011). O tomateiro possui
diversas caracteristicas de um modelo bioldgico, sendo plantas dipl6ides autbgamas com
genoma pequeno de 950 Mb distribuido em 12 cromossomos. Além disso, possui mapa de
ligagdo com diversos marcadores associados a tracos de importancia econémica e bioldgica,
genoma sequenciado e uma rica colecdo de germoplasma (CAMPOS et al., 2010). Sendo
assim, o MT mostra-se um aliado nos estudos de processos de desenvolvimento vegetal e
mesmo nas interacBes planta e patdgeno (ARIE et al., 2007) nos casos que as avaliagfes séo
dificeis ou impossiveis em Arabidopsis, como analise de caracteristicas de frutos carnosos
(CAMPOS et al., 2010).

Essa cultivar se ajusta a estudos genéticos e fisioldgicos pela grande disponibilidade
de mutantes naturais ou obtidos artificialmente por mutagénese quimica e fisica (MEISSNER

et al., 1997) ou mesmo por insercdo de DNA de elementos de transposicdo e de T-DNA
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(MEISSNER et al., 2000, MATHEWS et al., 2003). Adicionalmente, o ‘Micro-Tom” dispde
de sistema de cultivo in vitro e protocolo de transformacéo estabelecido (PINO et al., 2010).
Além disso, uma ferramenta vantajosa é a colecdo de mutantes que afetam o metabolismo e a
sensibilidade hormonal, os quais sdo introgredidos na base genética de ‘Micro-Tom’
(CARVALHO et al., 2011) e podem ser utilizados em estudos genéticos e na compreensdo
das fungdes dos fitohormonios nas interacGes planta-patdgeno, visto que varias mutacdes ja
foram relatadas. Alguns exemplos de mutantes hormonais de tomate séo para auxina (HICKS;
RAYLE; LOMAX, 1989), giberelina (KOORNNEEF et al., 1990), acido abscisico
(TAYLOR; BURBIDGE; THOMPSON, 2000), etileno (WIKINSON et al., 1995), e
brassinoesterdides (KOKA et al., 2000).

InoculacBes realizadas com diversos patdgenos como Botrytis cinerea, Oidium sp.,
Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora infestans apresentaram sintomas caracteristicos nas
plantas de ‘Micro-Tom’ desafiadas, demonstrando a possibilidade de estudos mais
aprofundados na caracterizacdo da interacdo patdgeno-hospedeiro em diversas doengas de
importancia econémica, utilizando-se do modelo MT (ARIE et al., 2007).

A cultivar MT também pode ser usada no estudo da interacdo com o fungo M.
perniciosa, visto a disponibilidade de isolados do biotipo-S que infectam o tomateiro
(Solanum lycopersicum). A utilizagdo de um modelo genético no estudo da doenca vassoura-
de-bruxa disponibiliza informagdes dos mecanismos de defesa do T. cacao a M. perniciosa
em um menor tempo, sanando alguns entraves encontrados nas caracteristicas bioldgicas do
cacaueiro (MARELLI et al., 2009), como ciclo reprodutivo longo, espécie perene arborea
com baixa eficiéncia para o cultivo in vitro (FIGUEIRA; ALEMANNO, 2005).
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3. OBJETIVOS

e Caracterizar o desenvolvimento sintomatoldgico da interacéo do bidtipo-S e bidtipo-C

de Moniliophthora perniciosa com tomateiro (S. lycopersicum cv Micro-Tom).

e Caracterizar, por meio de observacdes histopatologicas, a germinacdo, penetracao,
alteracOes tissulares e colonizagdo do fungo M. perniciosa do biétipo-S em ‘Micro-

Tom’ por meio de microscopia Optica e eletrénica de transmissdo e varredura.

e Avaliar reducdo ou amplificacdo dos sintomas nos mutantes e plantas transgénicas a
fim de determinar o papel dos fitohormonios na interagdo M. perniciosa do biotipo-S e

C e ‘Micro-Tom’.

e Investigar a expressdo temporal de genes ligados a patogénese e hormonios vegetais
em plantas de ‘Micro-Tom’ infectadas com o fungo Moniliophthora perniciosa do
biotipo-S e -C.

e Investigar a expressdo temporal de genes ligados a patogénese e hormonios vegetais
em mutantes hormonais e plantas transgénicas infectadas com o fungo Moniliophthora

perniciosa do bidtipo-S.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Melhoramento de Plantas do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), Piracicaba, SP.

4.1 Material Vegetal

A cultivar ‘Micro-Tom’ (MT), mutantes hormonais (Tabela 1) e plantas transgénicas
(Tabela 2) representando oito classes hormonais, foram utilizados para verificar a
contribuicdo de cada hormonio isoladamente na manifestacdo dos sintomas da doenca
vassoura-de-bruxa. Todos mutantes hormonais e as linhas transgénicas estavam no mesmo
background da cultivar MT (geragdo BCgF,). As plantas usadas nesse trabalho foram obtidas
em projetos do laboratorio do prof. Lazaro Peres da ESALQ/USP (FAPESP 2002/00329-8 e
CNPq 476494/03-2).

Tabela 1- Mutag¢Bes hormonais introgredidas na cv ‘Micro-Tom’ (MT) empregadas nesse trabalho. O
mutante jail nos foi gentilmente cedido no background de MT pelo Prof. Gegg Howe
(Michigan State University)

Mutantes Classe* Descrigdo/ funcéo génica

diageotropica (dgt) AUX Baixa sensibilidade. Defectivo para uma proteina
ciclofilina (OH et al., 2006).

Never ripe (Nr) ET Baixa sensibilidade. Defectivo para um receptor de
etileno (WIKINSON et al., 1995).

epinastic (epi) ET Alta producdo de etileno. Funcdo génica desconhecida
(FUJINO et al., 1988).

notabilis (not) ABA Baixos niveis de ABA. Defectivo para a enzima NCED

(9-cis-epoxicarotendide dioxigenase) a qual cliva de
carotendides (BURBIDGE et al., 1999).

procera (pro) GA Supersensivel a GA. Mutagdo para perda de fungdo do
dominio de repressdo das proteinas DELLA (BESSEL,;
MULLEN; BEWLEY, 2008).

curl3 (cu3) BR Baixa sensibilidade. Gene defectivo para receptor de BR
(LeBRI1), homélogo ao BRI1 de Arabidopsis
(MONTOYA et al., 2002).

jasmonic acid insensitive 1 JA Defectivo para LeCOI1, uma componente da via de

(jail) transducdo de JA (LI et al., 2004).

* AUX = auxina; ET = etileno; ABA = acido abscisico; GA = giberelina; BR = brassinoesteroide e JA = acido
jasménico
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Tabela 2- Plantas transgénicas de ‘Micro-Tom’. O transgénico prosistemina foi gentilmente cedido ja em
MT pelo Prof. Gegg Howe (Michigan State University) e o transgénico NahG por Dr. David
Jones (Australian National University)

Transgénicos Classe*  Descricdo/ fungao génica

NahG AS Baixos niveis de AS. Expressdo do gene nahG que
catalisa conversdo de AS para catecol (BRADING et al.,
2000)

CKX2 CK Baixos niveis de CK. Superexpressdo do gene AtCKX2
(PINO et al., 2010).

Prosistemina JA Altos niveis de JA. Superexpressdo de prosistemina,

regulador positivo da via de sinalizacdo de JA
(MCGURL et al., 1994).

* AS = 4cido salicilico; CK = citocinina; JA = &cido jasmbnico

4.2 Isolados de M. perniciosa e producédo de basididsporos

Para producdo de basidiésporos de M. perniciosa do bidtipo-C e —S foram coletadas
vassouras secas de ramos naturalmente infectados de cacaueiros no sul da Bahia em Uruguca
(Fazenda Santa Maria) e de plantas de lobeira (Solanum lycocarpum) obtidas em Tiradentes,
Minas Gerais. As vassouras foram expostas a ciclo alternado de umidade e seca (12 h) para
induzir a formagdo de basidiocarpos. Os basidiocarpos produzidos foram entdo colhidos
regularmente, tiveram seus estipes removidos e foram fixados pelo pileo por gel de silicone na
tampa de placas de Petri para liberacdo de basididsporos sobre tampdo de armazenamento
(16% glicerol; 0,01 M MES, pH 6,1; 0,01% Tween 20). Apds 16 h, a suspensdo de esporos
foi coletada e armazenada em tubos criogénicos em nitrogénio liquido. A concentracdo de
basididsporos foi estimada em Camara de Neubauer ao microscopio Optico Axiovert 35

(Zeiss, Jena, Alemanha).

4.2.1 Preparo das mudas, inoculagéo e avaliagdo de sintomas

Sementes de ‘Micro-Tom’, mutantes hormonais (dgt, not, epi, Nr, pro, cu3 e jail) e
plantas transgénicas (CKX2, NahG e prosistemina) foram germinadas em vasos de 250 mL
contendo substrato PlantMax HT + vermiculita expandida (1:1) (detalhes em
http://www.esalg.usp.br/tomato/MMTCap2.pdf). Apos 14 dias da semeadura, as plantulas

foram transplantadas para vasos de 150 mL com mesmo substrato. Dois dias ap6s o
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transplante, as plantas foram inoculadas, com auxilio de uma micropipeta. O volume de 60 uL
da suspensdo de basidiésporos na concentracéo de 10° foi aplicado nas regies meristematicas
(meristema apical e gemas axilares das folhas) de cada planta, sendo em seguida mantidas em
camara Umida por 24 h montadas com garrafas PET 600 mL cortadas.

Nas inoculagGes realizadas com isolados dos biotipos-S ou -C para caracterizacdo
sintomatologica do ‘Micro-Tom’, mutantes hormonais ¢ plantas transgénicas, 0s
experimentos foram delineados de forma inteiramente casualizada e continham
preferencialmente 30 plantas inoculadas e cinco plantas controle ndo-inoculadas. A avaliacao
do surgimento de sintomas teve inicio cinco dias apds a inoculacdo, sendo realizada a cada
cinco dias até os 35 dias posteriores a inoculacdo. As plantas foram avaliadas periodicamente
em busca de parametros fisiol6gicos que caracterizassem a resposta da interacdo com o fungo
M. perniciosa, incluindo o engrossamento da haste principal, que foi avaliado com o auxilio
de um paquimetro, e o aparecimento de vassouras laterais. Nas andlises histopatoldgicas
realizadas em plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas com o bidtipo-S, inicialmente, para
microscopia eletronica de varredura, em um total de 40 plantas inoculadas, foram coletadas
aleatoriamente trés plantas em cada periodo de avaliacdo (6, 12, 24, 48, 72 e 96 h), sendo o
mesmo realizado para as plantas ndo inoculadas. As avaliagdes de microscopia Optica e
eletronica de transmissdo contaram com um total de 50 plantas inoculadas, sendo que para
cada periodo avaliado [48 h; 120 h; 240 h; 480 h (20 d); e 720 h (30 d) e 60 dias], foram

coletadas trés repeti¢des bioldgicas para plantas inoculadas e controle.

4.3 Andlise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) em plantas de tomateiro

inoculadas

Amostras dos meristemas apicais de plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas ou ndo com
o fungo M. perniciosa do bi6tipo-S foram coletadas nos periodos de 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h
apos a inoculagdo. De um total de 40 plantas inoculadas, foram coletadas trés repeticGes
bioldgicas para cada periodo avaliado, sendo que as plantulas remanescentes permaneceram
em casa de vegetacdo até os 35 dias ap6s a inoculagdo, funcionando como controle positivo
da inoculacdo. Trés repeticbes bioldgicas de plantas ndo-inoculadas também foram coletadas
nos periodos previamente descritos. As amostras foram fixadas imediatamente apds a coleta

em solucdo Karnovsky (1965) modificado contendo 2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido,
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5 mM cloreto de célcio em tampéo cacodilato de sodio (0,05 M pH 7,2). Em seguida, as
amostras foram lavadas trés vezes, com duragdo de 10 min cada lavagem, em tampédo 0,1 M
cacodilato de sédio e pds-fixadas por 1 h com 1% tetréxido de 6smio em tampédo 0,1 M
cacodilato de sdédio. Apds rapidas lavagens com solucédo salina 0,9% foi feita a desidratacao
em séries crescentes de etanol em agua nas seguintes concentracdes 35%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% por 15 min em cada série, e 100% por trés vezes de 20 min. ApOs esse
procedimento, as amostras foram levadas ao aparelho de secagem ao ponto critico (CPD/030
Baltec equipment, Liechtenstein) do NAP/MEPA ESALQ, montadas em ‘stubs’, ¢
metalizadas com ouro durante 260 s ao evaporizador (SCD 050 Baltec equipment). As
amostras foram observadas ao microscopio eletrdnico Zeiss LEO 435 VP (Cambridge,

Inglaterra), onde imagens digitalizadas foram obtidas.

4.4 Analise de Microscopia Optica (MO) em plantas de tomateiro inoculadas

Amostras dos caules de ‘Micro-Tom’ inoculados e nao-inoculados foram coletados
nos periodos de 48 h, 120 h, 240 h, 480 h (20 d) e 720 h (30 d) e 60 dias apds a inoculagdo
com o fungo M. perniciosa do bidtipo-S. As coletas foram feitas em trés repeticdes bioldgicas
para cada periodo avaliado, tanto para as plantas controle quanto para as inoculadas. Até o
periodo de 240 h, as coletas se deram ao acaso Vvisto que os sintomas ndo eram evidentes.
Posteriormente, apenas as plantas sintomaticas foram coletadas para a analise. As plantas que
ndo foram coletadas funcionaram como controle positivo da inoculagdo. As amostras foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (1965) modificado, contendo 2% glutaraldeido,
2% paraformaldeido, 5 mM cloreto de calcio em tampéao cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2)
durante 48 h, e lavadas em tampdo 0,1 M cacodilato, e pos fixadas por 1 h com 1% tetroxido
de 6smio em tampdo 0,1 M cacodilato de sddio. Apds rapidas lavagens com solucdo salina
0,9%, foram coradas “em bloco” com 2,5% acetato de uranila em agua overnight e
desidratadas em séries crescentes de acetona em agua (25%, 50%, 75%) por cinco min,
seguido por dois tratamentos de 10 min cada com acetona 90%, e trés tratamentos de 20 min
com acetona pura. A infiltragdo foi feita lentamente utilizando resina Spurr e acetona que se
iniciou com relagdo volume/volume (v/v) 1:3 por 3 h; 1:1 por 16 h; e 2:1 por 48 h, e 24 h com
resina pura, conforme recomendacdo do fabricante. A emblocagem foi feita em resina Spurr

pura a 70°C por 48 h. Os cortes semifinos (90-120 nm), feitos em micrétomo (Leica RM2155
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rotary microtome, Heidelberg, Alemanha), foram depositados sobre laminas de vidro, e
corados com 2% azul de toluidina em solucéo de 1% borax durante 20 min a 45°C. O exame
das laminas foi feito ao microscopio optico Microscopio Zeiss Axioscop2 (AxioPlan, Zeiss,

Jena, Alemanha).e imagens digitalizadas foram obtidas.

4.4.1 Andlise de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) em plantas de tomateiro

inoculadas

Apbs o exame das laminas dos cortes semifinos (90-120 nm), as amostras que
apresentaram uma maior concentracdo de hifas fungicas nos tecidos das plantas foram
selecionadas para confeccdo de secgbes ultrafinas (60-90 nm). Plantas com 60 d apds a
inoculagcdo e hiperplasia pronunciada no caule demonstraram maior colonizagcdo nos
tecidos com o fungo M. perniciosa, sendo utilizadas para os cortes ultrafinos, os quais foram
feitos em ultramicrotomo Porter-Blum. Os cortes foram depositados em telas de cobre,
contrastados com 2,5% acetato de uranila e citrato de chumbo, segundo Reynolds (1963).
Apos, foram observadas ao microscopio eletrénico Zeiss EM-900 (Monique; Alemanha) no
NAP/MEPA-ESALQ-USP.

4.5 Desenho de iniciadores para plantas de tomateiro

Os iniciadores para genes referéncias (LOVDAL; LILLO, 2009, Tabela 3) e genes
candidatos (BALAJI et al., 2008, Tabela 4) relacionados a resposta a patogénese e sintese ou
percepcdo de hormonios vegetais foram desenhados utilizando o programa Primer3
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/) (ROZEN; SKALETSKY, 2000), designando-se a
temperatura de dissociacdo (Tn) entre 59 e 61°C, sendo testados no programa on-line
NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer), em relacdo a estabilidade e eventual
ocorréncia de pareamento indesejavel, como a formacdo de alcas (hairpins), dimeros do
mesmo iniciador (primer dimers) e entre o par de iniciadores (cross dimers). Esses iniciadores
foram utilizados para o estudo de expressdo génica, sendo, para tanto, diluidos em &agua
(Milli-Q) estéril, sendo diluido a 50 mM L™ para solucéo estoque e a5 mM L™ para a solugdo

de uso.



37

Tabela 3- Sequéncia dos iniciadores (Foward e Reverse) utilizados para amplificacdo dos genes de referéncia
de tomateiro e seus respectivos nimero de acesso do GenBank (tubulina, fator de elongacéo,
PPA2acs e RPL2) e do banco de dados DFCI TGI EST
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgibin/tgi/gimain.pl?gudb=tomato) (actina, GAPDH e
ubiquitina)

GenBank e

Gene Iniciadores (5°-3%)
DFCI TGI EST

_ GAAATAGCATAAGATGGCAGACG
Actina (ACT) TC219951
ATACCCACCATCACACCAGTAT

_ AACCTCCATTCAGGAGATGTTT
Beta tubulina (TUB) DQ205342
TCTGCTGTAGCATCCTGGTATT

GGAACTTGAGAAGGAGCCTAAG
Fator de elongacéo 1-alfa (EFla) X14449
CAACACCAACAGCAACAGTCT

Proteina fosfatase 2A da subunidade GTCATCCTTTCAGGTACAAGCA

) AY325817
catalitica (PPA2Acs) CGTTACAAACAACAGCTCCTTC
) GTCATCCTTTCAGGTACAAGCA
proteina ribossomal L2 (RPL2) X64562
CGTTACAAACAACAGCTCCTTC
o GGACGGACGTACTCTAGCTGAT
Ubiquitina (UBI) TC232697
AGCTTTCGACCTCAAGGGTA
Gliceraldeido 3-fosfato CTGCTCTCTCAGTAGCCAACAC
TC1217630

desidrogenase (GAPDH) CTTCCTCCAATAGCAGAGGTTT
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Tabela 4- Sequéncia dos iniciadores (Foward e Reverse) utilizados para amplificacdo dos genes alvo associados
a resposta de defesa e biossintese do horménio jasmonato de tomateiro e seus respectivos nimero de
acesso do GenBank

Gene Iniciadores (5°-3°) GenBank
Verticillium wilt disease resistance ~ GTGGAGACAGGACGCAATCA
protein (Vel) CAGCTCCATGCCTTTGATG AF2T2308
EIX receptor 1(EIX1) TCTCCCACTTCTCTAGACTTGTCAC AY359965

CAGCTAGACTTGTCATGTTCATCC
Knotted-1 transcription factor ACTATGTTGTTGGTCAAAGTCAAG
(KNOX) ACGAACATGTTGTTGTAGTTGCTCT
o . AGGCCAAACATGGGTCATC
Osmotin-like protein (OSM) AY093595
CATGAACCTCTACCAGCACCA
- GCTACCAGCAGAGTATTGACATGG
Chitinase (CHI) BG629612
GTGCACTCTCTACTGGCCTATTC

GGGAGTGCAATAGGTGTGAATC

AW032581

Chitinase, class 2 (CHI 2) U30465
GTTGTGCTGTCATCCAGAACC
Pti5, ERF/AP2 transcription factor GAGAGTATGGCTAGGTACGTTCG U89256
(Pti5) TAAGTAGTGCCTTAGCACCTCGC
) GTGCTCACACTATTGGAGTCTCTCT
Peroxidase (PEROX) AW647641

TTCGCTGTCTAGAGATGGATCTTG
Pathogenesis-related protein P4 TATACTCAAGTAGTCTGGCGCAAC

(PR1a) CCTACAGGATCGTAGTTGCAAGA Mod247
Pathogenesis-related protein P6 TATACTCAAGTAGTCTGGCGCAAC M69248
(PR1b) GCCTACAGGATCATAGTTGCAAGA
Proteinase inhibitor Il protein (PIN- TGATGCCAAGGCTTGTACTAGAGA AY247794
112x) AGCGGACTTCCTTCTGAACGT
Allene oxide cyclase (AOC) AATTAGCAACGGTGGCATGT NM_001247090
CAGCGATTGGTGCTGATAGA
Wound-induced protease inhibitor I GCCAAGGCTTGTACTAGAGAATGT
(PIN2) TACAACCCTTATAGCCTGAGCAAC (03231
12-Oxophytodienoate reductase CAAGTTTTGACCCCAGCAGT NM_001246944
(OPR3) CAACTGCGGATGCTATTGAA

4.6 Tratamento do material para extracdo de RNA

Todo procedimento de extracdo de RNA foi realizado na bancada livre de
ribonucleases, usando-se luvas de latex descartaveis, com utensilios exclusivos de
manipulacdo de RNA. Pistilos, cadinhos e espatulas foram lavados com solugdo 0,01% SDS

(p/v), e enxaguados com agua, agua destilada e agua ultrapura (milli-Q). O material foi
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incubado com &gua tratada com 0,01% dietilpirocarbonato (DEPC) ativo por duas horas na
capela e secos, antes de serem embalados com papel aluminio, autoclavados a 120°C por
20 min e secos na estufa (80°C). Todas as solucgdes utilizadas na extracdo de RNA foram

preparadas com agua 0,01% DEPC inativa (autoclavada) e autoclavadas novamente.

4.6.1 Extracdo de RNA total de tomateiro

O RNA total foi extraido da regido meristematica de plantas de ‘Micro-Tom’
inoculados com bi6tipo-S e C coletadas nos periodos de 48 h, 72 h, 120 h, 240 h, 480 h e
720 h, ap6s inoculacdo, além de meristemas dos mutantes cu3, jail e transgénicos NahG e
prosistemina inoculados com bi6tipo-S coletadas nos periodos de 48 h e 120 h pos-
inoculacdo. RNA também foi extraido de plantas ndo-inoculadas (controle). Todas as
extracGes foram baseadas no protocolo do TRIzol (Invitrogen), seguindo as orienta¢fes do
fabricante. Brevemente, 100 mg de tecido vegetal foi macerado em nitrogénio liquido e
transferido para um tubo de centrifuga de 2 mL, onde foi adicionado 1 mL de TRIzol e
vortexado. Ap6s a homogeneizacdo, foi feita uma incubacdo de cinco min a temperatura
ambiente. Em seguida, realizou-se uma centrifugacdo a 9000 g por 15 min a 4°C.
Posteriormente a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, sendo adicionados
200 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Ap6s cinco min em temperatura ambiente,
foi realizada uma nova centrifugacdo a 9000 g por 15 min a 4°C. Na fase superior transferida
para um novo eppendorf, foram adicionados 500 uL de isopropanol, e a amostra foi
novamente centrifugada. O pellet foi lavado trés vezes com etanol 75% e centrifugado 9000 g

por seis min a 4°C, e posteriormente ressuspendido em 20 uL de 4gua DEPC.

4.6.2 Quantificacdo e andlise da integridade do RNA total

Para conferir a integridade e a concentragcdo do RNA, as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel 1,2% agarose com tampdo SB (10 mM NaOH pH 8,5; ajustado com
4cido bérico) (BRODY:; KERN, 2004) a 3 V cm™. Utilizando-se uma aliquota de 2 pL do
RNA total, adicionados a 8 pL de tampdo da amostra [50% de formamida; 1X MOPS
(20 mM MOPS, pH 7,0; 50 mM acetato de sodio; 1 mM EDTA); 17,5% formaldeido;
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0,4 mg mL™ brometo de etideo, e 10X loading buffer (0,25% azul bromofenol; 0,25 % xileno
cianol; 0,1 mM EDTA, pH 8; 50% glicerol)] as amostras foram aquecidas a 65°C por 10 min
e colocadas no gelo imediatamente para a eliminacdo do efeito da estrutura secundaria. Para
determinacdo da concentracao e pureza do RNA total extraido, uma aliquota de 1 uL de RNA
foi submetida a leitura em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

4.6.3 Tratamento com DNAse

Para digerir acido desoxirribonucléico contaminante (DNA), 2 pg do RNA total de
cada amostra foi tratado com DNAase | (Fermentas). A enzima foi utilizada na concentragao
de 1 Unidade/microlitro (U/uL) com 40 U de Ribolock RNase Inhibitor (Fermentas), 1X de
tampdo da DNAase e agua (Milli-Q) estéril tratada com 0,01% DEPC, para completar um
volume final da reacdo de 10 pL. A reacgdo foi incubada no termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) a 37°C por 30 min. Para que ocorresse a inativacao da
enzima, adicionou-se 2 uL de 25 mM EDTA, incubando a 65°C por 10 min, seguido de
resfriamento a 4°C. Em seguida, a metade do volume do RNA total tratado foi utilizado para a
sintese de cDNA.

4.6.4 Sintese de cDNA

O RNA tratado com DNAse foi preparado para a sintese de cDNA, com adicdo de
1 puL de 50 uM primer poli-T (oligo-dT 18 pb); 1 puL de dNTP a 10 mM, seguida de
incubagdo a 65°C por 5 min e resfriado & 4°C por 5 min. A transcricdo reversa foi conduzida
numa reacdo contendo tampéo da enzima 5X RT Buffer (Fermentas), e 200 U de RevertAid™
Premium Reverse (Fermentas) e 20 U de Ribolock RNase Inhibitor (Fermentas) tendo como
volume final da reagdo 20 plL. A reagdo de transcri¢do reversa foi incubada a 50°C por
30 min, 85°C por 5 min; e mantida a 4°C posteriormente. Depois de sintetizados, 0s cCDNAs

foram armazenados a -20°C.
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4.6.5 Confirmacao da eficiéncia da sintese de cDNA

A qualidade da sintese foi verificada por uma reacdo de RT-PCR, utilizando o par de
iniciadores especificos para o gene tubulina com eficiéncia e especificidade previamente
testadas. A reacdo seguiu os seguintes parametros: 1 pL de cDNA na concentracdo 10™ ou
1 uL de RNA tratado com DNAse | (controle negativo para presenca de DNA na amostra),
1 U de Taq DNA Polimerase; 1X tampé&o de Tag DNA Polimerase; 2 mM MgCl,; 200 uM de
dNTP; 0,2 uM de cada iniciador e &gua ultrapura (Mili-Q) estéril, totalizando 25 uL de
reacdo. As etapas de amplificacdo consistiram de desnaturacdo inicial a 95°C por 2 min,
seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 60 s; com extensdo final a
72°C por 5 min. Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
1% agarose em tampé&o 1X SB. A cada uma das amostras foi adicionado um volume adequado
de tampdo de carregamento (0,25% azul de bromofenol; 0,25% xileno cianol; e 15% ficol tipo

400-DL) contendo o corante SYBR Gold nucleic acid gel stain (Invitrogen).

4.7 Determinacdo da expressdo génica por amplificacdo quantitativa de transcritos
reversos (RT-gPCR)

Os iniciadores especificos de S. lycopersicum para genes de referéncia (LOVDAL;
LILLO, 2009, Tabela 3), genes relacionados a resposta de defesa (BALAJI et al., 2008;
Tabela 4) e biossintese de jasmonato, foram empregados para analise da expressdo génica nos
cDNA obtidos de todas as amostras coletadas. As analises de amplificacdo quantitativa de
transcritos reversos (RT-gPCR) foram realizadas em termociclador centrifugo Rotor-Gene Q
(Qiagen) a partir de diluicdo 10" do cDNA total, derivado da transcrigdo reversa das amostras
de RNA. As reacOes de amplificagdo foram realizadas no volume final de 10 pL utilizando-se
1 ul de cDNA; 0,5 uM dos iniciadores gene-especificos e 5 ul de Platinum SYBR-green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen). As amplificagdes foram conduzidas em incubagdes iniciais a
50°C por 2 min, 95°C por 2 min e seguidas de 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 30s, com
deteccdo do sinal da fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdo. Apds o término dos
ciclos de reacdes, foram determinadas as curvas de dissociacdo de cada produto amplificado

entre 72°C e 95°C (curva de melting). Duplicatas técnicas de cada amplificacdo foram



42

realizadas e 0s experimentos incluiram controle negativo contendo 4gua sem cDNA e um pool
de amostras de RNA, previamente tratado com DNAse. A aquisi¢do dos dados em tempo real
foi efetuada com o programa Rotor-Gene Q Real-Time Analysis 6.0 (Qiagen). A eficiéncia de
amplificacdo de cada par de iniciadores foi determinada pela curva de eficiéncia com trés
diluicbes seriais do pool de cDNA das amostras de plantas de ‘Micro-Tom’, utilizados nas
diluicdes 1:10; 1:100 e 1:100 ou 1:10; 1:20 e 1:40 (v/v).

A analise da curva de eficiéncia da diluicdo serial do pool de cDNA das amostras,
além de determinar a eficiéncia dos primers, também serviu como referencial para se
estabelecer o threshold. O coeficiente R? resultante foi considerado ideal com valores acima
de 0,98; o valor de M (inclinacdo da reta) entre -3 e -4 foi considerado aceitavel, sendo seu
6timo em torno de -3,6. A eficiéncia ideal deve ter valor igual a 1, o que corresponde a uma
eficiéncia de amplificacdo = 2 (dobrando a cada ciclo), ou seja, 100%, no entanto, foi

considerado satisfatorio valores entre 80 e 100%.

4.7.1 Selecao dos genes referéncia

Com base na literatura, foram selecionados sete genes referéncia potencialmente
ideais para a normalizacdo da expressdo génica. Os genes estudados foram actina, beta
tubulina, fator de elongacéo 1-alfa (EFla), proteina fosfatase 2A da subunidade catalitica
(PPA2Acs), proteina ribossomal L2 (RPL2), ubiquitina e gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). A estabilidade da expressdo de cada gene foi calculada pelo
software GeNorm (versdo 3.5) (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/) apresentando a
média da estabilidade da expressdo fornecendo um valor (M) e a variacdo na estabilidade dos
melhores pares de genes (V), permitindo a exclusdo gradual dos genes menos adequados, ou
seja, com menor valor (M). Utilizando-se o programa Relative Expression Software Tool 2009
(REST 09), de Pfaffl, Horgan e Dempfle (2002) (http://rest.gene-quantification.info/), os
genes alvo foram normalizados a partir dos trés melhores genes referéncia e a expressao e

regulagéo génica up e down foi calculada.
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4.7.2 Deteccao de transcritos de M. perniciosa nas plantas inoculadas

Para detectar transcritos do fungo M. perniciosa nas amostras inoculadas foram
utilizadas as mesmas condic¢des de amplificacdo previamente descritas. A analise pautou-se na
curva de dissociacdo do produto amplificado pelo iniciador do gene da proteina ribossomal
L35 (RpL35) especifica de M. perniciosa (5° ACTTCGGGTGCAAAAGATTG 37
5 TGGTCCTTCTTCGTCTGCTT 3°), entre as temperaturas de 72°C e 95°C (curva de
melting), tendo como referéncia a amplificacéo realizada com cDNA do fungo M. perniciosa
cultivado in vitro (controle positivo). A detecgdo de transcritos foi realizada nos tempos de
48 h, 72h, 120 h, 240 h, 480h e 720 h, apds a inocula¢do em ‘Micro-Tom’ com o bidtipo-S e
biotipo-C do fungo. Nos mutantes cu3, jail e transgénicos NahG e prosistemina, 0S
transcritos do fungo foram determinados no periodo de 48 h e 120 h apds a inoculagdo com o
bidtipo-S.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao sintomatoldgica da interacdo de M. perniciosa do biotipo-S e ‘Micro-

Tom’

Para propor o uso de ‘Micro-Tom’ como modelo no estudo da interacdo de
M. perniciosa com hospedeiro, fez-se a caracterizagdo do desenvolvimento de sintomas da
doenca desse tomateiro. Um lote de 30 plantas foi inoculado, restando cinco como controle.
Cinco dias ap6s a inoculacdo iniciou-se a avaliacdo das plantas para presenca de sintomas,
assim como a medicdo do engrossamento do caule com auxilio de um paquimetro. Essa
avaliacdo foi realizada a cada cinco dias, até 35 dias apds a inoculagdo com o patdgeno.

Nas avaliacOes realizadas, 24 das 30 plantas de ‘Micro-Tom’ apresentaram com
35 dias sintomas de engrossamento, representando 80% das plantas inoculadas. Inicialmente
foi possivel observar com 10 dias ap6s a inoculacdo brotacfes laterais pouco desenvolvidas
(menor que 0,5 cm) que so foi possivel confirmar como sintoma de vassoura aos 20 dias ap6s
a inoculagdo, quando estavam bem desenvolvidas (com mais de 4 cm). O nimero méximo de
‘vassouras verdes’ presentes nas plantas desafiadas com o fungo foram duas vassouras por
planta. Os primeiros sintomas de engrossamento aconteceram aos 10 dias em 23 plantas, que
com 35 dias atingiram um engrossamento médio de 1,22 cm, enquanto nas plantas controle o
engrossamento médio foi de 0,67 cm, sendo a variacdo entre os didmetros de 0,55 cm
(Figura 1).
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Figura 1 - Acompanhamento da média de didametro do caule de plantas inoculadas (linha vermelha) de
‘Micro-Tom’, a cada cinco dias apds a inoculagdo com basididsporos do bidtipo-S, e de
plantas ndo inoculadas, controle (linha azul)

Associado ao engrossamento do caule observou-se o engrossamento do peciolo das
folhas préximas ao local da inoculacdo, além de clorose e o ndo desenvolvimento da folha que
estava em expansdo no momento da inoculacdo (Figura 2). As folhas ficaram encarquilhadas,
mas ndo foram observadas a formacéo de blisters descritas por Marelli et al. (2009). Pontos
necréticos foram observados nos tecidos entre 20 e 30 dias sendo predominantes na regido
do engrossamento do caule; eventualmente observou-se necrose nas nervuras das folhas
(Figura 3). Ainda neste periodo, evidenciou-se a morte dos meristemas das vassouras (Figura
3), porém as plantas infectadas e sintomaticas completaram o ciclo de vida produzindo frutos
juntamente com as controle, sendo que a doenga ndo acarretou a morte da planta. Para
confirmar os resultados apresentados, o0 experimento de caracterizacdo sintomatolégica foi

realizado novamente, demonstrado andlises similares as obtidas no primeiro experimento.
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Figura 2 - A direita, planta inoculada com folhas novas em expansdo apresentando clorose (ponto
branco). Os sintomas relatados ndo foram visualizados na planta controle (ponto
vermelho)

|
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Figura 3 - Fotos de plantas sintomaticas inoculadas com o fungo M. perniciosa do bi6tipo-S. A: Caule
com engrossamento e necrose local; B: Peciolo das folhas proximo ao local de inoculagéo
com engrossamento (ponto preto) e peciolo normal (ponto vermelho); C: Vassoura lateral
com regido meristematica morrendo; D: Folhas encarquilhadas com necrose nas nervuras.
A, C e D: plantas com 30 dias ap6s inoculacdo; B: planta com 10 dias ap6s inoculagdo
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Assim como em cacaueiro, onde a infecgdo do fungo acarreta em intumescimento de
gemas infectadas e ramificagdo das gemas axilares formando as vassouras (PURDY;
SCHMIDT, 1996), plantas de ‘Micro-Tom’ também apresentaram essas caracteristicas no
desenvolvimento da doenca; contudo, diferentemente de T. cacao, as vassouras verdes do
tomateiro ndo evoluiram para a formagéo das vassouras secas.

A cultivar ‘Micro-Tom’ possui alelos mutantes que podem influenciar no
desenvolvimento, tais como dwarf (d), o qual reduz a biossintese de brassinoesterdide sendo
responsavel pelo tamanho reduzido de MT e self-pruning (sp) responsavel pelo crescimento
determinado da planta (MARTI et al., 2006). Além disso, essa cultivar apresenta outros alelos
adicionais como uniform ripening (u), que confere auséncia de ombros verdes nos frutos,
permitindo uma coloragdo mais uniforme nos tomates maduros, e os alelos Sm e | que
promovem a resisténcia a Stemphylium solani e Fusarium oxysporum f. lycopersici
(CAMPQS, et al., 2010). Para demonstrar que o desenvolvimento da doenga vassoura-de-
bruxa ndo foi influenciada pelas mutagdes presentes em MT, foram realizadas inoculacfes
com a cultivar ‘MoneyMaker’ que ndo possui nenhuma mutacédo aparente, sendo amplamente
usada em estudos genéticos com tomateiro. Das 30 plantas inoculadas da cultivar
‘MoneyMaker’, 22 tiveram sintomas da doenca, representando 73,4% das plantas inoculadas.
O espessamento médio da planta inoculada com o fungo foi de 1,41 cm contra 1,06 cm do
controle, assim a variagéo entre os diametros foi de 0,35 cm (Figura 4).
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Figura 4 - Acompanhamento da média de diametro do caule de plantas inoculadas (linha vermelha) de
‘MoneyMaker’, a cada cinco dias apds a inoculagdo com basidiosporos do bidtipo-S, e de
plantas ndo inoculadas, controle (linha azul)

Assim como em ‘Micro-Tom’, as plantas inoculadas apresentaram vassouras laterais
bem desenvolvidas e pronunciado engrossamento do caule quando comparadas com as plantas
de ‘MoneyMaker’ ndo-inoculadas (Figura 5). No entanto, as plantas completaram seu ciclo de
vida com producéo de frutos saudaveis e ndo evoluiram para a formacdo de vassouras secas,
sendo que infeccdo do fungo ndo foi capaz de causar morte das plantas. Dessa forma, pode-se
evidenciar que o desenvolvimento dos sintomas da vassoura-de-bruxa em ‘MoneyMaker’
deu-se da mesma forma que na cultivar ‘Micro-Tom’, demonstrando que a interacdo do fungo

M. perniciosa néo foi influenciado por nenhum dos alelos mutantes presentes em MT.
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Figura 5 - Fotos de plantas sintomaticas 30 dias apds a inoculacdo com o fungo M. perniciosa do
bidtipo-S. A: Planta de ‘MoneyMaker’ ndo inoculada; B: Planta de ‘MoneyMaker’
inoculada com vassoura lateral; C: Caule da planta ndo-inoculada sem engrossamento;
D: Caule da planta inoculada com engrossamento

5.2 Analise por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) de plantas de ‘Micro-Tom’
inoculadas com M. perniciosa do biétipo-S

Apds a inoculacdo com isolado do fungo Moniliophthora perniciosa do bidtipo-S,
foram coletadas meristemas apicais das plantulas de ‘Micro-Tom’ nos periodos de 6, 12, 24,
48, 72 e 96 horas. As amostras foram observadas ao microscopio eletrénico de varredura
(MEV) para determinar a germinacéo e penetracdo dos basidiosporos.

Seis horas ap6s a inoculagdo, ja foi possivel visualizar a emissdo de tubos

germinativos vigorosos sem formacao de apressorio (Figura 6), havendo a germinacdo dos
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basidiosporos sobre a cuticula e na base dos tricomas (Figura 7A). Em plantas coletadas 12 h
apo6s a inoculacdo, os basidiosporos germinados estavam dispersos sobre a epiderme do
‘Micro-Tom’ sem padrdo determinado de colonizacdo, ndo apresentando um crescimento
preferencial em direcdo aos estdomatos (Figura 7B). O mesmo foi observado para as amostras
coletas de 24 e 48 h apds a inoculagdo (Figura 7C, 7D e 7E). No periodo de 96 h pds-
inoculacdo, ndo foram mais observados basidiésporos germinados em nenhuma das amostras
analisadas.

Apesar de trabalhos realizados por Frias et al. (1991) apresentarem penetracdo do
tubo germinativo de M. perniciosa em estdmatos de plantas de T. cacao, 0 mesmo nao foi
observado em plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas com o mesmo fungo, contudo de diferente
biotipo. Observou-se penetracdo na base de tricomas 12 horas pds-inoculagdo (Figura 7F) e
atraves de lesdes na epiderme no periodo de 24 horas (Figura 7G). Além disso, 72 horas apds
a inoculacdo pbde-se observar uma possivel penetracdo direta do fungo através da epiderme
do meristema (Figura 7H). A ocorréncia de penetragdo direta também foi descrita em
trabalhos de Sreenivasan e Dabydeen (1989) sugerindo que a entrada das hifas diretamente
pela epiderme, sem formacao de apressorio, se dé em decorréncia da producdo de substancias
através do tubo germinativo da hifa, que degradam o tecido do hospedeiro. Os tricomas
mostraram-se pontos preferenciais de germinacdo e entrada do patdgeno, visto que esses
locais poderiam resultar em uma maior disponibilidade de nutrientes e uma cuticula de mais
facil penetracdo por estarem esticadas. A penetracdo preferencial pelos tricomas também foi
observado em trabalhos de Kilaru e Hasenstein (2005) na inoculacdo de tecidos foliares de

T. cacao com M. perniciosa do biotipo-C.

- NN s
Figura 6 - MEV de meristema apical de ‘Micro-Tom’. A: Superficie epidérmica com tricomas
glandures (Tg) e ndo-glandulares (Tr) de ‘Micro-Tom’ ndo-inoculado. B: Superficie
epidérmica de ‘Micro-Tom’ seis horas apds inoculacdo com presenca de basidiésporos
(b) e tubos germinativos (t) do fungo M. perniciosa
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Figura 7 -MEV de meristema apical de plantulas de MT inoculadas com M. perniciosa do bi6tipo-S. A: Basididsporos
(b) de M. perniciosa com emissdo do tubo germinativo (t) na base de um tricoma ndo glandular (Tr) seis
horas ap6s inoculagdo; B: Basididsporos (b) germinados sem crescimento preferencial do tubo germinativo
(t) na direcdo aos estdbmatos 12 horas apds inoculacdo; C-E: Basidiosporos de dispersos pela epiderme (e) e
tricomas glandulares (Tg) e ndo glandulares (Tr), sem padrdo determinado de colonizagdo 24 e 48 horas
apos inoculacdo; F: Possivel penetracdo(*) do fungo M. perniciosa na base do tricoma 12 horas apés a
inoculagdo; G: Penetracdo do fungo através de ferimento na epiderme 24 horas ap6s a inoculagdo; H:
Possivel penetracdo do fungo diretamente pela epiderme apés 72 horas da inoculagéo.
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5.3 Analise por Microscopia Optica (MO) de plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas com
M. perniciosa do bidtipo-S

Para caracterizacdo histopatologica de plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas com o
fungo M. perniciosa, amostras de plantas com 48 h, 120 h, 240 h, 480 h (20 d) e 720 h (30 d)
e 60 dias apds a inoculacdo e caules de plantas ndo-inoculadas foram fixados e preparados
conforme a metodologia exposta para microscopia Optica. Por meio das analises
microscopicas foi possivel identificar em plantas infectadas com o fungo, hipertrofia nos
tecidos com visivel aumento do volume celular e crescimento desorganizado das células
(Figura 8B). Em contrapartida, as plantas controle apresentaram uniformidade no padréo

celular dos tecidos avaliados (Figura 8A).

Figura 8 - Seccdes semifinas de caule de ‘Micro-Tom’. A: N&o-inoculado. Conformagdo normal das
células; B: Inoculado com o fungo M. perniciosa. Desenvolvimento hipertréfico e
desorganizado das células da planta. Epi= epiderme; ct= cortex; flo= floema; xil= xilema

Mudangas morfoldgicas nas células colonizadas com o fungo M. perniciosa em
plantas de tomate foram descritas por Marelli et al. (2009). A area total do caule de plantas
inoculadas foi significativamente maior do que as plantas controle, sugerindo que o aumento
do didmetro caulinar esta diretamente ligado com o aumento da divisdo celular (hiperplasia)
(MARELLI et al., 2009). Contudo, trabalhos de Orchard et al. (1994) demonstraram que 0
espessamento dos tecidos infectados com o fungo M. perniciosa ndo se deu devido a um
estimulo na divisdo celular, mas no aumento do volume das células bem como no

desenvolvimento desordenado dos tecidos.
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A colonizagdo dos tecidos com deteccdo de hifas foi visualizada em plantas
infectadas somente a partir de 30 dias ap6s a inoculagdo, porém ainda com numero reduzido
de hifas, sendo predominantemente intercelulares na regido cortical (Figura 9B). Assim como
em ‘Micro-Tom’, a colonizacdo de tecidos infectados em T. cacao com o fungo sob
microscopio de luz, também s6 foi visualizada 30 dias apo6s inoculagdo, com baixa
colonizagdo do patdgeno e com hifas apenas nas regides intercelulares (SILVA, 1997).

Quando em contato com as células do hospedeiro, as hifas ocasionaram
espessamento da parede, sendo ainda constatados vacuolos bem desenvolvidos no citoplasma
hifal (Figura 9B).

Figura 9 - Secgdes semifinas de caule ‘Micro-Tom’. A: Caule de ‘Micro-Tom’ ndo inoculado,
auséncia de hifa; B: Hifa (indicada pela flecha) de M. perniciosa intercelular 30 dias
apos a inoculagdo, mostrando vacuolo no interior da hifa

5.3.1 Analise por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) de plantas de ‘Micro-
Tom’ inoculadas com M. perniciosa do biétipo-S

Ao microscopio eletrénico de transmisséo, a colonizagdo foi visualizada com 60 dias
apos a inoculacdo, com reduzido numero de hifas de colonizacdo unicamente intercelular. Os
cortes ultrafinos foram feitos na regido cortical do caule de MT, e as hifas observadas
apresentaram conteldo citoplasmatico eletrodenso com vacuolos dispersos no mesmo
(Figura 10). Envolvendo a hifa, detectou-se a presenca de matriz extracelular (Figura 11), a
qual pode estar relacionada ao armazenamento de nutrientes, estabelecimento e manutengéo
da fase biotréfica e impedimento ou supressdo das defesas da planta (PERFECT et al., 1999).

Nesse estdgio de colonizagdo intercelular, toda comunicacdo e troca de componentes entre
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patdgeno e hospedeiro ocorre no espaco apoplastico através da matriz fungica, sendo essa
uma caracteristica de desenvolvimento em uma interacdo biotrofica (O’CONNELL; BAILEY;
RICHMOND, 1985).

Foi possivel observar o aumento na espessura da parede celular do hospedeiro, e o
achatamento da matriz extracelular hifal nos locais de contato (Figura 11), sugerindo que essa
regido funcione para troca de compostos necessarios para sobrevivéncia do fungo. Esse tipo
de nutricdo é peculiar de fungos que ndo formam haustorio, caracteristica do M. perniciosa,
assim como Cladosporium fulvum, patégeno biotrofico causador da cladosporiose em tomate
(THOMMA et al., 2005). Embora a deteccdo das hifas do fungo M. perniciosa na analise de
MET tenha ocorrido em plantas de 60 dias pds-inoculacdo, periodo em que possivelmente o
fungo M. perniciosa estaria em sua fase necrotrofica (MARELLI et al., 2009), ndo foram

identificadas hifas intracelulares caracterizando esse estagio no ciclo de vida do fungo.

Figura 10 - SeccOes ultrafinas (MET) do caule de plantas de ‘Micro-Tom’ inoculado com
M. perniciosa. A e B: Colonizagdo intercelular das hifas no cortex, aos 60 dias da
inoculacédo
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Figura 11 - Seccoes ultrafinas (MET) do caule de plantas de ‘Micro-Tom’ aos 60 dias da inoculacéo
com M. perniciosa. Interacdo das hifas intercelulares com a parede do hospedeiro. A e B:
juncdo da matriz hifal (ma) com a parede do hospedeiro (*)
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5.4 Caracterizacdo sintomatoldgica da interacdo de M. perniciosa do biétipo-S com
mutantes hormonais e plantas transgénicas de tomateiro

Mutantes hormonais, plantas transgénicas e a cultivar ‘Micro-Tom’ foram inoculadas
com isolados de M. perniciosa do bidtipo-S para avaliar o papel de cada hormonio na
interacdo entre o hospedeiro e 0 patdgeno, incluindo infeccdo e desenvolvimento de sintomas.
Foram avaliados genotipos referentes a oito classes hormonais, sendo representados por sete
mutantes e trés linhas transgénicas, todos introgredidos no background genético ‘Micro-
Tom’. Os experimentos continham preferencialmente 30 plantas inoculadas e cinco controles
ndo inoculados, sendo que as avaliagbes perduraram até 35 dias apds a inoculacdo. Devido a
grande variedade de gendtipos, nimeros de plantas e espaco disponivel na casa de vegetacdo,
0s mutantes e transgénicos foram avaliados em experimentos distintos, mas sempre tendo o
‘Micro-Tom’ como controle do experimento. No primeiro experimento foram avaliados 0s
mutantes epinastic, procera, e notabilis; no segundo os mutantes Never ripe, curl3,
diagiotropica e a linha transgénica CKX2, no terceiro o mutante jail e o transgénico NahG e
no quarto experimento avaliou-se o transgénico prosistemina.

O primeiro experimento, com inicio em 08/12/2009 e término em 12/01/2010, foi
realizado junto a caracterizacdo sintomatica da doenca em MT e conforme relatado
anteriormente, 0 ‘Micro-Tom’ apresentou 24 plantas infectadas entre as 30 inoculadas (80%)
(Tabela 5), com didmetro médio aos 35 dias ap06s a inoculacdo de 1,22 cm contra 0,67 cm do
controle, uma variacdo entre diametros de 0,55 cm (Figura 12). O mutante epinastic
apresentou 12 plantas sintomaticas aos 10 dias, e no total teve 26 plantas doentes aos 35 dias
(86,7%) (Tabela 5). O engrossamento médio do caule foi de 1,23 cm contra 0,73 do controle,
uma variacdo entre diametros de 0,50 cm (Figura 12). O mutante notabilis apresentou 23
plantas com sintomas visiveis aos 10 dias, e aos 25 dias todas as plantas apresentavam
sintomas (100%) (Tabela 5). O engrossamento médio do caule foi de 1,23 cm contra 0,56 do
controle, uma variacdo entre diametros de 0,67 cm (Figura 12). No mutante procera foi
possivel observar 18 plantas com hiperplasia aos 10 dias, e aos 15 todas as plantas
apresentavam sintomas de engrossamento do caule (100%) (Tabela 5). O engrossamento
médio do caule foi de 1,28 cm contra 0,59 do controle, uma variacdo entre didmetros de
0,69 cm (Figura 12). Na avaliacdo geral, todos os mutantes apresentaram sintomas

(Figura 13). No entanto, avaliando o0 momento quando os sintomas aparecem, o nimero de
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plantas doentes e o engrossamento do caule conjuntamente, foi possivel determinar que

alguns hormonios apresentaram participacéo relevante no desenvolvimento da doenca.

Tabela 5 - Gendtipos (MT, epi, not e pro) inoculados com basidiésporos do fungo
M. perniciosa do bi6tipo-S, nimero e porcentagem de plantas sintomaticas
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Figura 12 - Acompanhamento da média do diametro do caule de plantas inoculadas (linha vermelha)
dos genotipos ‘Micro-Tom’, epinastic, notabilis e procera a cada cinco dias ap6s a
inoculagdo com basidiosporos do bi6tipo-S, e de plantas ndo inoculadas, controle (linha

azul)
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Figura 13 - Fotos de ‘Micro-Tom’ e mutantes hormonais (epinastic, notabilis, procera) no
experimento de inoculagdo com basidiosporos de M. perniciosa do biotipo-S

A alta producdo de etileno presente no epinastic parece aumentar o nudmero de
plantas sintomaticas e reduzir sutilmente os sintomas de hiperplasia. O papel do etileno na
defesa das plantas pode refletir do seu envolvimento em varios processos fisioldgicos
vegetais, como 0 aumento na velocidade da senescéncia das folhas e do amadurecimento em
frutos, podendo predispor os tecidos para o desenvolvimento de doencas causadas por
patogenos necrotréficos (VAN LOON; GERAATS; LINTHORST, 2006). Plantas de tomate
infectadas com o fungo necrotréfico Botrytis cinerea apresentaram niveis significativamente
maiores de etileno, e a aplicacdo desse horménio ou seu precursor metionina em tecidos
inoculados, acelerou o desenvolvimento da doenca (ELAD, 1990). Do mesmo modo, o alto
nivel de etileno presente no mutante epinastic poderia estar beneficiando o desenvolvimento
da vassoura-de-bruxa, conjuntamente ao aumento da susceptibilidade a doenca (aumento no
percentual de plantas infectadas). J& a reducdo do diametro do caule detectada na avaliacdo
relaciona-se a maior expansdo celular observada no mutante epinastic, sendo que as hastes e
0s peciolos sdo mais espessos do que as plantas selvagens (BARRY et al., 2001). Desse
modo, a reducdo na variacdo da meédia dos didmetros, quando comparada as plantas de

‘Micro-Tom’ estd mais correlacionada ao aumento da espessura das plantas ndo inoculadas,
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como se pode observar na figura 12, sendo que a alta producdo de etileno no mutante
aparentemente ndo influencia diretamente na patogénese, porém aumenta a susceptibilidade.

Avaliando o nimero de plantas sintomaticas e a variacdo de engrossamento do caule
em relacdo ao controle, percebe-se que a falta de acido abscisico que ocorre no mutante
notabilis, favorece o aparecimento de maior nimero de plantas sintométicas e aumenta 0s
sintomas de engrossamento. Embora a interagdo desse mutante com o fungo M. perniciosa
aumente os sintomas da doenca vassoura-de-bruxa, na grande maioria das infeccbes em
tomateiro, os baixos niveis de ABA estdo ligados a diminuicdo da susceptibilidade ao
patdgeno (ASSELBERGH; DE VLEESSCHAUWER; HOFTE, 2008). Contudo, trabalhos
realizados com Arabidopsis thaliana, demonstraram que na interacdo do fungo necrotréfico
Sclerotinia sclerotiorum com mutantes abil e abi2, insensiveis a ABA, houve um aumento
efetivo na susceptibilidade (GUIMARAES; STOTZ, 2004), pois 0s mutantes ndo promovem
o fechamento estomético, de modo que o acido abscisico € imprescindivel nesse mecanismo,
podendo possibilitar um aumento consideravel na penetracdo e colonizagdo dos tecidos pelo
fungo. Esse possivel aumento da colonizacdo do fungo M. perniciosa do mutante notabilis
pode ter contribuido na desorganizacdo dos tecidos com aumento no volume e intensificacao
da divisdo celular, visto que esses sintomas estdo atrelados a infeccdo, aliados ao aumento do
didmetro nas plantas inoculadas comparadas ao controle ‘Micro-Tom’. Ainda nesse contexto,
mutantes defectivos na biossintese de ABA (aao3-2 e aba2-12) e insensivel a ABA (abi4)
demonstraram aumento na suscetibilidade aos patdgenos necrotréficos Pythium irregulare e
Alternaria brassicicola, sugerindo que a ativacdo do conjunto de genes de defesa mediados
por JA ndo ocorra, visto que ABA regula positivamente a via do &cido jasmonico (ADIE
et al., 2007). Desse modo, um aumento na susceptibilidade a vassoura-de-bruxa no mutante
notabilis pode estar relacionado ao desbalan¢o hormonal entre AS/JA, no qual a redugdo nos
niveis do acido jasmonico nesse mutante devido a baixa producdo de ABA e consequente
aumento de &cido salicilico, contribuiria para o elevado nimero de plantas doentes.

Assim como notabilis, 0 mutante procera, supersensivel a giberelina, apresentou
sintomas da doenca em todas as plantas desafiadas com o patdgeno e um aumento
significativo na espessura do caule. Sabe-se que o mutante procera possui perda de fungdo na
proteina DELLA, levando ao aumento de salicilato quando a planta € submetida a situagdes de
estresse bidtico e abiotico. Um quadruplo mutante para os genes das proteinas DELLA
mostrou-se mais resistente a Pseudomonas syringae DC3000 e Hyaloperonospora
arabidopsis, concomitante ao aumento da biossintese e sinalizagdo por AS (NAVARRO

et al., 2008). O aumento de AS correlaciona-se com o decréscimo de JA e por consequéncia o
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aumento da susceptibilidade a fungos necrotroficos como Alternaria brassiciola e Botrytis
cinerea em mutantes inoculados (NAVARRO et al., 2008). Nas inoculagdes do mutante
procera com M. perniciosa, 0 aumento no nimero de plantas sintomaticas pode estar ligado a
reducdo dos niveis de JA e aumento de AS, corroborando com os resultados obtidos nas
inoculagBes com o mutante notabilis. A giberelina produzida por fitopatégenos também pode
influenciar no desenvolvimento de resisténcia ou susceptibilidade da planta a doenca. O fungo
M. perniciosa possui genes envolvidos na sintese de acido giberélico (MONDEGO et al.,
2008), sendo que caso esse hormonio fosse produzido poderia promover a degradacdo das
proteinas DELLA e atenuar as respostas de defesa dependente de JA (BARI; JONES, 2009).
Alguns indicios, como expressdo de genes putativos para a via biossintética de giberelina e
deteccdo de uma substancia com massa molecular semelhante a giberelina comercial em
amostras de sobrenadante da cultura de M. perniciosa sugerem a possivel producao desse
hormoénio pelo patdgeno (AMBROSIO et al., 2008). A possivel producdo de giberelina
poderia também influenciar na patogénese de M. perniciosa no mutante procera considerando
o efetivo aumento no diametro das plantas inoculadas em rela¢ao a ‘Micro-Tom’, de forma
que os elevados niveis de GA relacionam-se a formacdo de galhas, que tem por caracteristica
a hipertrofia celular (NAKAGAWA, et al., 1987).

No segundo experimento, com inicio em 25/01/2010 e término em 01/03/2010, o
‘Micro-Tom’ apresentou 20 plantas infectadas de 30 inoculadas (66,7%) (Tabela 6), com
sintomas visuais aos 15 dias apds inoculacdo, e diametro médio aos 35 dias pds-inoculacao de
0,99 cm contra 0,75 cm do controle, uma variacdo entre diametros de 0,24 cm (Figura 14).
Neste experimento foi observado que as plantas 10 dias ap6s a inoculagdo apresentavam um
desenvolvimento mais lento do que as plantas ndo inoculadas, sendo que até aos 15 dias o
didametro do controle foi sempre maior do que no inoculado. O mutante Never ripe apresentou
cinco plantas sintomaticas aos 15 dias, e 14 plantas doentes aos 35 dias (46,7%) (Tabela 6).
As plantas sintomaticas avaliadas nos primeiros 10 dias apresentaram desenvolvimento
afetado, similar ao MT. O engrossamento médio do caule foi de 1,07 cm contra 0,66 do
controle, uma variacdo de 0,41 cm entre diametros (Figura 14). O mutante diageotropica
apresentou oito plantas sintomaticas aos 15 dias, e 15 plantas sintomaticas aos 35 dias (50%)
(Tabela 6). As plantas sintomaticas avaliadas nos primeiros 10 dias ndo apresentaram efeitos
no seu desenvolvimento. O engrossamento meédio do caule foi de 1,0 cm contra 0,66 do
controle, uma diferenca entre diametro de 0,34 cm (Figura 14). O mutante Curl3 apresentou
guatro plantas sintomaticas aos 10 dias, e 18 plantas sintomaticas aos 35 dias (60%)

(Tabela 6). Neste gendtipo, a hiperplasia apareceu mais cedo em algumas plantas e atingiu um
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tamanho estvel, voltando a apresentar aumento no didmetro ap6s 25 dias, enquanto que nos
outros mutantes, o aumento foi gradativo durante todo o periodo avaliado. O engrossamento
médio do caule foi de 0,96 cm contra 0,38 do controle, uma variacdo entre diametros de
0,58 cm (Figura 14).

O transgénico CKX2 apresentou trés plantas sintomaticas aos 10 dias, e aos 35 d ap0s
a inoculacdo apresentou 10 plantas doentes em um total de 20 plantas inoculadas (50%)
(Tabela 6). O engrossamento medio do caule foi de 0,96 cm contra 0,57 do controle, uma
diferenca entre didmetros de 0,39 cm (Figura 14). Neste gendtipo, a hiperplasia também
apareceu mais cedo em algumas plantas, e atingiu um tamanho estavel, sem variacdo nos dias
avaliados, diferente do engrossamento gradativo dos demais mutantes, exceto o curl3. No
gendtipo transgénico, nota-se que houve um engrossamento inicial, seguido de engrossamento
similar ao controle.

Em suma, na avaliacdo sintomatolégica dos genotipos, o espessamento do caule foi
evidenciado (Figura 15), porém o nimero de plantas doentes assim como a variagdo do

didmetro do caule mostrou-se variavel.

Tabela 6 - Gendtipos (MT, Nr, dgt, curl3 e CKX2) inoculados com basididsporos do fungo M.
perniciosa do bidtipo-S, niUmero e porcentagem de plantas sintomaticas

Gendtipos N° plantas Porcentagem de plantas
doentes sintomaticas (%)
Micro-Tom (MT) 20 66,7%
Never ripe (Nr) 14 46,7%
diageotropica (dgt) 15 50%
curl3 (cu3) 18 60%

CKX2 10 50%
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Figura 15 - Fotos de ‘Micro-Tom’, mutantes hormonais (Never ripe, diagiotropica e curl3) e planta
transgénica (CKX2) no experimento de inoculagdo com basididsporos de M. perniciosa
do bidtipo-S

Analises bioquimicas em tecidos de T. cacao infectados com M. perniciosa
demonstraram aumento nos niveis de diversos compostos, incluindo o horménio etileno no
inicio da infeccdo (SCARPARI et al., 2005). Além disso, sabe-se que fungo Moniliopthora
perniciosa possui em seu genoma a presenca dos chamados NLPs (Nepl-like proteins), que
sdo peptideos que funcionam como elicitores aptos a induzir a planta produzir etileno e causar
a necrose nos tecidos do cacaueiro (GARCIA et al., 2007). Dessa forma, concentracdes ou
niveis elevados de etileno demonstram importancia no desenvolvimento de sintomas da
vassoura-de-bruxa. Sendo assim, o mutante Never ripe, por possuir baixa sensibilidade a
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etileno, apresentou reducdo no nimero de plantas com sintomas da doenga, se opondo ao
resultado obtido no mutante epinastic com altos niveis de etileno o qual demonstrou aumento
no numero de plantas sintomaticas quando comparado com ‘Micro-Tom’. Do mesmo modo,
mutantes de tomate Never ripe inoculados com o fungo necrotrofico Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici e as bactérias Pseudomonas syringae pv. tomato e Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria com ciclo de vida biotréfico-necrotréfico, exibiram significativa reducdo nos
sintomas da doenca quando comparados as plantas de tomateiros selvagens (LUND; STALL,;
KLEE, 1998). Apesar da diminuicdo do nimero de plantas sintomaticas em Never ripe, as
plantas que desenvolveram a infecgdo apresentaram maior variacdo do didmetro no caule
quando comparadas a ‘Micro-Tom’, demonstrando que baixa sensibilidade de etileno
contribuiu para o aumento do diametro caulinar.

O mutante diageotropica com baixa sensibilidade a auxina, assim como Never ripe
apresentou reducdo no numero de plantas com a doenga vassoura-de-bruxa. Kilaru e
Hasenstein (2005) demonstraram que altos niveis de auxina podem facilitar a colonizacdo do
fungo M. perniciosa e possivelmente, a transicdo da fase biotrofica para necrotrofica da
doenca. Considerando que auxina possui papel crucial no estabelecimento e desenvolvimento
doenga, 0 mutante diageotropica ndo apresenta condicdes ideais para uma infeccdo mais
efetiva. Da mesma forma que 0s outros mutantes avaliados nesse experimento, a falta do
horménio citocinina no transgénico CKX2 diminui o nimero de plantas sintomaticas
inoculadas com o fungo causador da vassoura-de-bruxa. Na tentativa de associar as alteracdes
nos tecidos colonizados com o aumento de citocinina, Orchard et al. (1994) avaliaram 0s
niveis desse hormonio em tecidos saudaveis e infectados com M. perniciosa. Contudo, dos
quatro principais tipos de citocinina investigada, apenas a zeatina ribosideo apresentou
aumento na concentracao nos tecidos infectados, sugerindo que as citocininas poderiam estar
envolvidas no desenvolvimento da vassoura-de-bruxa por meio de acBes locais e bastante
especificas. Além disso, sabe-se que a maioria das doencas que se correlacionam com um
crescimento anormal dos tecidos, como formacdo de galhas e nddulos estd ligada com
desbalanco hormonal de citocinina (JAMESON, 2000), de forma que o transgénico CKX2 por
possuir baixos niveis desse horménio na planta, pode ter contribuido nareducéo do numero de
plantas com sintomas da doenga.

Como previamente observado, a infeccdo do fungo M. perniciosa no mutante com
baixa sensibilidade a brassinoesterdide (curl3) reduziu sutilmente o nimero de plantas
doentes quando comparado ao controle ‘Micro-Tom’. Campos et al. (2009), demonstraram

que em tomateiro, 0 hormonio brassinoesteroide parece controlar negativamente a via de JA,
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semelhante ao antagonismo presente entre essa mesma via e 0 AS. O hormonio BR por
apresentar baixa solubilidade em agua é pouco translocavel nas plantas (SYMONS et al.,
2008), e dessa forma necessita da ativacdo de proteinas da familia Bet v 1 para permitir a
movimentacao desse hormonio esteroide. Essa familia proteica ¢ ativada em resposta a ataque
de patdgenos nas plantas, podendo ser induzida pelo horménio AS (ZIADI et al., 2001).
Sendo assim, o mutante curl3, com baixa sensibilidade a BR, néo regula negativamente a via
de JA, visto que essa via hormonal estaria ativa no mutante em questdo, podendo contribuir na
reducdo no nimero de plantas com sintomas da doenca vassoura-de-bruxa. Apesar da reducao
no numero de plantas sintomaticas, em se tratando da patogénese da doenca vassoura-de-
bruxa nos mutantes dgt e curl3 e no transgénico CKX2 ,foi possivel observar que a baixa
sensibilidade a auxina e brassinoesteroide e o baixo nivel de citocinina contribuiram para o
aumento no didmetro do caule das plantas inoculadas quando comparadas ao ‘Micro-Tom’,
possivelmente devido algum desequilibrio hormonal que permitiu, nas plantas as quais a
infeccéo foi efetiva, a intensificacdo nos sintomas de hiperplasia e hipertrofia celular.

No terceiro experimento, com inicio em 01/10/2010 e término em 05/11/2010 foram
avaliados o mutante jaile a linha transgénica NahG tendo como controle das inoculacdes
‘Micro-Tom’ . Nas plantas inoculas de ‘Micro-Tom’, 15 plantas foram sintomaticas em um
total de 30 (50%), sendo que os primeiros sintomas foram observados com 15 dias apés a
inoculacdo (Tabela 7). A variagdo entre os didmetros da planta controle e inoculada foi de
0,39 cm, com 0,60 cm da planta controle e 0,99 cm do MT inoculado (Figura 16). No mutante
jail, os sintomas caracteristicos foram observados 15 dias pds-inocula¢do, com o valor dos
didmetros entre controle e planta inoculada de 0,64 cm e 0,98 cm respectivamente. A variacdo
de espessura, comparado controle e planta inoculada, teve valor de 0,34 cm (Figura 16).
Nesse mutante, 21 plantas apresentaram sintomas (70%) (Tabela 7), sendo a presenca de
‘vassouras-verdes’ 0 sintoma mais recorrente. Por fim, o transgénico NahG obteve o menor
namero de plantas sintomaticas entre os gendtipos avaliados, com cinco plantas dentre
30 repeticdes (16,7%), sendo os primeiros sintomas visualizados apenas 20 dias apés infeccéo
(Tabela 7). O diametro da planta ndo-inoculada apresentou 0,73 cm e a da inoculada 1,05 cm,
variacdo de espessura de 0,32 cm (Figura 16). Assim como nos experimentos anteriores, 0
‘Micro-Tom’, o mutante defectivo na via de transducdo de jasmonato (jail) e o transgénico
com baixos niveis de AS (NahG) mostraram-se sintomaticos (Figura 17).
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Tabela 7 - Gendtipos (MT, jail, e NahG) inoculados com basididésporos do fungo M. perniciosa
do bidtipo-S, nimero e porcentagem de plantas sintomaticas

Genotipos N° plantas Porcentagem de plantas
doentes sintomaticas (%)
Micro-Tom (MT) 15 50%
jasmonic acid insensitive (jail) 21 70%
NahG 5 16,7%
Micro-Tom jasmonic acid insensitive

1,40
1,20 L
1,00 T 1,00
0,80 /I/l

=——controle

0,60 - jd_i?xg =——controle
0,40 / ——inoculado
DR ———

0,00

——inoculado

Didmetro do caule {cm)

Diametro do caule {

5 10 15 20 25 30 35 5 10 15 20 25 30 35
Diasapdsinoculagdo Diasapésinoculagdo

NahG

1,40

1,20
1,00 A

0,80 /

0,60 W = controle
0,40 / ——inoculado
0,20 /

=

Didmetro do caule {cm)

0,00

5 '10‘15'20‘25'30‘35
Diasapdsinoculagio
Figura 16 - Acompanhamento da média do didmetro do caule de plantas inoculadas (linha vermelha)
dos gendtipos ‘Micro-Tom’, jasmonic acid insensitive, e NahG a cada cinco dias ap6s a

inoculagdo com basidiosporos do biotipo-S, e de plantas ndo inoculadas, controle (linha
azul)
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Figura 17 - Fotos de ‘Micro-Tom’, mutante hormonal (jail) e planta transgénica (NahG) no
experimento de inoculagdo com basididsporos de M. perniciosa do biétipo-S

Como observado anteriormente nos dados sintomatoldgicos, o mutante jail
demonstrou aumento na susceptibilidade (nimero de plantas doentes) a doenca vassoura-de-
bruxa. Da mesma forma, os mutantes de tomateiro com baixos niveis de jasmonato (defl) e
com reduzida expressdo de prosistemina (PSas) quando inoculados com o fungo necrotréfico
Botrytis cinerea apresentaram uma maior susceptibilidade comparados ao controle (DIAZ;
TEN HAVE; VAN KAN, 2002), O mutante defl também demonstrou ser mais susceptivel em
inoculacbes feitas com o hemibiotrofico Phytophthora infestans (THALER; OWEN;
HIGGINS, 2004).

Nesse mesmo experimento, para estabelecer a importancia do horménio &cido
salicilico frente o desenvolvimento dos sintomas da doenca utilizou-se o transgénico NahG.
Esse transgénico, o qual demonstrou ser 0 menos susceptivel a M. perniciosa, expressa o gene
que codifica para a enzima salicilato hidroxilase, que impede o acimulo de AS pela
transformacéo deste em catecol (DELANEY et al., 1994). Catecol € um composto fenolico,
sendo conhecido como substancias fungitdxicas, antibacterianas e antiviréticas, podendo
associar-se a resisténcia a doencas (VIDHYSEKARAN, 1988). Além disso, esse composto

causa a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo que a producdo de H,0, é
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considerada um regulador positivo de resisténcia a doencas (VAN WEES; GLAZEBROOK,
2003). H,0O, estd envolvido na insolubilizacdo de proteinas estruturais da parede celular,
formando uma barreira mecanica para penetracdo fungica e difusdo de toxinas e enzimas de
degradacédo da parede celular (BRADLEY; KIELLBOM; LAMB, 1992). Essa ROS também
atua como sinalizador para inducéo de expressao de genes de defesa (LEVINE et al., 1994),
sendo que um aumento na producdo de H,0O, reduz o crescimento bacteriano e fungico (WU,
et al., 1995). Conjuntamente a presenca de catecol, a impossibilidade de NahG acumular o
horménio AS também pode estar relacionado a diminui¢do do nimero de plantas sintomaticas
assim como reducdo no engrossamento do caule das plantas infectadas. Desse modo, a falta
de AS no transgénico permite que a via do JA seja ativada, sendo que essa interacdo negativa
elucidada em Arabidopsis thaliana (GLAZEBROOK, 2005), também parece associar-se a
tomate (PENA-CORTES et al., 1993). Da mesma forma, plantas NahG infectadas com a
bactéria hemibiotréfica Pseudomonas syringae apresentou aumento na expressao de genes
induzidos por acido jasmonico (SPOEL et al., 2003). Associando os dois genotipos utilizados
nessa avaliacdo (jail e NahG) é possivel observar o contraponto entre acido jasmonico e
acido salicilico. O mutante com baixa sensibilidade a JA demonstrou um aumento efetivo na
susceptibilidade, indicando que o baixo nivel desse hormonio contribui para o sucesso do
fungo na colonizagdo dos tecidos vegetais. No outro extremo, as plantas NahG com baixo
nivel de AS reduziu o nimero de plantas doentes, de forma que a impossibilidade do acimulo
de acido salicilico nesse transgénico resultou em niveis aumentados de acido jasmonico,
permitindo uma sinalizacdo adequada diante da infeccdo fungica.

No quarto experimento, com inicio em 06/03/2012 e término em 10/04/2012, foi
avaliada a linha transgénica prosistemina tendo como controle da inoculagdo ‘Micro-Tom’.
Para ‘Micro-Tom’, 17 plantas foram sintomaticas em um total de 30 (56,7%), sendo que 0s
primeiros sintomas foram observados com 15 dias ap06s a inoculacdo (Tabela 8). A variacdo
entre os didmetros da planta controle e inoculada foi de 0,38 cm, com 0,49 cm da planta
controle e 0,87 cm do MT inoculado (Figura 18). No transgénico prosistemina, os sintomas
caracteristicos foram observados 15 dias pos-inoculacdo, sendo que aos 35 d apds a
inoculagdo 14 plantas mostraram-se sintomaticas (46,7%). O valor médio do didametro
controle de 0,49 cm e de 0,90 para planta inoculada, resultando em uma variacdo entre
diametros de 0,41 (Figura 18). O transgénico avaliado, além de sintomas de engrossamento do
caule (Figura 19), caracteristico da vassoura-de-bruxa, também apresentou ‘vassouras verdes’

a partir de 15 dias apds a inocula¢do com o fungo.



68

Tabela 8 - Gendtipos (MT e prosistemina) inoculados com basididsporos do fungo M. perniciosa
do bidtipo-S, numero e porcentagem de plantas sintomaticas

Genotipos N° plantas Porcentagem de plantas
doentes sintomaticas (%)
Micro-Tom (MT) 17 56,7%
prosistemina 14 46,7%
Micro-Tom prosistemina
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Figura 18 - Acompanhamento da média do diametro do caule de plantas inoculadas (linha vermelha)
dos gendtipos ‘Micro-Tom’ e prosistemina a cada cinco dias apos a inoculagdo com
basididsporos do biétipo-S, e de plantas ndo inoculadas, controle (linha azul)
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Figura 19 - Fotos de ‘Micro-Tom’ e da planta transgénica (prosistemina) no experimento de
inoculacdo com basidiosporos de M. perniciosa do bi6tipo-S

Nessa avaliacdo sintomatolégica, o transgénico de tomateiro expressa
constitutivamente a prosistemina, sendo esse um peptideo de 200 aminoacidos que é
processado na planta para originar o peptideo ativo, a sistemina (MCGURL et al., 1992). A

sistemina, por sua vez, é um peptideo de 18 aminoacidos encontrado em solanéceas, o qual
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atua nos tecidos vasculares ativando a cascata de sinalizacdo do acido jasmonico, provocando
uma reacdo de defesa sistémica na planta (STRATMANN, 2003). Contrariamente ao mutante
jail que possui baixa sensibilidade a JA, a ativacdo da via desse mesmo hormdnio no
transgénico prosistemina reduziu os sintomas da doenca vassoura-de-bruxa quando
comparado ao controle ‘Micro-Tom’. Da mesma forma, plantas transgénicas que super-
expressam o0 gene prosistemina inoculadas com o fungo necrotréfico Botrytis cinerea
demonstraram maior resisténcia a doenca em comparacdo ao controle (DIAZ; TEN HAVE;
VAN KAN, 2002). Também, contrario ao mutante jail que demonstrou reducdo no diametro
do caule das plantas infectadas em comparacdo a MT, o transgénico prosistemina apresentou
aumento na média do engrossamento caulinar, indicando que apesar de JA propiciar reducéo
na susceptibilidade a doenca vassoura-de-bruxa, na patogénese os sintomas sdo intensificados.

Os resultados obtidos com a inoculacdo dos mutantes hormonais e plantas
transgénicas aumentam especulacdes de que uma maior susceptibilidade a vassoura-de-bruxa
relaciona-se ao aumento nos niveis do horménio AS, e a reducdo na susceptibilidade ao
horménio JA. Em T. cacao a resisténcia a vassoura-de-bruxa também parece estar atrelada a
sinalizacdo via JA, de modo que o acesso ‘CAB 214’ que se mostra resistente a
M. perniciosa, apresentou aumento significativo na expressdo de genes da rota biossintética
de &cido jasmonico, ndo sendo observada essa mesma resposta no acesso susceptivel ‘P7’
(LITHOLDO JUNIOR, 2009). Sustentando essa afirmacao, podem-se integrar os resultados
obtidos dos diferentes gendtipos inoculados, sendo que os mutantes notabilis, procera e jail,
gue apresentaram aumento no numero de plantas sintomaéticas, e de forma direta (jail) ou
indiretamente (notabilis e procera) demonstram interferir no balango AS/JA, de modo que
niveis reduzidos do horménio jasmonato contribuiram para uma infeccdo mais efetiva do
fungo M. perniciosa. Em contrapartida, os mutante curl3 e os transgénicos NahG e
prosistemina, os quais foram menos susceptiveis a vassoura-de-bruxa, por apresentarem
niveis aumentados de JA quando comparados a MT, apresentaram uma reducdo efetiva no
namero de plantas doentes. Esses dados sintomatoldgicos entre M. perniciosa e 0s diversos
mutantes e transgénicos utilizados nas inoculacdes demonstram seguir 0 modelo de interacao
entre AS e JA, em que AS bloquearia a via de JA, rendendo a planta susceptibilidade a
infeccdo. Os outros hormonios (ET, ABA, GA, AUX, BR e CK) avaliados nos experimentos
previamente apresentados, teriam papel secundario na infeccdo com M. perniciosa, seja
interferindo no cross-talk entre AS e JA ou atuando de forma especifica no desenvolvimento

dos sintomas da doenga.
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5.5 Caracterizacao sintomatoldgica da interacdo de M. perniciosa do biétipo-C e ‘Micro-
Tom’

InoculagBes com isolados do fungo M. perniciosa do bidtipo-C provenientes de
vassouras de T. cacao em Solanum lycopersicon cv Micro-Tom foram realizadas para avaliar
uma possivel ocorréncia de infeccdo cruzada com desenvolvimento de sintomas
caracteristicos da doenca vassoura-de-bruxa. Para essa finalidade, utilizou-se um lote de
35 plantulas, sendo que apos dois dias do transplante, 30 foram inoculadas com basidiosporos
do biotipo-C e cinco plantulas mantiveram-se como controle do experimento. As avaliacGes
iniciaram-se no quinto dia apds a inoculagdo, sendo repetida a cada cinco dias, com término
35 dias posteriores a inoculacdo. As analises pautaram-se em medi¢des caulinares para
quantificar seu engrossamento e deteccao de vassouras laterais.

Inicialmente, tanto as plantas controle quanto inoculadas apresentaram
desenvolvimento equiparado, tendo aos cinco dias, a média de diametro do caule da planta
controle e inoculado, 0,23 e 0,24 cm, respectivamente. No decorrer das avaliagOes, as plantas
desafiadas com o patdgeno do biotipo-C tiveram retardo em seu crescimento, com média final
do didmetro de 0,46 contra 0,54 da planta ndo inoculada (Figura 20). Outra caracteristica
observada nas plantas inoculadas foi a reducdo na altura em 63% do total avaliado
(Figura 21), além de excessivas brotacOes laterais em 40% das plantas.

Sabe-se que o crescimento das plantas esta relacionado ao horménio giberelina, e em
contrapartida o acido jasmonico esta associado com a defesa da planta e tem propriedades
ligadas a repressdo do crescimento, sendo a sinalizacdo por esses hormoénios (GA e JA)
regulada antagonicamente na defesa contra patdgenos necrotroficos (PAUWELS; INZE;
GOOSSENS, 2009). Enquanto GA promove o crescimento da planta através da degradacao
da proteina DELLA (LEIVAR; QUAIL, 2011), JA atua na supressdao do crescimento e
ativacdo de genes de defesa por meio da degradacdo da proteina JAZ (do inglés, Jasmonate-
Zim Domain) (YAN et al., 2007). Estudos demonstram que as proteinas JAZ e DELLA séo
capazes de interagirem na regulacdo hormonal de JA e GA, associando assim a resposta de
defesa com o crescimento das plantas (HOU et al., 2010). Quando a planta é desafiada por um
patdgeno necrotrofico, a sinalizagdo via acido jasmoénico deve ser rapidamente ativada atraves
da degradacdo de JAZ, porém essa leva a supressdo do crescimento vegetal por meio da
interacdo entre a proteina DELLA e o fator de transcricdo PIF (do inglés, Phytochrome

Interacting Factor) envolvido no crescimento da planta mediado por GA. Esse mecanismo faz
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com que a alocacdo de recursos necessarios para o crescimento das plantas seja limitado
(KAZAN; MANNERS, 2012). Sendo assim, a reducdo no crescimento das plantas inoculadas
com M. perniciosa do bi6tipo-C pode estar associada a ativacdo da via do &cido jasmonico
contribuindo na resisténcia da planta ao patégeno, contudo prejudicando o0 seu crescimento

devido a interacdo antagbnica entre DELLA-JAZ.
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Figura 20 - Acompanhamento da média de diametro do caule de plantas inoculadas (linha vermelha)
de ‘Micro-Tom’, a cada cinco dias ap0s a inoculagdo com basididsporos do biétipo-C, e
de plantas ndo inoculada, controle (linha azul)
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Figura 21 - Foto de plantas de ‘Micro-Tom’ controle ndo inoculada e planta inoculada com
basidiosporos de M. perniciosa do bi6tipo-C com reducédo na altura
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InoculagGes de isolados de M. perniciosa obtidos de T. cacao em Solanum
paniculatum, realizadas por Lopes, Luz e Bezerra (2001) demonstraram sintomas ndo tao
caracteristicos da vassoura-de-bruxa, com leve hipertrofia e hiperplasia, sendo que a
comprovacao da presenca de hifas do patdégeno nos tecidos do hospedeiro foi possivel apenas
por meio de cortes histoldgicos. Contudo, o experimento aqui realizado com inoculagdo do
‘Micro-Tom’ com M. perniciosa do bidtipo-C, ndo foi possivel observar sintomas de
espessamento do caule e vassouras verdes (Figura 22). A infeccdo de S. paniculatum por
isolado de cacaueiro deve-se provavelmente a especificidade do isolado.

As plantas desafiadas com o fungo M. perniciosa completaram juntamente com o
controle o seu ciclo, produzindo frutos, e ndo se observando a infec¢do cruzada. De modo
similar, Bastos e Evans (1985) isolaram basididsporos de vassouras de plantas de solanaceas
silvestres (Solanum rugosum Dum. e S. lasiantherum v. Heurck), e posteriormente inocularam
cacaueiros ‘ICS39’, susceptiveis a vassoura-de-bruxa. As plantas de T. cacao ndo
apresentaram sintomas da doenca e mantiveram-se saudaveis, ndo ocorrendo a infeccdo de
cacaueiro por isolados provenientes de Solanaceae. A patogenicidade cruzada de
M. perniciosa também foi testada com isolados do bidtipo-C em mudas de Theobroma spp.,
Herrania spp. e solanéceas, sendo que os isolados foram patogénicos em T. cacao, T.
speciosum e Herrania spp, e em contraste para Solanum esculentum, S. melongena e S. gilo,
nenhum sintoma foi observado (BASTOS et al., 1988). Adicionalmente, estudos de
diversidade genética baseados na analise de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(YAMADA et al., 1998) e regides repetitivas de DNA (ERIC-PCR) (ARRUDA et al., 2003)
demonstraram que a maioria dos isolados de solandceas sdo distintos dos isolados
provenientes de T. cacao.
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Figura 22 - Caules de planta controle (circulo vermelho) e inoculada (circulo branco) sem
espessamento caracteristico da doenca vassoura-de-bruxa

5.6 Avaliacdo da interacdo de M. perniciosa do biotipo-C com mutantes hormonais e
plantas transgénicas de ‘Micro-Tom’

Inoculagdes com isolados do fungo M. perniciosa do bi6tipo-C provenientes de
vassouras de T. cacao em mutantes e plantas transgénicas com alteracBes nas vias de
biossintese ou percepgdo hormonal, foram realizadas para avaliar uma possivel ocorréncia de
infecgdo cruzada, quebrando a resisténcia & doenca com desenvolvimento de sintomas
caracteristicos da vassoura-de-bruxa.

As classes hormonais e 0s genoétipos associados a alteracdo da via hormonal
avaliados para resposta a infec¢do por isolado do bidtipo-C foram brassinoesterdide (curl3),
auxina (diagiotropica), etileno (epinastic e Never ripe), &cido abscisico (notabilis) giberelina
(procera), &cido jasménico (jasmonic acid insensitive 1), citocinina (CKX2) e acido salicilico
(NahG). Todos os gendtipos se encontravam no background genético ‘Micro-Tom’. Pela
disponibilidade de espaco em casa de vegetacdo, as avaliacbes foram divididas em dois
experimentos distintos, tendo sempre ‘Micro-Tom’> como controle. Em todos o0s
experimentos, foram utilizadas cinco plantas ndo inoculadas como controle e 30 inoculadas.
No primeiro experimento foram avaliados 0s mutantes: epinastic, diagiotropica, notabilis,
Never ripe, procera e a linha transgénica CKX2; e no segundo os mutantes avaliados foram

Curl3, jail e a linha transgénica NahG.
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A avaliagdo geral dos dois experimentos revelou que nenhum dos gendétipos
(mutantes e transgénicos) inoculados com bidtipo-C desenvolveram 0s sintomas
caracteristicos de vassoura-de-bruxa, demonstrando que a auséncia/baixa sensibilidade ou
supersensibilidade aos diversos hormonios vegetais, ndo é capaz de quebrar a resisténcia das
plantas ao bidtipo-C de M. perniciosa.

No primeiro experimento, com inicio em 16/06/2010 e término em 21/07/2010,
assim como apresentado anteriormente em ‘Micro-Tom’, 0os mutantes e a linha transgénica
inoculados apresentaram reducdo no diametro do caule comparado as plantas controle. O
mutante epinastic apresentou engrossamento médio do caule de 0,46 cm contra 0,49 do
controle (Figura 23), tendo reducéo da altura em 37% das plantas inoculadas (Figura 24). O
mutante notabilis teve engrossamento médio do caule de 0,45 cm contra 0,50 do controle
(Figura 23), e reducdo de altura em 64% das plantas inoculadas (Figura 24). No mutante
procera o engrossamento médio do caule foi de 0,44 cm contra 0,51 do controle (Figura 23),
tendo 25% de plantas com reducdo na altura (Figura 24). O mutante diagiotropica teve
engrossamento médio do caule de 0,41 cm contra 0,53 do controle (Figura 23), tendo 40% de
plantas com reducdo na altura (Figura 24). O genotipo transgénico CKX2 apresentou
engrossamento do caule médio de 0,27 cm contra 0,32 do controle (Figura 23), porém notou-
se que ndo houve uma reducdo consideravel no porte das plantas inoculadas (Figura 24). O
mutante Never ripe apresentou engrossamento do caule médio de 0,45 cm contra 0,49 do

controle (Figura 23), tendo reducéo na altura de 60% das plantas inoculadas (Figura 24).
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Figura 24 - Fotos de ‘Micro-Tom’, mutantes hormonais (epinastic, notabilis, procera, diagiotropica,
Never ripe) e do transgénico (CKX2) no experimento de inoculagdo com basididsporos de
M. perniciosa do bi6tipo-C, sem sintomas caracteristicos da doenca vassoura-de-bruxa

O segundo experimento, com inicio em 10/03/2011 e término em 14/04/2011, com
0s mutantes jail e cu3 e a linha transgénica NahG também teve como controle das
inoculagbes o ‘Micro-Tom’. Assim como no primeiro experimento, o ‘Micro-Tom’, nédo
desenvolveu sintomas caracteristicos da doenca vassoura-de-bruxa quando inoculado com
isolado do biédtipo-C e o desenvolvimento das plantas inoculadas foi considerado inferior ao
controle com didmetro médio de 0,61 cm e de 0,73 cm para planta ndo inoculada (Figura 25).
Em 61% das plantas de MT inoculadas, foi possivel observar reducdo na altura (Figura 26).
No mutante jail os valores médios dos diametros entre controle e planta inoculada foram de
0,64 cm e 0,56 cm respectivamente (Figura 25), sem alteracdo na altura das plantas desafiadas
com o patégeno (Figura 26). O mutante curl3 teve engrossamento médio do caule de 0,35 cm
contra 0,37 do controle (Figura 25), ndo apresentando diferencas no na altura entre as plantas
inoculadas e ndo inoculadas (Figura 26). Por fim, o transgénico NahG demonstrou diametro
da planta ndo-inoculada de 0,64 cm e a da inoculada 0,56 cm (Figura 25), além de reducdo na

altura de 50% das plantas avaliadas (Figura 26).
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Figura 26 - Fotos dos mutantes hormonais (jail e curl3), transgénico (NahG) e ‘Micro-Tom’ no
experimento de inoculacdo com basidiosporos de M. perniciosa do bidtipo-C, sem
sintomas caracteristicos da doenca vassoura-de-bruxa
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Apesar das plantas inoculadas com M. perniciosa do bi6tipo-C ndo desenvolverem
sintomas caracteristicos da doenca vassoura-de-bruxa, foi possivel observar que as plantas
desafiadas reduziram seu crescimento. Sendo assim, pode-se concluir que as plantas nédo
permitem de forma passiva a entrada de patdgenos em seu interior, sendo que as agressoes
propiciadas pelos agentes infecciosos podem vir a ser percebidas, e sua capacidade de
adaptacdo permite que sobrevivam, mesmo tendo por muitas vezes Sseu crescimento
prejudicado (BARROS et al., 2010). Essa reducdo na altura evidenciada na maioria dos
gendtipos inoculados com o fungo M. perniciosa biétipo-C, assim como em ‘Micro-Tom’,
pode estar ligado a um desbalan¢co hormonal na relagdo entre JA e GA. Sendo assim, nas
plantas inoculadas resistentes ao fungo em questdo, a via do acido jasmonico estaria ativa e
consequentemente suprimiria o crescimento das plantas mediante a reducdo nos niveis de
giberelina por meio da interacdo entre as proteinas JAZ e DELLA (KAZAN; MANNERS,
2012).

5.7 Genes referéncia para analises de expressdo génica em ‘Micro-Tom’, mutantes
hormonais e plantas transgénicas

Com intuito de definir genes de referéncia ou normalizadores apropriados a analise
da expressdo génica em plantas de ‘Micro-Tom’, mutantes hormonais e plantas transgénicas
inoculadas e ndo inoculadas com o fungo M. perniciosa, foi avaliada a estabilidade da
expressdo de sete genes codificadores para actina, tubulina (beta tubulina), fator de
elongacdo 1 alfa (EFla), proteina fosfatase 22 subunidade catalitica (PPA2Acs), proteina
ribossomal L2 (RPL2), ubiquitina e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

Inicialmente, utilizando-se um pool de cDNAs de plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas
e ndo-inoculadas em diversos tempos de coletas, e diluidos a 1:10, 1:100 e 1:100 (v/v), foi
estabelecida uma curva de eficiéncia para cada amplicon. Os valores de eficiéncia obtidos
variaram de 0,85 (gene EF1a) a 1,00 (gene da tubulina e PPA2Acs), e os valores de R? foram

igual ou acima de 0,98 (Tabela 9).
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Tabela 9 — Valores de eficiéncia e R? dos candidatos a genes referéncia obtidos através de curva de
eficiéncia por amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-gPCR)

Gene Eficiéncia R’
Actina 0,94 0,99
Tubulina 1,00 0,99
EFla 0,85 0,98
PPA2ACS 1,00 0,98
RPL2 0,85 0,99
Ubiquitina 0,89 0,99
GAPDH 0,95 0,98

Em seguida, as amostras de cDNA sintetizadas a partir do RNA dos meristemas
apicais de plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas e ndo inoculadas, foram diluidas a concentracédo
de 1:10 (v/v); e submetidas as reacfes de RT-qPCR. Para o estudo da estabilidade dos
possiveis genes referéncia foi usado o software GeNorm. Esse programa necessita que 0S
valores de Cts sejam transformados em quantidades relativas (Q). Pela formula Delta Cr,
a amostra com maior nivel de expressdo, ou seja, menor C recebe valor 1 e 0os demais valores
sdo subtraidos desta (VANDESOMPELE et al., 2002).

Q: E Delta Ct
Q: E (Ct min-Ct amostra)

Q = quantidade relativa;
E = eficiéncia da amplificacdo (2 = 100%);
Ct min = menor valor de Ct = Ct da amostra com maior expressao.

No programa GeNorm, os valores de estabilidade génica foram medidos com base nos
niveis de expressao nao normalizados. Este software calcula a variagdo aos pares em todos 0s
genes, definindo como valor M a média da variacdo de um gene em relacéo a todos os outros.

Quando se considerou os genes com melhor estabilidade, os genes codificadores da
tubulina, PPA2Ac e GAPDH foram sugeridos pelo programa, sendo posteriormente utilizados
na normalizagéo dos genes alvo. A Figura 27 permite a visualizagdo da estabilidade dos genes

avaliados.
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Figura 27 - Anélise de expressdo dos valores médios de estabilidade de genes referéncia em ‘Micro-
Tom’ pelo programa GeNorm

5.8 Determinacao da eficiéncia dos iniciadores especificos dos genes alvos para ‘Micro-
Tom’, mutantes hormonais e plantas transgénicas

Utilizando-se um pool de cDNAs de plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas e ndo
inoculadas em diversos tempos de coletas, e dilui¢cdes seriais a 1:10, 1:100 e 1:1000 (v/v)
foram realizadas com o objetivo de estabelecer uma curva de eficiéncia para cada
amplificador especifico dos diversos genes.

Os valores de eficiéncia obtidos variaram de 0,80 (Pti5 e KNOX) a 1,0 (Osmaotin,
Peroxidase, PR1a, PR1b e OPR3) e os valores de correlacdo R? foram iguais ou acima de
0,98 (Tabela 10).
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Tabela 10 - Valores de eficiéncia e R? dos genes alvos obtidos através de curva de eficiéncia por
amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-gPCR)

Gene Eficiéncia R’
Vel 0,97 0,98
EIX1 0,83 0,98
KNOX 0,80 0,99
Osmotin 1,00 0,98
Chitinase 0,85 0,99
Chitinase Il 0,85 0,98
Pti5 0,80 0,99
Peroxidase 1,00 0,98
PR1a 1,00 0,98
PR1b 1,00 0,98
PIN-112x 0,88 0,99
AOC 0,99 0,98
PIN2 0,86 0,98
OPR3 1,00 0,98

5.9 Detecc¢ao de transcritos de RpL35 do fungo M. perniciosa biétipo-S e C em plantas de
tomateiro inoculadas

O fungo Moniliophthora perniciosa pode ser detectado em tecidos infectados por
meio de amplificacdo de transcritos reversos empregando genes especificos como Actina,
Rpl35, entre outros (LEAL JUNIOR; ALBUQUERQUE; FIGUEIRA, 2007). No presente
trabalho, foi conduzida a detecgéo de transcritos do gene Rpl35 de M. perniciosa em tecidos
inoculados e ndo-inoculados, a partir da curva de dissociacdo do produto amplificado
(melting) por RT-qPCR especifico, tendo como controle positivo o cDNA do fungo cultivado
in vitro. A temperatura de melting para o gene do fungo foi em média de 87,6°C para todas as
amostras analisadas, com pequenas variacdes. A deteccdo dos transcritos fungicos foi
realizada previamente a analise de RT-gPCR com o0s genes alvos, possibilitando selecionar
apenas as plantas que foram infectadas efetivamente pelo fungo M. perniciosa.

Nas amostras de ‘Micro-Tom’ inoculadas com o bidtipo-S, foi detectado a presenca
do fungo em todos os periodos analisados (48 h, 72h, 120 h, 240 h, 480 h e 720 h), sendo que
a 48 h observou-se o maior nimero de plantas infectadas (Figura 28). J& na inoculagdo com o
bidtipo-C, as andlises foram positivas para presenca do fungo apenas até 48 h apds a

inoculagéo (Figura 29).
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cDNA)

Os mutantes hormonais para brassinoesteroides (curl3) (Figura 30) e acido

jasmonico (jail) (Figura 31) apresentaram transcritos do fungo 48 h ap06s a inoculacéo;

contudo a 120 h apo6s a inoculacdo, os transcritos foram detectados apenas nas plantas do

mutante curl3. Ja para as plantas transgénicas NahG e prosistemina inoculadas, transcritos do

fungo foram amplificados nos dois periodos avaliados 48 e 120 h (Figuras 32 e 33).
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Figura 31 - Curva de dissociacdo do produto de PCR do gene RpL35 de M. perniciosa em amostras
inoculadas do mutante jail (Inoc) com bidtipo-S. F= controle positivo (CDNA
M. perniciosa cultivada in vitro) e B= controle negativo (amostras n&o inoculadas e sem
cDNA)
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Figura 32 - Curva de dissociacdo do produto de PCR do gene RpL35 de M. perniciosa em amostras
inoculadas do transgénico NahG (Inoc) com bi6tipo-S. F= controle positivo (cCDNA
M. perniciosa cultivada in vitro) e B= controle negativo (amostras ndo inoculadas e sem
cDNA)
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Figura 33 - Curva de dissociacdo do produto de PCR do gene RpL35 de M. perniciosa em amostras
inoculadas do transgénico prosistemina (Inoc) com bidtipo-S. F= controle positivo
(cDNA M. perniciosa cultivada in vitro) e B= controle negativo (amostras ndo inoculadas
e sem cDNA)

Ap0s a andlise que detectou o fungo M. perniciosa no cDNA das plantas inoculadas
dos diferentes genotipos, as amostras positivas, com acumulo de transcritos fangicos foram
selecionadas para as avaliacdes de RT-gPCR com os genes referéncia e os genes alvos ligados

a patogénese e a hormonios vegetais.

5.10 Caracterizacdo da expressdo génica da interacdo entre M. perniciosa do biotipo-S e
‘Micro-Tom’

Apices vegetativos de plantas de ‘Micro-Tom’ inoculados com M. perniciosa do
biétipo-S foram coletados ap6s 48 h, 72 h, 120 h, 240 h, 480 h (20 d) e 720 h (30 d) da
inoculacdo para deteccdo de transcritos do fungo e avaliacdo da expressdo diferencial de
14 genes-alvo de tomateiro (Tabela 4) por RT-gPCR.

Dos genes escolhidos, Vel (Verticillium disease resistance protein) PIN2 (Wound-
induced protease inhibitor 1), PRla (Pathogenesis-related protein — P4), PR1b
(Pathogenesis-related protein — P6); PIN-112x (Proteinase inhibitor Il protein); Chitinase;
Chitinase I1; Osmotin e EIX1 (EIX receptor 1) estdo relacionados com a resposta de defesa da
planta; ja os genes Pti5 (ERF/AP2 transcription factor family); KNOX (Transcription factor,
homeobox, KNOTTED-1) sdo fatores de transcricdo; o gene Peroxidase estd ligado ao
metabolismo de radicais livres de oxigénio, e por fim os genes AOC (Allene oxide cyclase) e

OPR3 (12-Oxophytodienoate reductase) estdo ligados a biossintese de jasmonato.
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Para as condi¢Ges bioldgicas investigadas, a analise pelo programa GeNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002) demonstrou que os genes de referéncia (Tabela 3) PPA,
GAPDH e tubulina foram os que apresentaram a menor variacao quantitativa de expressao nas
amostras de ‘Micro-Tom’ analisadas, sendo escolhidos como genes de referéncia nas anélises
subsequentes. As avaliacfes foram realizadas com auxilio do programa REST 2009, o qual
permite a analise a partir do uso de multiplos genes normalizadores.

Na avaliacdo da expressdo dos genes, 11 apresentaram acumulo significativo de
transcritos nas plantas infectadas. O periodo ap0s a inoculacdo em que 0 maior numero de
genes apresentaram acimulo de transcritos foi 48 h ap06s a inoculagdo, seguido do momento
120 h (cinco dias). Os genes induzidos a 48 h ap0ds a inocula¢do foram Pti5, EIX1, PIN2,
PR1a, PR1b, Chitinase, Chitinase Il, Osmotin, KNOX, Peroxidase e Vel, em relacdo aos
trés genes normalizadores, sendo que os genes Chitinase 1l e Osmotin tiveram valores acima
de 80 vezes e PR1a, PR1b foram induzidos acima de 900 vezes. Ainda nesse periodo, o gene
OPR3 foi de forma significativa, regulado negativamente. Na avaliagdo subsequente (72 h),
apenas 0s genes PR1la e PR1b mantiveram niveis de expressao significativos, porém com
valores inferiores a avaliacdo de 48 h. Nessa analise, os genes KNOX e Vel foram regulados
negativamente (Figura 34).

Com 120 h (cinco dias) pos-inoculagdo, diversos genes voltaram a apresentar
acumulo de transcritos como Pti5, PIN2, PR1a, PR1b, Chitinase, Chitinase I, Osmotin,
KNOX e Peroxidase, sendo que PRla e PR1b apresentaram o0s maiores actimulos de
transcritos, com valores acima de 200 vezes em relacdo ao controle (Figura 34). Nos trés
ultimos periodos avaliados (240, 480 e 720 h) posteriores a inoculacdo, a expressao de quase
todos os genes foi cessada, exceto os gene Vel a 240 h da inoculagéo, Chitinase Il e KNOX a
480 h, porém os valores de inducdo nao ultrapassaram 10 vezes em relacdo ao controle
(Figura 34).
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Figura 34 — Anélise da expressdo diferencial de 14 genes (Tabela 4) nos apices vegetativos de ‘Micro-
Tom’ inoculados com o fungo M. perniciosa do bi6tipo-S nas coletas realizadas nos
periodos de 48 h, 72 h, 120 h, 240 h, 480 h (20 d) e 720 h (30 d) apds a inoculagdo. A
expressao relativa dos genes foi calculada pelo programa REST a partir dos valores de Ct
determinado por RT-PCR quantitativo em tempo real, tendo como normalizadores os
genes PPA; GAPDH e tubulina

As plantas possuem diversas estratégias para se proteger da invasdo e posterior
infeccdo causada pelos patdgenos, sendo a sintese de proteinas relacionadas a patogénese
(PR) um importante mecanismo de defesa, quando o contato entre patdgeno-hospedeiro é
estabelecido. Essas proteinas séo induzidas tanto no local da infecgdo, como em uma resposta
sistémica da planta durante a resisténcia sistémica adquirida (SAR) (VAN LOON; VAN
STRIEN, 1999). Nas avalia¢des realizadas em periodos iniciais da infecgdo (48 a 120 h), altos
niveis de transcritos relacionados as PR foram detectados. Os maiores niveis de expressao
entre esse grupo de proteinas foi representado pelas PR-1, com o acimulo de transcritos dos

genes PRla e PR1b os quais podem ser induzidos por patdgenos ou o hormdnio acido
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salicilico, sendo comumente usados como marcadores da resposta de SAR (VAN LOON;
VAN STRIEN, 1999). O acumulo das PR-1 pode ocorrer tanto em interacbes compativeis
como em incompativeis, demonstrando que essas proteinas nem sempre atuam de forma
efetiva na resisténcia contra patdgenos.

Micélios do fungo M. perniciosa demonstraram produzir AS e possuir tolerancia a
esse hormonio (KILARU; BAILEY; HASENSTEIN, 2007). Além disso, plantas inoculadas e
infectadas com a vassoura-de-bruxa apresentaram elevados niveis de AS quando comparadas
com plantas sadias (CHAVES; GIANFAGNA, 2006), fazendo com que a via do acido
jasmonico, atuante na defesa contra patdgenos necrotréficos, seja bloqueada. Corroborando
com essa hipotese, nas avaliagdes realizadas nos periodos iniciais da infeccdo, os genes
AOC e OPR3 ndo apresentaram niveis significativos de transcritos, sendo esse Ultimo
regulado negativamente. O aumento dos niveis de AS e das proteinas induzidas por esse
hormonio, como no caso PR-1, poderia ser uma estratégia de patogenicidade do fungo, com o
intuito de limitar a competicdo de outros patdégenos durante desenvolvimento da vassoura-de-
bruxa (MONDEGO et al., 2008) ou mesmo bloquear a via biossintética do acido jasmonico.
Os altos niveis de transcritos relacionados as proteinas PR-1 corroboram com a inducgdo do
fator de transcricdo Pti5, que pertence a classe ERF (Fator de resposta a etileno), nas
avaliagdes realizadas 48 h apds a inoculagdo. Esse fator de transcri¢do regula a expressdo de
genes PR, principalmente os regulados por AS como os genes PR-1 e PR-2 (GU et al., 2002).

Além da familia PR-1, proteinas relacionadas a patogénese como chitinases e
osmotina também tiveram altos niveis de expressdo no periodo de 48 e 120 h. Chitinases
possuem efeito inibitério no crescimento fangico, visto que clivam os polimeros da parede
celular de quitina presente nos fungos (PROM; EGILLA, 2011). Contudo essa supressdo no
desenvolvimento do patégeno muitas vezes pode ndo ocorrer no processo infeccioso das
plantas, pois a expressdo da proteina pode ser insuficiente para contencdo da infeccdo, ou
mesmo pela insensibilidade do patdégeno a proteina por meio de secrecdo de inibidores ou
presenca de camadas de protecdo em torno das hifas (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).
A proteina osmotina é induzida por patdgenos ou estresse osmdtico, induzindo a apoptose
fangica (NARASIMHAN et al., 2003). Contudo, da mesma forma que a proteina chitinase, a
acdo dessa proteina na infeccdo pode ser comprometida pela presenca de glicoproteinas
presentes na parede celular fungica que protege da agéo toxica de osmotina.

Genes codificadores de peroxidases também tiveram altos niveis de expressdo na
fase inicial da infeccdo com o fungo M. perniciosa. Sabe-se que as peroxidases, presentes nos

tecidos vegetais, participam de diversos processos fisiologicos de grande importancia, como
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lignificacdo, biossintese de etileno, oxidacdo de AIA e oxidacdo de compostos fendlicos que
se acumulam em resposta a infeccdo (KAWANO, 2003). Em se tratando da biossintese do
polimero lignina, a peroxidase atua na remoc¢do de atomos de hidrogénio dos grupos alcoois
hidroxicinamicos, cujos radicais se polimerizam para formacao da lignina. Esse polimero
ocorre na parede celular das plantas superiores, e juntamente com celulose e outros
polissacarideos, formam uma barreira fisica na tentativa de impedir a penetracdo e
crescimento fungico (VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980). A lignificacdo pode ainda causar
modificagcdes na parede celular para torna-la mais resistente ao ataque de enzimas hidroliticas,
impedir a difusdo de toxinas produzidas pelo invasor e blogquear a utilizacdo de nutrientes do
hospedeiro pelo patdgeno. Contudo, a elevada expressdo da peroxidase nos periodos de 48 e
120 h, néo foi suficiente para impedir a infec¢do do fungo M. perniciosa em ‘Micro-Tom’.

No processo de infeccdo do hospedeiro pelo patégeno, os PAMPs/MAMPSs (JONES;
DANGL, 2006) podem vir a ser reconhecidos pelo sistema de defesa da planta por meio de
receptores transmembrana PRRs (Pattern recognition receptors) (BOLLER, 1995). A
proteina fungica ethylene-inducing xylanase de 22-kDa promove respostas de defesa em
tabaco (Nicotiana tabacum) e tomate (Solanum lycopersicum), induzindo a biossintese de
etileno, expressdo de proteinas relacionadas a patogénese, producao de fitoalexinas e induz a
resposta de HR em determinadas espécies de plantas (RON; AVNI, 2004). Essa proteina
fangica liga-se a receptores EIX1 presente na membrana das células, sendo homologa a
receptores ricos em leucina chamados LRR-RLPs (do inglés, Leucine Rich Repeat receptor
protein). Assim como o receptor EIX1, o gene Vel (Verticillium wilt disease resistance
protein) (KAWCHUK et al., 2001) também codifica uma LRR-RLPs e induz o acumulo de
proteinas PR em plantas desafiadas com patégenos (FRADIN; THOMMA, 2006). Na analise
de expressdo relativa, ambos os genes (EIX1 e Vel) apresentaram acimulos de transcritos no
periodo de 48 h apds a inoculacdo, indicando um possivel reconhecimento de PAMPs/MAMPs
presentes no fungo M. perniciosa; no entanto, as respostas de defesas desencadeadas por esse
reconhecimento ndo foram suficientes ou mesmo inespecificas para cessar a infecgdo pelo
fungo M. perniciosa.

O homeobox KNOTTED-1 apresentou acumulo de transcritos nos periodos de
48, 120 e 480 h apos a inoculagdo com o fungo M. perniciosa. Essa proteina regula genes
alvos que controlam a homeostase hormonal no meristema apical das plantas, modulando a
abundancia de giberelinas e citocininas (HAY; TSIANTIS, 2010). Trabalhos realizados com
tabaco demonstraram que a superexpressao do fator de transcricio KNOTTED-1 relaciona-se

com o acumulo de citocinina no meristema da planta, e por consequéncia um atraso na
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senescéncia das folhas (ORI et al., 1999). Sendo assim, a expressao desse fator de transcrigéo
nas plantas inoculadas com o fungo pode estar ligada a0 aumento nos niveis de citocinina
devido a presumivel producéo ou inducdo desse horménio pelo M. perniciosa (ORCHARD
et al., 1994) ou mesmo, a expressao esteja ligada apenas a manutencdo da homeostase no
meristema apical, visto que esse local é o ponto de inoculagdo das plantas. Ja o inibidor de
proteinase Il (PINII) de tomate pode ser induzido em consequéncia direta de danos causados
por insetos ou injdria mecanica (PENA-CORTES; FISAHN; WILLMITZER, 1995), sendo
liberado nos tecidos feridos da planta de modo localizado e precoce. Contudo, o acimulo
dessa proteina pode ser detectado de modo sistémico, sendo que a propagacao dessa resposta
para diversos tecidos da planta requer atuacdo de hormodnios vegetais como ABA e JA
(PENA-CORTES; FISAHN; WILLMITZER, 1995). Entretanto, nas avaliacbes feitas em
plantas de MT inoculadas com M. perniciosa no presente trabalho, o material analisado
delimitou-se na regido do meristema apical, onde foi realizada a inoculagdo com
basidiosporos. Desse modo, a expressdo do gene PINII nos periodos iniciais da infeccéo
(48 e 120 h), apresentou uma reposta de defesa apenas local, podendo ser ativada por
ferimentos feitos no momento da inoculacdo das plantas, ou mesmo pela presenca de insetos
na casa de vegetacdo. Essa afirmacdo corrobora com a analise feita de genes associados a rota
biossintética de jasmonato (AOC e OPR3) que ndo tiveram acumulo significativo de
transcritos em nenhum dos periodos avaliados. Sem a ativacdo desses genes, a sinalizaco
sistémica para a expressao do gene PINII ndo ocorre. Assim como PINII, a expressao do gene
do inibidor de proteinase (PINII-2x) relaciona-se a ferimentos, herbivoria ou mesmo pela
infeccdo de um patdgeno. Essa proteinase é encontrada principalmente em Solanaceae e
possui sinalizagdo mediada por jasmonato (TAMHANE et al., 2009). No entanto, a expressao
desse gene ndo foi observada em nenhum dos periodos avaliados.

A anélise da expressdo revela que a resposta de defesa 48 h apds a inoculagéo é a
mais intensa, sendo que uma segunda resposta acontece somente a 120 h, porém em menor
intensidade. Contudo apesar de ocorrer a expressao de genes atuantes no reconhecimento do
patdgeno para ativacdo da resposta de defesa, o ‘Micro-Tom’ ndo demonstrou resisténcia a
doenca, possivelmente por que a resposta desencadeada ndo foi suficiente e intensa para
inibicdo do crescimento do fungo e que possiveis efetores patogénicos poderiam ser capazes
de suprimir a defesa mediada pelo reconhecimento de PAMPS/MAMPs (ABRAMOVITCH;
MARTIN, 2004; NOMURA; MELOTTO; HE, 2005). Pode-se observar também uma
constante ativacdo de genes marcadores associados com a resposta de defesa mediada pelo

acido salicilico, e uma reducédo de transcritos com genes relacionados com a resposta de
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defesa mediada por jasmonato. Essas evidéncias corroboram a hipétese que a susceptibilidade
em interagBes compativeis entre ‘Micro-Tom’ e M. perniciosa estaria ligada ao aumento de

AS com intuito de bloquear a rota biossintética de JA.

5.11 Caracterizacdo da expressdo génica da interacdo entre M. perniciosa do biotipo-C e
‘Micro-Tom’

Meristemas apicais de plantas de ‘Micro-Tom’ foram inoculados com basididsporos
do bidtipo-C e coletados ap6s 48 h, 72 h, 120 h, 240 h, 480 h (20 d) e 720 h (30 d) da
inoculagdo. As amostragens foram realizadas de forma aleatdria, visto que ndo se observou
sintomas caracteristicos da vassoura-de-bruxa, tanto nas plantas coletadas quanto nas plantas
restantes, as quais ficaram para avaliacdes sintomatoldgicas. As amostras de RNA obtidas a
partir de plantas inoculadas e controles ndo-inoculados foram utilizadas para investigar a
expressao diferencial de 14 genes-alvo (Tabela 4) associados com a reposta de defesa do
tomateiro por RT-qPCR. Os genes normalizadores e alvos utilizados nessa avaliacdo foram os
mesmos usados na caracterizacdo da expressdo génica com isolados do bidtipo-S.

Na avaliacdo da expressdo dos 14 genes, 13 apresentaram aumento significativo de
transcritos nas plantas infectadas. A ativacdo dos genes se deu no primeiro periodo avaliado,
com 48 h apdés a inoculacdo, coincidindo com o periodo de deteccdo de transcritos do fungo
na planta. Contudo, foi com 72 h apds a infeccdo que ocorreu 0s maiores valores de expressao
relativa dos genes.

Os genes que tiveram acumulo de transcritos 48 h apds a inoculagdo foram Pti5,
EIX1, PR1a, PR1b, Chitinase, Chitinase 11, Osmotin, KNOX, Peroxidase e Vel, sendo que 0s
genes PR1a e PR1b foram de induzidos pouco mais de 100 vezes em relacdo ao controle ndo-
inoculado. No mesmo periodo de analise os genes AOC e PIN-I12x tiveram sua expressao
reguladas negativamente. Diferentemente das avaliacGes realizadas com inoculagdes do fungo
M. perniciosa do biotipo-S em ‘Micro-Tom’, a ativacao dos genes foi mais intensa no periodo
de 72 h, com inducéo de todos os genes avaliados, ndo sendo significativa apenas a expressao
do gene AOC. Essa andlise determinou ainda niveis altissimos de transcritos para 0s genes

PR1a e PR1b com valores acima de 1000 vezes (Figura 35).
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Na andlise das amostras de 120 h (5 dias) pds-inoculacdo dos genes abordados,
apenas Osmotin e Peroxidase apresentaram niveis de expressdo pouco acima de trés vezes em
relacdo ao controle. Além disso, os genes PR1la e PR1b foram significativamente menos
acumulados. Ja& no periodo de 240 h (10 dias), os genes PIN2 e KNOX apresentaram niveis de
expressdo que ndo ultrapassaram 10 vezes acima do controle (Figura 35). Os periodos
subsequentes de avaliagbes (480 e 720 h) ndo demonstraram expresséo diferencial de nenhum

gene avaliado (dados nédo apresentados).
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Figura 35 - Analise da expressao diferencial de 14 genes (Tabela 4) nos apices vegetativos de ‘Micro-
Tom’ inoculados com o fungo M. perniciosa do bi6tipo-C nas coletas realizadas nos
periodos de 48 h, 72h, 120 h e 240 h apds a inoculagdo. A expressdo relativa dos genes
foi calculada pelo programa REST a partir dos valores de Ct determinado por RT-PCR
guantitativo em tempo real, tendo como normalizadores os genes PPA; GAPDH e
tubulina

Apesar de ndo desenvolver sintomas caracteristicas da doenga vassoura-de-bruxa,
plantas de ‘Micro-Tom’ inoculadas com isolados do bidtipo-C provenientes de T. cacao
apresentaram ativacdo dos genes relacionamos a patogénese ou mesmo ao reconhecimento de
PAMPs/MAMPs do patdgeno. Contudo, as diferencas nas avaliacOes entre interagdes
compativeis (isolados do biotipo-S inoculados em ‘Micro-Tom’) e incompativeis (isolados do

biotipo-C inoculados em ‘Micro-Tom’) deram-se nos niveis de transcritos expressos em
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periodos distintos de avaliagdo. Em plantas que se mostraram sintomaticas inoculadas com o
bidtipo-S, a resposta de maior intensidade e com maior nimero de genes expressos foi com
48 h apds a inoculacdo. Ja na interacdo de ‘“Micro-Tom’ com isolados do bidtipo-C a resposta
mais intensa foi no periodo de 72 h pds-inoculagdo, sendo que os valores de inducdo,
principalmente dos genes PR1a e PR1b mostraram-se mais elevados nesse tipo de interacao.
Ambos os genes (PR1a e PR1b), traduzem proteinas relacionadas a patogénese e encaixam-se
em mecanismos sistémicos de defesa, no qual a partir do sitio de infec¢do ha a translocacéo de
um sinal para diversas partes da planta, induzindo reac6es de defesa comumente instaurado
em relagBes incompativeis entre planta-patoégeno (WARD et al., 1991).

Pat6genos que ndo causam sintomas da doenca na planta podem estar sujeitos ao
reconhecimento na membrana plasmatica das células das plantas, através dos PAMPs/MAMPs
ativando respostas de defesa (NURNBERGER; LIPKA, 2005). Esse reconhecimento pode ser
observado com a expressao dos genes EIX1 e Vel nos periodos iniciais analisados (48 e 72 h),
sugerindo que produtos fangicos poderiam ser elicitores de respostas de defesa.

Nesse contexto, observou-se que as diferencas entre interacbes compativeis e
incompativeis se ddo de forma quantitativa e cinética, sendo que os genes ativados podem ser
similares e os mecanismos de sinalizagdo de respostas de defesa amplamente compartilhados.
Diferencas no periodo de ativacdo de determinada resposta de defesa e a amplitude dessa
resposta pode ser crucial na determinacdo na resisténcia a um patdgeno especifico, visto que
em alguns casos, se a inducdo de expressdo de determinado gene é reduzida em algum
momento da resposta de defesa, € necessario mais tempo para proteina codificada por esse
gene se acumular, consequentemente, a resposta mediada por essa proteina mostra-se mais
lenta, podendo acarretar na susceptibilidade da planta a doenca (TAO et al., 2003).

Em suma, a inducdo dos genes relacionados a defesa no periodo de 48 h e a
permanéncia dessa expressdo no periodo de 72 horas ap6s a inoculacdo concomitante ao
aumento no nivel de transcritos dos genes avaliados, pode ter tido papel fundamental na
resisténcia das plantas de ‘Micro-Tom” ao fungo M. perniciosa do biétipo que atinge

T. cacao.
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5.12 Caracterizacdo da expressao génica da infeccdo por isolados do biotipo-S em curl3,
jail, prosistemina e NahG

Juntamente com os experimentos de inoculacdo de plantas de ‘Micro-Tom’ com
M. perniciosa do bidtipo-S, meristemas apicais dos mutantes hormonais curl3 e jail e dos
transgénicos prosistemina e NahG também foram inoculados com basidiosporos e coletados
apos 48 e 120 horas da inoculacdo. Visto que nesses dois tempos de coleta as plantas ainda
ndo apresentaram sintomas visiveis de hiperplasia e vassoura lateral, a coleta se fez de modo
arbitrario. Para analise de expressdo génica, inicialmente foi feita a deteccdo do fungo
M. perniciosa a partir da curva de desnaturacao do produto de PCR especifico com transcritos
do gene RpL35 conforme descrito anteriormente. As amostras positivas para presenca do
fungo foram entdo selecionadas para avaliacdo com seis genes selecionados, incluindo PR1a,
PR1b, AOC, OPR3, PIN-112x e Pti5. Para expressdo diferencial dos genes-alvo, utilizou-se o
programa REST 2009 comparando plantas inoculadas e ndo inoculadas nos dois tempos de
avaliag&o. Os genes constitutivos PPA , GAPDH e tubulina foram escolhido como referéncias
na andlise, baseada nas avaliacbes feitas pelo programa GeNorm (VANDESOMPELE
et al., 2002)

Na avaliacdo de expressao diferencial dos genes, o mutante curl3 apresentou inducgéo
em trés genes dos seis testados, com taxas acima de sete vezes para o gene Pti5 nos dois
periodos avaliados. J& nas andlises com PR1a e PR1b, em 48 h a expresséao relativa obteve
valores acima de 50 vezes, passando para acima de 1000 vezes nas avaliacGes feitas em 120 h.
O gene PIN-112x foi regulado negativamente 48 h apos a inoculacdo, e no periodo de 120 h
ndo apresentou niveis significativos de expressdo (Figura 36).

As avaliacBes feitas no mutante jail determinaram altos valores de acimulo de
transcritos do gene Pti5, sendo 180 vezes mais expresso em relacdo ao controle 48 h pos-
inoculacdo. Contudo, na andlise subsequente (120 h), esse mesmo gene foi regulado
negativamente. Os genes PR1a e PR1b apresentaram valores de expressdo relativa acima de
100 vezes na avaliacdo feita em 48 horas da infec¢do fungica, reduzindo significativamente
esses valores para trés vezes mais expressos que o controle no periodo de 120 h. O gene
PIN-112x foi fortemente reprimido na avaliacdo de 48 h, permanecendo sem acumulo de

transcritos 120 h apos a inoculagéo (Figura 36).
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O transgénico prosistemina apresentou altos niveis de expressao relativa dos gene
PR1a (acima de 2000 vezes) e PR1b (acima de 4000 vezes) 48 horas apds a inoculagdo com o
fungo M. perniciosa. Na avaliacdo de 120 h, esses indices cairam para cerca de 100 vezes
mais expresso que o controle. O gene PIN-112x manteve nos dois periodos avaliados valores
de inducdo cinco vezes mais que o controle. J& o gene Pti5 apresentou acimulo significativo
de transcritos (acima de 19 vezes) apenas no primeiro periodo de anélise (Figura 36).

Na analise de expressdo relativa com o transgénico NahG quatro genes foram
ativados no periodo de 48 h apds a inoculagdo, com destaque para PR1a e PR1b com niveis
altissimos de transcritos (acima de 3000 vezes). Pti5 e PIN-112x também apresentaram valores
representativos, com sete vezes acima do controle ndo inoculado. Os genes AOC e OPR3
foram regulados negativamente 48 e 120 horas ap0s a inoculacéo e os genes PIN-112x e Pti5
foram negativamente regulados apenas nas avaliacdes realizadas 120 h ap6s a inoculacéo. Os
genes PR1a e PR1b apesar de ndo serem reprimidos 120 h da inoculagéo, ndo demonstraram

valores significativos de indugéo (Figura 36).
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Figura 36 - Analise da expressao diferencial dos genes AOC, OPR3, PIN-112x, Pti5, PR1a e PR1b nos
apices vegetativos de plantas de ‘Micro-Tom’, dos mutantes curl3 e jail e dos
transgénicos prosistemina e NahG inoculados com fungo M. perniciosa do bi6tipo-S nas
coletas com 48 h e 120 h. A expressao relativa foi calculada pelo programa REST a partir
dos valores de Ct determinado por RT-PCR quantitativo em tempo real, tendo como
normalizadores os genes PPA; GAPDH e tubulina

O mutante com baixa sensibilidade a brassinoester6ide demonstrou uma sutil

reducdo na susceptibilidade (com uma taxa de infec¢do de 60%) quando comparado as plantas

de ‘Micro-Tom’ inoculadas para a doenga vassoura-de-bruxa. Assim como MT, o0s genes
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AOC, OPR3 e PIN-112x ndo apresentaram valores significativos de expresséo génica e oS
genes Pti5, PRla e PR1b foram induzidos nos dois periodos de avaliagdo. Contudo o0s
maiores valores de acumulo de transcritos ocorreram no periodo de 120 h, o que caracteriza
uma resposta de defesa tardia, ndo significando grandes interferéncias no desenvolvimento da
doenga vassoura-de-bruxa quando comparado ao controle ‘Micro-Tom’, a0 Se observar a
caracterizagdo sintomatologica em ambos 0s genotipos.

Diferentemente do mutante jail, as plantas transgénicas prosistemina demonstraram
reducdo no numero de plantas com sintomas da vassoura-de-bruxa caracterizacdo em relacao
ao controle ‘Micro-Tom’. O padréo de expressdo entre os dois genotipos (jail e prosistemina)
foi similar, com uma resposta mais intensa no primeiro periodo de avaliacdo para 0s genes
Pti5, PR1a e PR1b, porém o nivel de transcritos acumulados no transgénico prosistemina foi
guantitativamente maior do que no mutante jail. Além disso, o que difere o transgénico da
prosistemina do mutante jail e da cultivar ‘Micro-Tom’ desafiadas com o fungo, ¢ a
expressao do inibidor de proteinase PIN-112x nos dois periodos de avaliagdo (48 h e 120 h).
Da mesma forma do que observado no transgénico prosistemina utilizado nas inoculacdes
com M. perniciosa, plantas de tomate (Lycopersicon esculentum var. Better Boy) transgénicas
expressando constitutivamente esse mesmo gene foi capaz de gerar sinalizagdo sistémica que
induziu a sintese de inibidores de proteinases (MCGURL et al., 1994). Esses inibidores
localizam-se nas paredes celulares, espacos intercelulares, citossol e vacuolos das plantas
(KAPUR; TAN-WILSON; WILSON, 1989), podendo ser encontrados constitutivamente ou
induzidos em resposta ao ataque de um patégeno ou de herbivoros (JONGSMA; BOLTER,
1997). O papel dos inibidores de proteinase pauta-se na atuacdo direta contra proteases
extracelulares produzidas pelos patdégenos que facilitam a penetracdo durante a infeccgdo.
Sendo assim, os inibidores retardam a proteodlise das paredes celulares e de proteinas de
membrana na tentativa de reduzir a desorganizacdo celular. Inibidores de proteinases, como as
chamadas cistatinas, também estavam expressos em bibliotecas de cDNA da interacdo entre
Theobroma cacao e M. perniciosa (GESTEIRA et al., 2007). Cistatinas demonstraram ter
papel na defesa contra o patdgeno, visto que inibem a atividade das proteases produzidas pelo
M. perniciosa, fazendo com que ocorra contengdo no crescimento do micélio por dificultar a
nutri¢do fangica na planta (PIROVANI et al., 2010). Conjuntamente, esse inibidor de protease
também parece controlar o desenvolvimento dos sintomas da morte celular programada,

impedindo que a doencga evolua para fase necrotrofica (PIROVANI et al., 2010).
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O 4acido salicilico desempenha papel crucial na ativacdo de respostas de defesa,
sendo que a sinalizacdo via esse fitohormonio esta ligada diretamente a ativagdo de proteinas
relacionadas a patogénese do grupo PR-1 (GAFFNEY et al., 1993). Surpreendentemente, 0s
genes PR1a e PR1b, pertencentes ao grupo das PR-1, tiveram um grande acimulo nos niveis
de transcritos 48 horas ap0s a inoculagdo com M. perniciosa nas plantas transgénicas NahG.
Esse transgénico expressa o gene bacteriano salicilato hidroxilase (nahG) sendo deficiente no
acumulo do horménio acido salicilico (GAFFNEY et al., 1993). Do mesmo modo, trabalhos
de inoculacdo com o patdgenos Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv) em plantas
transgénicas de tomate NahG também apresentaram acimulo de transcritos dos genes PR1a e
PR1b, 48 horas ap6s a inoculagdo. Contudo a inducdo desses genes se deu apenas de modo
local, ndo havendo a expressdo génica na forma sistémica (BLOCK et al., 2005). Nas
avaliacGes aqui realizadas, o material avaliado concentrou-se na regido meristematica, ponto
de inoculacdo do fungo M. perniciosa, e dessa forma a resposta de defesa avaliada foi
fundamentalmente local, demonstrando que a inducdo das proteinas PR pode vir ser ativada
localmente pelo patdgeno, sendo que o horménio AS possui o papel na sinalizacdo da
resposta de defesa na forma sistémica.

Além da inducdo dos genes PR1a e PR1b pelo patdgeno em uma resposta de defesa
local, a ativacéo desses genes pode estar relacionado com a producdo de acido salicilico pelo
fungo M. perniciosa (KILARU; BAILEY; HASENSTEIN, 2007), visto que a presenga do
fungo, através do gene Rpl35 de M. perniciosa, foi detectada na planta nos dois periodos
avaliados. Corroborando com a deteccdo da inducdo das PR-1, o fator de transcricdo Pti5 o
qual regula a expressdao das proteinas ligadas a patogénese (GU et al., 2002) também
apresentou expressdo apenas na avaliagdo de 48 h apds a inoculacdo com o fungo. Da mesma
forma que o transgénico prosistemina, a expressdao do gene PIN-112x foi observada 48 h apds
a infeccdo com o fungo M. perniciosa, sendo que ambos 0S genOtipos transgénicos
demonstraram uma menor susceptibilidade ao fungo M. perniciosa, podendo a expressao
dessa proteinase especifica contribuir para a contencdo do crescimento fangico. Além disso,
sabe-se que a inducdo da expressdo de inibidores de proteinase do tipo Il se da pela
sinalizacdo via JA (OROZCO-CARDENAS; MCGURL; RYAN, 1993), podendo associar a

expressao do gene PIN-112x a um aumento nos niveis desse hormonio.
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6. CONCLUSOES

o O tomateiro ‘Micro-Tom’ demonstrou ser um modelo genético adequado para o
estudo da interacdo com M. perniciosa, com o desenvolvimento de sintomas caracteristicos

como a hipertrofia, hiperplasia e formacgéo de vassouras laterais;

o A caracterizacdo histopatoldgica da interacdo por microscépio éptico demonstrou
evidente aumento no volume celular e desorganizacgdo das células nas plantas infectadas pelo

fungo M. perniciosa;

o Por microscopia eletrénica de varredura verificou-se a germinacdo dos basididsporos,
com tubos germinativos longos e vigorosos, sem orientacdo especifica e sem formacdo de
apressorio, com alguns pontos de penetragdo como tricoma, ferimento e diretamente através

da epiderme;

o Por microscopia eletrénica de transmissdo, observou-se a presenca de hifas do M.
perniciosa nos espagos intercelulares do cortex, as quais ficaram restritas a pequenas areas

nessa regiao;

o A partir das inoculagdes com os mutantes e plantas transgénicas com alteragdes nas
vias de biossintese ou percepcao hormonal, constatou-se que a resisténcia a vassoura-de-bruxa
pode estar atrelada a niveis elevados de jasmonato e por consequéncia, niveis reduzidos de
acido salicilico, visto 0 aumento da susceptibilidade (nimero de plantas sintomaticas) no
mutante jal, e reducdo no numero de plantas infectadas no prosistemina e NahG, sendo que
0s outros genotipos avaliados poderiam estar interferindo no balangco hormonal AS/JA de

forma indireta;

o N&o foi observada a infeccdo cruzada entre plantas de ‘Micro-Tom’, mutantes
hormonais e plantas transgénicas com isolados do bidtipo-C, contudo pode-se constatar
retardo no desenvolvimento, com reducdo no didmetro do caule e na altura das plantas

inoculadas;
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. A utilizacdo do gene especifico Rpl35 de M. perniciosa permitiu detectar, por

amplificacdo de transcritos reversos, a presenca do fungo em tecidos infectados;

. A anédlise de expressdo génica com isolados do biotipo-S e —C revelam que as
respostas de defesa na interacdo compativel e incompativel diferem de forma quantitativa e
cinética, visto que em inoculagbes com o bi6tipo-S a resposta € mais intensa 48 h apos a

inoculacéo, e com o bidtipo-C, com 72 h;

) A analise de expressdo génica dos transgénicos NahG e prosistemina , os quais foram
menos susceptiveis a vassoura-de-bruxa, apresentou acimulo de transcritos do inibidor de
proteinase (PIN-112x). Nos genotipos mais susceptiveis (curl3 e jail) esse gene nao teve
expressao significativa, demonstrando que possivelmente PIN-112x tenha um papel importante

na reducdo dos sintomas da doenca.
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