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RESUMO

Este estudo teve como objetivo analisar a interacdo entre o fungo Trichoderma
harzianum ALL-42 isolado de solo do Cerrado e Phaseolus vulgaris, na presenca ou
auséncia dos fungos fitopatogénicos Rhizoctonia solani e Fusarium solani. Foram avaliadas
as capacidades de T. harzianum de promover o crescimento, bem como de modular a
resposta de defesa e alterar o padréo de expressao de proteinas na planta hospedeira, P.
vulgaris. Os feijoeiros cultivados na presenga deste isolado mostraram um aumento
significativo de 14,29% no tamanho, 17,72% na area foliar e 36,31% no volume radicular,
guando comparados as plantas controle. Analises da producédo de enzimas relacionadas a
resposta de defesa vegetal em folhas em raizes das plantas mostraram que os valores mais
significativos de atividade de quitinases em folhas e raizes de feijoeiro, foram detectadas
para as plantas cuja interacdo envolvia o fungo micoparasita T. harzianum e um dos fungos
fitopatogénicos, R. solani ou F. solani. Para B 1,3 glucanases, os valores de atividade mais
significativos foram detectados em folhas, apés 7 dias de cultivo na presenca do fungo
fitopatogénico R. solani e em raizes, apés 14 dias, nesta mesma condi¢do. Valores
aumentados da atividade de peroxidases foram detectados nas folhas de plantas cultivadas
por 14 dias na presenca do isolado de Trichoderma e do fungo fitopatogénico R. solani. Em
raizes o aumento nesta atividade foi detectado nas plantas cultivadas apenas na presenca
do isolado de Trichoderma. A presenca do isolado de Trichoderma e dos fungos
fitopatogénicos alterou o padrdo de expressdo dos genes CHT1, GLU, POD6 e LOX1
codificadores de proteinas de defesa, principalmente apés 14 e 21 dias de crescimento.
Além disto, a presenca destes fungos alterou o padréo de expresséo de proteinas em folhas
e raizes de feijoeiro. Dos “spots” diferencialmente expressos, 80 foram selecionados para
identificacdo por espectrometria de massas utilizando “Peptide Mass Fingerprint”’, sendo que
29 dos identificados foram retirados de mapas protedmicos de raizes, e 19 de mapas
protedmicos de folhas. As proteinas identificadas em suas maioria tem papel na resposta de
defesa de plantas, a exemplo da glutationa S — transferase, Cinamoil CoA redutase, serina-
treonina quinase, chalcona isomerase, peroxirredoxina, proteinas da familia PR-1, e no
metabolismo de carboidratos, como, subunidades da Rubisco, anidrase carbOnica e
gliceraldeido 3- fosfato desidrogenase. Estes resultados sugerem que o isolado de T.
harzianum ALL-42 € capaz de promover mudancas no metabolismo da planta, e
desencadear ou potencializar a resposta de defesa em feijoeiro comum, quando R. solani e
F. solani estdo presentes.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the interaction between the fungus Trichoderma
harzianum ALL-42, which was isolated from the soil of the “Cerrado” biome, and Phaseolus
vulgaris in the presence or absence of the phytopathogenic fungi Rhizoctonia solani and
Fusarium solani. The growth-promoting capacities of T. harzianum were evaluated, as well
as its ability to modulate the defense response and alter the protein expression pattern in the
host plant P. vulgaris. Bean plants cultivated in the presence of this isolate showed a
significant increase of 14.29% in size, 17.72% in leaf area, and 36.31% in root volume when
compared with control plants. Analysis of enzyme production related to the plant defense
response in the leaves and roots of the plants showed that the most significant values for
kinase activity in the leaves and roots of bean plants were detected for those in which there
was an interaction between the microparasitic fungus T. harzianum and one of the
phytopathogenic fungi R. solani or F. solani. The most significant values for §-1,3-glucanase
activity were detected in the leaves after 7 days of cultivation in the presence of the
phytopathogenic fungus R. solani and in the roots after 14 days under the same conditions.
Increased values were detected for peroxidase activity in the leaves of plants cultivated for
14 days in the presence of the isolate of Trichoderma and the phytopathogenic fungus R.
solani. In the roots, an increase in this activity was detected in plants cultivated only in the
presence of the isolate of Trichoderma. The presence of the isolate of Trichoderma and the
phytopathogenic fungi altered the expression pattern of the genes CHT1, GLU, POD6, and
LOX1 that code for defense proteins, particularly after 14 and 21 days of growth.
Furthermore, the presence of these fungi altered the protein expression pattern in the roots
and leaves of bean plants. Of the differentially expressed spots, 80 were selected for
identification by mass spectrometry using peptide mass fingerprinting. Of those identified, 29
were taken from proteomic maps of the roots and 19 from proteomic maps of the leaves. The
majority of the identified proteins play a role in the defense response of the plants, e.g.,
glutathione S-transferase, cinnamoyl-CoA-reductase, serine-threonine kinase, chalcone
isomerase, peroxiredoxin, and proteins of the PR-1 family, and in the metabolism of
carbohydrates, such as subunits of Rubisco, carbonic anhydrase, and glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase. These results suggest that the ALL-42 isolate of T. harzianum is
capable of promoting changes in the metabolism of the plant and triggering or potentiating
the defense response in the common bean plant when R. solani and F. solani are present.

Pagina 11 de 121



JALA
Universidade de Brasilia blﬂ

Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular

JACKELINE LEITE PEREIRA

INTRODUCAO

O feijoeiro comum

O género Phaseolus inclui cerca de 55 espécies, das quais cinco sao
cultivadas, Phaseolus vulgaris - o feijoeiro comum, Phaseolus lunatus - o feijdo de
Lima, Phaseolus coccineus - o feijao Ayocote , Phaseolus acutifolius - o feijao Tepari
e Phaseolus polyanthus (BROUGHTON et al., 2003).

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L., Fabacea) é originario do continente
americano, no entanto este € um assunto ainda controverso entre pesquisadores.
Existem diferentes hipdteses que tentam explicar ndo somente a origem desta
planta, como também o inicio de sua utilizagdo como uma cultura doméstica.
Algumas evidéncias reforcam a hipétese de que o centro de origem da planta e sua
domesticacdo como cultura teriam ocorrido na regido da Mesoameérica, por volta de
7000 anos a.C., uma vez que cultivares selvagens, similares a variedades crioulas,
foram encontrados nessa regido, mais especificamente no México. Supfe-se que a
partir dessa regido, a cultura teria, posteriormente sido disseminada para toda a

Ameérica do Sul (CFI- Centro de Inteligéncia do Feijao, 2008).

7

O feijoeiro comum € uma espécie dipléide (2n = 22) com um genoma
relativamente pequeno, contendo 0,66 picogramas de DNA por genoma haploide, o
que equivale a 6,33 x 10® pares de nucleotideos (ARUMUGANATHAN e EARLE,
1991). Seu desenvolvimento compreende duas fases distintas, denominadas de
fases vegetativa e reprodutiva. A fase vegetativa compreende o desenvolvimento da
planta desde germinacdo até o aparecimento dos primeiros botdes florais. A fase
reprodutiva compreende desde a emisséo dos botdes florais até o pleno enchimento
de vagens e a maturacdo das sementes. A germinacao ocorre apos a absorcdo de
agua pela semente, aproximadamente no 5° dia de plantio, sendo caracterizada pelo
aparecimento da radicula (geralmente pelo lado do hilo). Esta é seguida pela etapa
de desenvolvimento denominada emergéncia que ocorre aproximadamente no 8° dia

de cultivo e é caracterizada pelo desdobramento da algca do hipocétilo e sua

presenca acima da superficie do solo. Em seguida, o epicétilo alonga-se, as folhas
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primérias se expandem (aproximadamente no 12° dia), seguidas pela expanséo das
folhas trifoliadas (aproximadamente no 19° dia), nesta fase, os cotilédones
encontram-se em fase final de exaustdo das reservas estocadas, ou seja, sofre
senescéncia causada pela queda na taxa de respiracao, resultando no processo de
abscisdo. A partir desta estovetapa de desenvolvimento a planta passa a depender
dos nutrientes do solo (aproximadamente no 25° - 30° dias) (FERNADEZ & LOPES,
1986). Seu estagio reprodutivo é caracterizado pelas fases de florescimento (aprox.
34° dia), formacao (aprox. 39° dia), enchimento (aprox. 48° dia), e maturacao das
vagens (aprox. 60° dia) (FERNADEZ & LOPES, 1986).

O cultivo de feijoeiro

Esta leguminosa representa uma das mais importantes fontes de proteinas,
especialmente para a populacdo de baixa renda na América Latina, no Sul e Oeste
da Africa (TORRES et al., 2009). Desta forma, € um produto agricola de grande
importancia soécio-econbmica no Brasil. Sua importancia decorre da area
efetivamente cultivada, volume e valor de producdo, geracdo de méao-de-obra, e
principalmente, pelo fato de ser uma das fontes priméarias de proteina e energia na
alimentacdo da populacdo brasileira (MAPA, 2011). O grdo do feijoeiro comum é
consumido em praticamente todo o pais, e por isto representa 52% da area nacional
cultivada para sua producao (MAPA, 2011).

No cenario mundial, o feijoeiro comum, também € a espécie mais cultivada
entre as demais do género Phaseolus. Considerando somente este género, 0s seis
principais paises produtores de feijdes secos, que juntos sdo responsaveis por cerca
de 61% da producdo mundial, sdo: Brasil, india, Mianmar, China, EUA e México.

Desde 2010, o Brasil € considerado o maior produtor mundial de feijdo (FAO,
2012). Em nivel nacional, os estados do Parana, Minas Gerais, Bahia, Sdo Paulo e
Goias sdo os maiores produtores. No ano de 2009, o estado de Minas Gerais,
produziu um volume aproximado de 577,7 mil toneladas de feijao, ficando apenas
atras do Parana, com 664,3 mil toneladas (SEAPA, 2010).

O feijao tem uma taxa anual de aumento projetado em 1,3% e consumo ao

redor de 1,1% ao ano para o periodo 2011/2012 a 2021/2022. Neste ultimo ano da
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projecdo, a producdo esperada para o pais € de quatro milhdes de toneladas
(MAPA, 2012).

E uma planta exigente em nutrientes, muito sensivel a fatores climaticos
extremos como umidade alta ou baixa do solo, bem como altas ou baixas
temperaturas. Desta forma, a viabilidade econdmica da producgéo de feijado depende
da utilizacdo de alta tecnologia, de cultivares melhoradas, do preparo adequado do
solo, do controle efetivo de pragas e doencas, bem como de técnicas avancadas de
irrigacédo (PORTES, 1996).

Doencas que afetam o cultivo de feijoeiro

O feijoeiro é suscetivel a diferentes tipos de patdgenos que levam ao
desenvolvimento de doencas, podendo depreciar a qualidade do produto final e por
fim diminuindo sua produtividade. Desta forma, a ocorréncia de doencas em
lavouras de feijdo no Brasil gera uma queda na lucratividade dos produtores e
reducdo na producdo, impactando no atendimento da demanda dos mercados
interno e externo. Ja foram notificadas nesta cultura doencas causadas por fungos,
bactérias, virus e nematoides (NAKAHARA et al., 2011; HAGGAG & EL-GAMAL,
2012; TRAPIELLO & GONZALEZ, 2012; WESEMAEL & MOENS, 2012).

No Brasil, doencas do sistema radicular séo relatadas em praticamente todas
as regides de cultivo, com intensidade variando em fun¢éo do in6culo presente na
area, da suscetibilidade da cultivar, das condicBes climaticas e de praticas de
manejo do solo (ZAMBOLIM et al., 1997). Os fungos Fusarium solani (Mart.) Appel &
Wollenv. f.sp. phaseoli (Burk.) Snyd. & Hans, Fusarium oxysporum Schlecht f.sp.
phaseoli (Kendrick & Snyder), Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., e
Rhizoctonia solani (Kuhn) séo relatados como principais patdgenos radiculares em
feijoeiro comum (ZAMBOLIM et al., 1997; BIANCHINI et al., 2005). No Rio Grande
do Sul, a rizoctoniose, causada por R. solani tem sido relatada como doenca
predominante (CASA et al., 2011).

Entre as doencas bacterianas, merecem destaque, por sua importancia, o

crestamento bacteriano comum e a murcha-de-curtobacterium identificada em
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culturas de feijao no Estado de Sao Paulo. As viroses mais comumente observadas
sd0 0 mosaico comum (BCMV) e o0 mosaico dourado (BGMV) (SARTORATO, 1996;
TRAPIELLO & GONZALEZ, 2012). Este grupo de patdgenos se caracteriza por
causar doenca no sistema radicular ou até mesmo na parte aérea das plantas. No
Quadro 1, sdo sistematizadas as principais doencas de feijoeiro e seus agentes
causais.

Quadro 1: Principais doencas do feijoeiro comum que ocorrem no Brasil central e seus agentes
causais. Fonte: Sartorato, 1996.

| DOENCA Il AGENTE CAUSAL |
| DOENCAS INCITADAS POR FUNGOS QUE SOBREVIVEM NA PARTE AEREA |
| Antracnose || Colletotrichum lindemuthianum |
[ Ferrugem |[ Uromyces appendiculatus |
[ Mancha angular || Phaeoisariopsis griseola |
[ Mancha de alternéria |[ Alternaria spp. |
[ Mancha de ascoquita || Ascochita spp. |
[ Oidio |[ Erysiphe polygoni |
[ sarna |[ Colletotrichum dematium f. truncata |
| DOENCAS INCITADAS POR FUNGOS QUE SOBREVIVEM NO SOLO |
| Mela ou Murcha da teia micélica || Rhizoctonia solani (Thanatephorus cucumeris) |
[ Mofo branco |[ Sclerotinia sclerotiorum |
[ Murcha de fusério || Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli |
| Podridéo cinzenta do caule || Macrophomina phaseolina |
[ Podrid&o do colo || Sclerotium rolfsii |
[ Podriddo radicular de rizoctonia |[ Rhizoctonia solani |
[ Podridao radicular seca |[ Fusarium solani f. sp. phaseoli |
[ DOENCAS INCITADAS POR BACTERIA |
| Crestamento bacteriano comum |[ Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli |

Curtobacterium

Murcha de curtobacterium - .
laccumfaciens pv. flaccumfaciens

‘ DOENGAS INCITADAS POR VIRUS

[ Mosaico comum || Bean common mosaic virus
[ Mosaico dourado || Bean golden mosaic virus

| DOENCAS INCITADAS POR NEMATOIDES

[ Nematoéide das galhas || Meloidogyne javanica

[ Nematoéides das lesdes |[ Pratylenchus brachyurus

| OUTRAS DOENGAS

|
|
|
|
| |[ Meloidogyne incognita |
|
|
|
|

[ carvédo |[ Microbotryum phaseoli n. sp.
[ Ferrugem asiatica |[ Phakopsora pachyrhizi
[ Fogo selvagem |[ Pseudomonas syringae pv. tabaci

Pagina 15 de 121



JALA
Universidade de Brasilia blﬂ

Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular

JACKELINE LEITE PEREIRA

Podridao radicular

As podriddes radiculares do feijoeiro causadas por diferentes espécies de
fungos presentes no solo brasileiro sdo as principais doencas desta cultura,
causando reducao na producao de gréos e perda de vigor das plantulas. Atualmente
as maiores perdas na produtividade de grédos nas areas irrigadas do Sudeste e
Centro-Oeste brasileiros, sédo atribuidas as infec¢des causadas por R. solani e F.
solani f. sp. phaseoli, sendo que a sua incidéncia tem aumentado de forma
consideravel em funcdo de técnicas de manejo inadequadas, como o uso de
sementes de ma-qualidade, irrigacdo excessiva e com agua de ma qualidade e a

nao realizacéo de rotacdo de culturas (MARINO et al., 2008).

Podridao radicular causada por Rhizoctonia solani

O fungo R. solani Kuhn, é frequentemente encontrado em quase todas as
regides de cultivo de feijao no Brasil e facilmente disseminado via sementes
(RODRIGUES et al., 2002).

Dentre os sintomas da doenca causada por R. solani, destacam-se: atraso no
desenvolvimento da planta hospedeira, deformacdo e descoloracdo dos caules,
necrose do tecido vascular (Figura 1) e pigmentacées purpuras nas folhas. O
sintoma caracteristico de infestacdo por R. solani € o aparecimento de lesGes pardo
avermelhadas ou necréticas, com bordas bem delimitadas nas raizes pivotantes
(Figura 1). O tombamento da planta ocorre ap6s a 3% semana de plantio (TOLEDO-
SOUZA, et al., 2009). O desenvolvimento da doenca causada por R. solani, é
favorecido pela combinacdo de temperatura (> 35 °C) e umidade relativa do ar
elevadas (> 80%) bem como pela alta frequéncia e quantidade de chuvas. As
principais caracteristicas deste patbgeno que permitem sua permanéncia no solo de
areas de cultivo por longos periodos sdo a capacidade de sobreviver no solo,
atraves de estruturas de resisténcia (microesclerodios), saprofitismo e ampla gama
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de hospedeiros cultivaveis ou ndo. O controle desta doenca é dificil, de alto custo e
inviabiliza o cultivo de feijoeiro, principalmente em éareas irrigadas pelo sistema do
pivé central (TOLEDO-SOUZA, et al., 2009).

Figura 1: Podriddo radicular causada por R. solani em feijoeiro apds 14 dias de cultivo em solo
infestado. Em A, planta saudavel e em B a seta indicando os sintomas causados por R.
solani.

Podriddo radicular causada por Fusarium solani

O fungo fitopatogénico F. solani, € um fungo de solo que apresenta variacédo
em sua morfologia, fisiologia e patogenicidade, além de possuir um grande nimero
de hospedeiros. Esse fungo é encontrado em quase todas as regides produtoras do
Brasil (OLIVEIRA et al., 2004). Esta espécie sobrevive no solo infestado na forma
de clamidésporos por varios anos, e sua principal via de dispersdo sdo o0s
macronidios e micronidios produzidos em grande quantidade nas superficies das
plantas infectadas (BERNI et al.,2002). A sua disseminacdo se da por meio de

sementes e solo contaminados, assim como pela enxurrada.

Dentre os sintomas da doenca causada pelo fungo F. solani, destacam-se: 0
aparecimento de estrias longitudinais de coloracdo avermelhada no hipocétilo e raiz
primaria de plantulas jovens. Assim como, lesdes avermelhadas, de formato
irregular, que podem coalescer com o desenvolvimento da doenca, tornando-se
marrons, sem margens definidas e estendendo-se até a superficie do solo (Figura 2).

Na raiz primaria sdo observadas fissuras longitudinais que se tornam necréticas e
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afetam as células do cértex. As raizes secundérias sdo geralmente destruidas,
podendo haver o desenvolvimento de raizes adventicias acima da area lesionada.
Quando a planta hospedeira consegue desenvolver novas raizes, a produtividade é
pouco afetada. No entanto, quando o crescimento das raizes é limitado, o patdgeno
pode destruir todo o sistema radicular (MIRANDA et al., 2007). O resultado € um
estande irregular, formado por plantas subdesenvolvidas, com as folhas
prematuramente senescentes (NECHET & VIEIRA, 2006). O desenvolvimento da
doenca é favorecido por temperaturas em torno de 22°C e em solos compactados
(ABREU, 2005).

Figura 2: Podridao radicular seca causada por F. solani em feijoeiro apés 14 dias de cultivo em solo
infestado. Em A. planta saudavel e em B a seta indicando os sintomas causados por F.
solani.

Controle de doencas fungicas

As medidas de controle de fungos fitopatogénicos mundialmente utilizadas
ainda sdo as praticas agricolas tradicionais como as queimadas (eliminacdo do
excesso de residuos pés-colheita), drenagem do solo, rotacdo de culturas, plantio de
cultivares resistentes, e aplicacdo de fungicidas (ABREU, 2005). Essas medidas
nem sempre sao totalmente eficientes, principalmente em relacdo a taxa de
sobrevivéncia de formas resistentes dos patdogenos de solo em condigbes
ambientais adversas, além da sua permanéncia em outras plantas hospedeiras,
funcionando como reservatério (PUNJA E UTKHEDE, 2003).
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Além disto, visando a prevencdo de sua ocorréncia, tem-se feito o uso de
sementes sadias e tratadas com fungicidas. Em areas infectadas, a rotacdo com
gramineas, no minimo por cinco anos, propicia a reducdo do inéculo do patégeno. O
controle da doenca é também favorecido pelo plantio em areas bem drenadas e a
utilizacdo de menor densidade de semeadura. Atengédo especial deve ser dada ao
plantio realizado em areas onde foi cultivado Zea mays para silagem, pois
normalmente ocorre a compactacdo do solo (ABREU, 2005; CARVALHO et al.,
2011).

A partir da década de 50, quando se iniciou a chamada “Revolucédo Verde”, foi
possivel observar profundas mudancas no processo tradicional de producao
agricola, bem como os impactos dessa atividade sobre o ambiente e a saude
humana (RIBAS & MATSUMURA, 2009). A perda de produtividade causada pela
ocorréncia de pragas e patogenos foi, portanto compensada através da utilizacdo de
agrotoxicos. Deste modo, o agrotoxico dentro do sistema de producédo rural atual
pode ser considerado como questdo de sobrevivéncia para o produtor (VEIGA,
2007). Anualmente s&o utilizados no mundo aproximadamente 2,5 milhdes de
toneladas de agrotoxicos. No Brasil, o0 consumo anual tem sido superior a 300 mil
toneladas, (SPADOTTO & GOMES, 2011) tornando o pais, o maior mercado
mundial destes compostos no ano de 2010.

Os agrotéxicos da classe dos fungicidas sdo substancias quimicas, de origem
natural ou sintética que, aplicadas as plantas, protegem-nas da penetracdo e/ou do
posterior desenvolvimento de fungos patogénicos em seus tecidos ao atrasar, inibir
ou eliminar o seu crescimento. O controle quimico de doencas fungicas, apesar de
ser eficiente, € um processo oneroso, e favorece o surgimento de patdégenos
resistentes e de pragas secundarias (PUNJA & UKHEDE, 2003). Estas
caracteristicas estao relacionadas a dosagem necessaria para eliminar os patégenos
e evitar a sua reincidéncia e por sua inespecificidade. Ainda nesse contexto, 0s
produtos quimicos utilizados (agrotoxicos) sdo extremamente toéxicos e poluentes,
impactando negativamente sobre ambiente e saude humana.

Em funcéo de sua constante aplicacdo, tém também contribuido para a selegéo
de mutantes resistentes, resultantes da forte pressdo seletiva. Além disso, seu

tempo de degradacdo no ambiente é da ordem de décadas, 0 que provoca uma
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concentragdo elevada dessas substancias na cadeia alimentar, através da
bioacumulacao e biomagnificacdo (PUNJA & UKHEDE, 2003).

Desenvolvimento de cultivares resistentes

O melhoramento genético surgiu da necessidade de obtencdo de novos
cultivares com caracteristicas de interesse comercial como maior produtividade,
resisténcia a seca e menor suscetibilidade a pragas e patégenos. No melhoramento
genético, utiliza-se o desenvolvimento de cultivares resistentes através do
melhoramento classico, o qual espécies com caracteristicas como a resisténcia a
seca, ou resisténcia a uma praga / patégeno especificos, sdo intercruzadas para a
producdo de novas linhagens cujo conjunto de genes tenham estas caracteristicas
(ARAGAO E CORREA, 2005), e a transgenia, o qual genes de interesse (a exemplo,
genes de resisténcia a determinado patdgeno) de plantas da mesma espécie, outras
espécies ou outros organismos sao transferidos através de técnicas de engenharia
genética para a planta de interesse, produzindo linhagens resistentes.

O desenvolvimento de cultivares resistentes compreende 3 etapas bésicas: a
identificacédo da fonte de resisténcia, a incorporacao do gene de interesse no cultivar
comercial e o desenvolvimento de estratégia para que a resisténcia seja duravel face
a natureza dinamica das populacbes patogénicas (MICHEREFF, 2001). A melhor
fonte de genes para desenvolvimento de novos cultivares séo as variedades
adaptadas com alto potencial produtivo ou variedades crioulas, assim como o0
germoplasma selvagem da espécie. Apesar do potencial de utilizacdo do
melhoramento genético para explorar a variabilidade genética de diferentes
cultivares, ainda existem problemas que limitam a sua utilizacdo como a auséncia da
caracteristica de interesse dentro da espécie e a incompatibilidade sexual.

Para que a resisténcia seja duravel e haja o sucesso do desenvolvimento de
uma cultivar resistente a uma ou mais doencas, varias etapas sdo necessarias,
como 0 monitoramento e isolamento das ragas dos microrganismos patogénicos que
prevalecem em uma determinada regido, a inoculacdo dessas racas em diferentes
linhagens e cultivares das plantas, visando a identificacdo de fontes de resisténcia o

intercruzamento de linhagens e cultivares promissoras para o aumento do espectro
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de resisténcia, ou seja, a concentracdo de genes que conferem resisténcia as
diferentes ragcas em uma mesma cultivar da planta estudada, e por fim, a realizacao
de testes em campo com as cultivares resultantes dos cruzamentos para verificar, na
pratica, o resultado do trabalho de melhoramento.

Para feijoeiro, grande parte da variabilidade das espécies destes no mundo
tem sido mantida e conservada em bancos de germoplasma. O armazenamento da
variabilidade em grandes cole¢Ges é fundamental para apoio e desenvolvimento dos
programas de melhoramento. O Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa de
Feijdo do CNPAF, desde 1975, introduz e conserva germoplasma de feijao cultivado,
mantendo uma colecao ativa com cerca de 14.350 registros, entre acessos nacionais
e do exterior e tem a responsabilidade de introduzir gendtipos provenientes de
instituicbes de pesquisa e de expedicdes de coleta, armazenar o germoplasma em
condi¢Bes controladas (ex situ), multiplicar, avaliar e caracterizar os acessos. Os
dados de passaporte de acessos de coletas e de introdu¢des com seus respectivos
nameros de registros sao inseridos rotineiramente na Base de dados do Sistema
Brasileiro de Informagdo de Recursos Genéticos - SIBRARGEN, coordenado pela
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (GUSMAOQ et al., 2008).

Controle bioldgico

Nos ultimos anos, especialmente apés a Conferéncia das Nacdes Unidas
para o Meio Ambiente e Desenvolvimento (ECO-92), e recentemente, a Rio +20 em
2012, autoridades e cidadaos comuns tem se mostrado de forma crescente, mais
preocupados com problemas associados a conservacdo e qualidade do meio
ambiente. Essa preocupacdo tem resultado na busca pelo setor agropecuario de
tecnologias para a implantacdo de sistemas de producdo de enfoque ecoldgico,
rentaveis e socialmente justos. Como resposta a essa demanda, a pesquisa
cientifica tem avancado no desenvolvimento de solucdes tecnoldgicas para uma
agricultura sustentavel (FERERES et al., 2011). A agricultura sustentavel, produtiva
e ambientalmente equilibrada, apoia-se em praticas agropecuarias que promovem a
agrobiodiversidade e os processos bioldgicos naturais, que se baseiam no baixo uso

de insumos externos. Diante dessa perspectiva, o0 uso de microrganismos
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biocontroladores, que atuam em seu proprio habitat, na defesa de plantas ao ataque
de fitopatdgenos, é uma alternativa promissora para 0 manejo de pragas em
sistemas agricolas sustentaveis (FERERES et al., 2011). A complexidade das
interacdes entre 0s microrganismos, o envolvimento de numerosos mecanismos de
supressdo da doenca por um uUnico organismo, e a adaptacdo da maioria dos
agentes de biocontrole ao ambiente em que sédo utilizados contribuem para a
perspectiva de que o controle bioldgico serd mais duravel que os quimicos sintéticos
(PATERNIANI, 2001).

No Brasil, embora o uso do controle biolégico ndo seja uma pratica comum
entre 0s agricultores, ha avancos significativos em alguns cultivos, e novos estudos
estdo sendo desenvolvidos para esta pratica. O controle biolégico consiste no
emprego de um organismo (antagonista) que inibe o crescimento ou o
desenvolvimento do fitopatdgeno que esteja causando danos econdmicos as
lavouras (DEBACH, 1964). Este tratamento tem como objetivo a criacdo de um
ambiente favordvel ao antagonista, visando manter um equilibrio no
agroecossistema, de modo que a planta na presenca do patdégeno, ndo sofra danos
significativos, em funcédo da agéo controladora dos antagonistas (BlZI, 2006).

A introducdo de antagonistas adaptados ao microhabitat do patdgeno é um
aspecto relevante para muitos sistemas planta-patdgeno. Antagonistas podem ser
introduzidos em outro ambiente diferente daquele onde foi isolado, estabelecer e
parasitar o patégeno. O sucesso do biocontrole, no entanto, dependera da natureza
das propriedades antagonistas e dos mecanismos de acdo do agente empregado
(MELO E AZEVEDO, 1998). Os microrganismos representam um importante grupo
de organismos com potencial de aplicacdo em controle bioldgico, destacando-se
dentre estes os fungos filamentosos. Quando comparados a outros sistemas
utilizados em controle biol6gico, como bactérias produtoras de toxinas, protozoarios
e virus, os fungos apresentam como vantagem um mecanismo especializado de
infeccdo, que ocorre pela sua penetracao ativa nos hospedeiros, ndao dependendo,
assim, da sua ingestao para que se inicie o processo de infeccdo (FRANCESCHINI
et al., 2001). Os principios dos mecanismos de controle biol6gico baseiam-se em
relacbes antagbnicas como: competicdo, predacdo, amensalismo, parasitismo ou

pela producdo de metabdlitos que inibem o desenvolvimento do hospedeiro. As
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atividades de controle biolégico sdo realizadas ou diretamente, dificultando o
crescimento e desenvolvimento de patdogenos presentes no solo através de
competicdo por nutrientes, secrecdo de antibioticos na rizosfera, antagonismo direto,
ou indiretamente, provocando uma resposta de resisténcia sistémica nas plantas
(KLOEPPER et al., 2004; BAKKER et al., 2007; DE BRUIJIN et al., 2007; DEBODE et
al., 2007; POZO E AZCON-AGUILAR, 2007; KAMILOVA et al., 2008).

Nesse contexto, alguns microrganismos sao empregados como principais
atuantes no controle biolégico, dentre esses, os mais utilizados, sédo fungos do
género Trichoderma.

O potencial das espécies do género Trichoderma como agentes de controle
biolégico foi reconhecido primeiramente por Weindling, 1932, que descreveu a
atividade micoparasita de Trichoderma lignorum contra Rhizoctonia spp. Desde
estdo, diversas pesquisas nessa area, vém sendo desenvolvidas, culminando com o
desenvolvimento de formulados comerciais a base de espécies de Trichoderma,
como Trichoderma harzianum, no controle biolégico de fungos fitopatdgenos de
interesse na agricultura (WOO et al., 2006).Espécies do fungo saprofita Trichoderma
tem sido utilizadas com sucesso como agentes de controle biolégico de doencas
causadas por fungos fitopatogénicos, como Rhizoctonia spp., Sclerotum spp.,
Fusarium spp. (YEDIDIA et al., 2003; PANDOLFO, 2007; JEGATHAMBIGAI et al.,
2010) . Sendo que biofungicidas formulados com linhagens de Trichoderma, como a
ATCC 20476, estdo sendo comercializadas ha mais de 20 anos no norte da Europa,
principalmente para o controle de doengas causadas por Botrytis cinerea em
morangueiros (RICARD & RICARD, 1997). Espécies de Trichoderma representam
em torno de 90% dos antagonistas ja utilizados no controle de doencas fangicas
(BENITEZ, 2004).

Os fungos do género Trichoderma (Ascomycetes, Hypocreales) sdo de
grande importancia econdmica para a agricultura, uma vez que sdo capazes de
atuar como agentes de controle de doencas em lavouras, além de serem promotores
de crescimento e indutores de resposta de defesa e resisténcia a doencas de
plantas hospedeiras (MOHAMED & HAGGAG 2006, FORTES et al., 2007).

Bons agentes antagonistas sdo normalmente capazes de superar o efeito

fungiéstico do solo, o qual resulta da presenca de metabdlitos produzidos por outras
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espécies, incluindo plantas, além de sobreviverem em condigbes de grande
competitividade. Os fungos do género Trichoderma crescem rapidamente quando
inoculados no solo, por serem naturalmente resistentes a muitos compostos toxicos,
incluindo herbicidas, fungicidas, inseticidas e compostos fendlicos (CHET, 1993).
Estudos recentes mostraram que o ambiente em que o fungo esta presente tem um
importante papel no crescimento e diferenciacdo de Trichoderma spp, que
respondem a estimulos externos durante o crescimento, producdo de conidios e
micoparasitismo. Esses trés fatores sdo importantes atributos que contribuem para o
desenvolvimento desses organismos como biofungicidas (CARRERAS-
VILLASENOR et al., 2012). Trichoderma spp., sdo geralmente considerados
competidores agressivos, apresentando rapido crescimento e colonizacéo, excluindo
muitos patdgenos, e possuem uma a capacidade superior de mobilizar e obter
nutrientes do solo quando comparados a outros fungos (HARMAN et al., 2004). O
uso eficiente de nutrientes disponiveis € baseado na habilidade deste fungo em
obter ATP do metabolismo de diferentes acucares, tais como celulose, glucanos,
quitina entre outros (CHET, 1993). A eficiéncia da inibicdo do fitopatbgeno pelo
Trichoderma parece estar também relacionada a altas taxas e acumulacéo de CO;
realizadas pelo antagonista (MARCHETTI et al., 1992).

Trichodermil (T.harzianum ESALQ-1306) é um exemplo de produto comercial
a base de Trichoderma eficiente no controle de R. solani em lavouras de feijao. A
sua aplicacdo no sulco de plantio, reduz em até 83% o numero de propagulos de R.
solani no solo ap6s 30 dias, em comparacdo com um aumento de mais de 2 vezes
em areas ndo tratadas. Além disto, a sua aplicacdo reduz a densidade de F. solani
no solo em até 67% no pré-florescimento, estagio no qual as podriddes radiculares
causam 0s maiores danos as raizes, definindo perdas irreversiveis na producao
(BUZZERIO, 2001). O tratamento com este formulado levou a um desenvolvimento
mais vigoroso das plantas e o incremento de produtividade da cultura. Nas areas
sem tratamento ou com o tratamento quimico de sementes padrdo observou-se um
aumento na populacdo dos fitopatdogenos. J&4 as andlises do solo tratado com
Trichodermil, indicaram um aumento das popula¢des de Trichoderma, evidenciando
um estabelecimento e multiplicacdo desta espécie no solo, aos 30 dias apés a
aplicacdo (BUZZERIO, 2001).
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O uso de Trichoderma tem sido efetivo contra patdogenos radiculares como:
nematdide da raiz Meloidogine javanica, Pythium, Rhizoctonia, Phytophthora e
patégenos da parte aérea, como Venturia spp., Botrytis sp, Moniliophthora
perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa do cacau, dentre outros (NASEBY
et al, 2000; NIELSEN et al, 2000; SHARON et al, 2001; HIJELJORD et al, 2001).
Podem também serem utilizados no controle de fitopatégenos de produtos de poés-
colheita, como tuberculos, frutos e na protecdo de sementes (SHORESH E
HARMAN, 2010).

Interagc&o microrganismos nao patogénicos e plantas

Alguns microrganismos antagonistas sdo capazes de induzir a resposta de
defesa e resisténcia em plantas hospedeiras. Para alguns microrganismos, estes
mecanismos sao bem descritos, como para as rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas, designadas PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria)
ou YIB (Yield Increasing Bacteria) (KLOEPPER et al. 1997). Estas também podem
aumentar a taxa de germinacdo das sementes e 0 crescimento radicular,
melhorando o0 desenvolvimento da parte aérea e, consequentemente,
proporcionando maior rendimento e resisténcia das culturas (MARIANO &
KLOEPPER 2000). Essas promocdes devem-se a habilidade de das rizobactérias,
em solubilizar e aumentar a absorcdo de fosforo, fixar o nitrogénio, produzir
sideroforos que sequestram e disponibilizam ions férricos, produzir compostos
analogos a horménios vegetais, como &cido-indol-acético (AlA), giberelinas,
citocininas e 1-aminociclopropano -1- carboxilato (ACC) (ALVES et al., 2011).
Estudos envolvendo bactérias ndo patogénicas do género Pseudomonas mostraram
a reducédo na severidade dos sintomas provocados por Phytium aphamidermatum
em cultura hidropénica de alface (BERNARDES et al., 2010).

Fungos micorrizicos e Rhizobium spp., sdo os mais bem estudados
microrganismos benéficos do solo. Os fungos micorrizicos fornecem a planta
hospedeira 0 aumento da superficie de suas raizes para absorverem agua e sais
minerais como o fosfato, importante para o seu desenvolvimento (HARRISON,

2005), enquanto Rhizobium spp fixam nitrogénio da atmosfera em amobnia, que
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podem ser utilizadas para a sintese de aminoacidos pelas plantas hospedeiras

(SPAINK, 2000).

As bactérias antagonistas de maior prevaléncia na rizosfera, séo as do género

Pseudomonas (P. putida e P. fluorescens), Bacillus spp., Streptomyces spp., e
representantes da familia Enterobacteriaceae (CAMPOS SILVA et al.,, 2008).Na

Tabela 1, séo listadas algumas bactérias e fungos atuantes na protecéo de diversas

espécies vegetais.

Tabela 1: Alguns microrganismos indutores de resposta de defesa em plantas e responsaveis pela
resisténcia a diferentes patégenos. Modificado de Van Loon et al., 2008; Harman et al.,

2008.

| Espécie vegetal

Microrganismo Indutor de RSI

Microrganismo fitopatégeno

Doenga

Pseudomonas fluorescens WCS417
Pseudomonas fluorescens WCS417

Fusarium oxysporum f.sp. raphani
Pseudomonas syringae pv. tomato

Murcha vascular
Mancha bacteriana

Arabidopsis Pseudomonas fluorescens WCS417 Peronospora parasitica Mildio
Pseudomonas putida WCS358 Fusarium oxysporum f.sp. raphani Murcha vascular
Pseudomonas putida WCS358 Pseudomonas syringae pv. tomato Mancha bacteriana
Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 Botrytis cinerea Mofo cinzento
Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 Colletotrichum lindemuthianum Antracnose
Feijfio T. harzianum T-22 Botrytis cinerea Mofo cinzento
T. harzianum T-39 Botrytis cinerea Mofo cinzento
T. atroviride P1 Xanthomonas campestris Cancro bacteriano
Pseudomonas fluorescens S97 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Praga de halo
Cravo Pseudomonas fluorescens WCS417 Fusarium oxysporum f.sp. dianthi Murcha vascular
Pseudomonas aureofaciens 25-33 Colletotricum orbiculare Antracnose
Pseudomonas aureofaciens 28-9 Colletotricum orbiculare Antracnose
Pseudomonas aureofaciens 36-5 Colletotricum orbiculare Antracnose
Pseudomonas corrugata 13 Pythium aphanidermatum Crown rot
Pseudomonas fluorescens C15 Pythium aphanidermatum Crown rot
Pseudomonas fluorescens G8—4 Colletotricum orbiculare Antracnose
Pseudomonas putida 34-13 Colletotricum orbiculare Antracnose
Pseudomonas putida 89B-27 Acalymna vittatum Herbivoria
Pseudomonas putida 89B-27 Colletotricum orbiculare Antracnose
Pseudomonas putida 89B-27 Cucumber mosaic virus Mosaico sistemico
Pseudomonas putida 89B-27 Diabrotica undecimpunctata Herbivoria
Pseudomonas putida 89B-27 Erwinia tracheiphila Murcha bacteriana
Pseudomonas putida 89B-27 Fusarium oxysporum f.sp. lachrymans Mancha angular
Pepino Pseudomonas putida 89B-27 Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum Murcha vascular
Serratia marcescens 90-166 Acalymna vittatum Herbivoria
Serratia marcescens 90-166 Colletotricum orbiculare Antracnose
Serratia marcescens 90-166 Cucumber mosaic virus Mosaico sistémico
Serratia marcescens 90-166 Diabrotica undecimpunctata Herbivoria
Serratia marcescens 90-166 Erwinia tracheiphila Podriddo bacteriana
Serratia marcescens 90-166 Fusarium oxysporum f.sp. lachrymans Mancha angular
Serratia marcescens 90-166 Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum Murcha vascular
Serratia plymuthica 2—-67 Colletotrichum orbiculare Antracnose
T. asperellum T 203 P. syringae pv. lachrymans Mancha angular
T. harzianum T1 Green mottle mosaic virus Mancha GMMV
Trichoderma GT3-2 C. orbiculare Antracnose
Trichoderma GT3-2 P. syringae pv. Lachrymans Mancha angular
T. harzianum T-39 Botrytis cinerea Mofo cinzento
Pseudomonas fluorescens WCS374 Fusarium oxysporum f.sp. raphani Murcha vascular
Pseudomonas fluorescens WCS417 Alternaria brassicicola Lesdes necroticas
Rabanete Pseudomonas fluorescens WCS417 Fusarium oxysporum LesBes necrdticas
Pseudomonas fluorescens WCS417 Fusarium oxysporum f.sp. raphani Murcha vascular
Pseudomonas fluorescens WCS417 Pseudomonas syringae pv. tomato LesBes necrdticas
Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 Tobacco mosaic virus LesGes necréticas
Pseudomonas fluorescens CHAO Thielaviopsis basicola Podriddo radicular negra
Tabaco Pseudomonas fluorescens CHAO Tobacco necrosis virus LesBes necrdticas
Serratia marcescens 90-166 Pseudomonas syringae pv. tabaci erisipela
T. harzianum T-39 Botrytis cinerea Mofo cinzento
Pseudomonas fluorescens WCS417 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici Murcha vascular
Pseudomonas fluorescens 89B-27 Cucumber mosaic virus Mosaico sistemico
Tomate Serratia marcescens 90-166 Cucumber mosaic virus Mosaico sistemico
T. harzianum T-39 Botrytis cinerea Mofo cinzento
T. harzianum T 22 Alternaria solani Mancha de alternaria
Algoddo Trichoderma virens Rhizoctonia solani Podriddo radicular
Milho T. harzianum T 23 Colletotrichum graminicola Antracnose foliar e Podriddo do

colmo do milho
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Interac&o Trichoderma-plantas hospedeiras

Promocéo de crescimento da planta

A atividade de promocéao de crescimento, bem como a modulacdo da resposta
de defesa de plantas hospedeiras por espécies de Trichoderma estd relacionada
com a sua capacidade de colonizar as raizes destas. Esta habilidade ja foi descrita
para T. asperelloides e T. harzianum (HARMAN et al., 2010), demonimadas de
espécies rizocompetentes, ou seja, sdo capazes de colonizar regides especificas
das raizes (WILSON, 2002). Enquanto outras, nomeadas “rizosfera-competentes”,
colonizam toda a superficie radicular, penetram no espaco intercelular das primeiras
camadas da epiderme e permanecem em associacdo com as raizes das plantas
hospedeiras por longos periodos (YEDIDIA et al., 1999; HARMAN, 2000). A relacédo
endofitica entre espécies de Trichoderma e plantas hospedeiras ainda € pouco
estudada, no entanto ja foi descrita para Trichoderma stromaticum em associacéo
com cotilédones de cacau e feijdo, bem como para espécies de T. harzianum, T.
hamatum e T. asperellum encontradas colonizando todas as partes da planta de
cacau, desde raizes até as folhas (BAILEY et al., 2006).

A promocdo de crescimento das plantas mediada pelo micoparasita esta
diretamente relacionada com as alterac6es no padrdo de expressao de proteinas do
metabolismo energético durante a interacdo Trichoderma e planta hospedeira.
Analises do proteoma da interacdo pepino e T. asperellum, mostraram que genes e
proteinas envolvidas no metabolismo energético e fotossintese tiveram expressao
aumentada, bem como produtos de resposta de defesa, sugerindo que T22 promove
0 aumento do crescimento da planta, pelo menos em parte por que os sistemas
respiratérios sdo superexpressos e assim aumentam a energia para o0 crescimento
da planta (SHORESH & HARMAN, 2008). Outros estudos que avaliaram o papel da
auxina na regulacao do crescimento e desenvolvimento de plantulas de Arabidopsis
thaliana em resposta a inoculagdo com T. virens e T. atroviride, mostraram a
capacidade desses dois isolados em alterar a arquitetura do sistema das raizes em
plantulas com 9 dias, aumentando também a quantidade de raizes laterais

(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009). Quando analisada a interacdo entre T.
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asperellum T203, e plantas de pepino em sistemas axénicos, Yedidia e
colaboradores, em 2001, demonstraram o aumento da raiz dessas plantas. Ambos
os estudos concluiram que essa interacdo planta-Trichoderma, gera a promoc¢ao de
absorcdo aumentada de nutrientes, visto que consequentemente gera um aumento
na quantidade de raizes laterais, promovendo elevagdo nas taxas de fotossintese
em suas folhas, fazendo com que a planta eleve sua taxa de crescimento. Além
disso, foi demonstrado que este género participa na decomposicado e mineralizacao
dos residuos vegetais, contribuindo para a disponibilizacdo de nutrientes para as
plantas (SHORESH & HARMAN, 2008).

Inducéo de resposta de defesa nas plantas por Trichoderma spp.

As espécies do género Trichoderma podem inibir o crescimento dos
patégenos ou o0 seu estabelecimento na planta hospedeira tanto por confronto direto
contra o hospedeiro, como por inducdo de resposta de defesa e resisténcia nas
plantas hospedeiras (PAPAVIZAS, 1985, HOWELL, 1998, HOWELL, 2003 E VERMA
et al., 2007). Sabe-se que Trichoderma spp colonizam e penetram tecidos da raiz da
planta, iniciando nestas, uma série de alteracdes morfolégicas e bioquimicas
consideradas como parte de defesa vegetal e que, no final, a leva a induzir uma
resisténcia sistémica adquirida (BAILEY & LUMSDEN, 1998). A ativacao do sistema
de defesa da planta na associacdo da raiz tratada com T. harzianum foi sugerida por
YEDIDIA et al (1999), estudando a interacdo com este agente de biocontrole e
pepino.

As linhagens de Trichoderma mais eficientes no controle biolégico de fungos
fitopatogénicos e na promocao de crescimento de plantas hospedeiras sdo as
capazes de estabelecer interacfes duradouras com a planta, como as rizosfera-
competentes e endofiticas, pois os efeitos benéficos perduram por todo ou grande
parte do ciclo de vida da planta (HARMAN, 2000). A penetragcédo do tecido radicular
por Trichoderma nas camadas mais externas de células faz com que seja criada
uma zona de interagcdo quimica na qual a planta e o fungo se comunicam por troca

de moléculas bioativas (HARMAN et al., 2004). Essas moléculas incluem elicitores
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de resposta de defesa, como genes homologos aos de aviruléncia — Avr produzidos
pelo fitopatdgeno, proteinas com ou sem funcdes enzimaticas, oligossacarideos e
outros compostos de baixa massa molecular (HARMAN et al.,, 2004). Também
atuam na inducdo da resposta de defesa e protegem a planta contra uma
subsequente infec¢éo por fiopatdgenos.

Estudos realizados em pepino por Yedidia e colaboradores mostraram que
estes fungos, quando em intimo contato com a raiz, podem desencadear uma série
de alteracdes bioquimicas e estruturais nas plantas hospedeiras, induzindo sua
resposta de defesa e aumentando sua resisténcia a doencas fungicas (YEDIDIA et
al.,1999). Estas mudancas incluem a deposicdo aumentada de parede celular (Ex.
calose) no sitio de infeccdo, bem como o aumento da atividade de enzimas (ex.
peroxidases e quitinases) e outras proteinas de defesa, mediadas pela producao de
acido salicilico (YEDIDIA et al.,1999). A andlise do proteoma da interacdo de T.
harzianum T22 e raiz de Zea mays mostrou a alteracao no padréo de expressao de
uma série de proteinas relacionadas a resposta de defesa da planta, assim como de
metabolismo (SHORESH & HARMAN, 2008).

Durante essa interacdo fungo-planta, mais de 300 proteinas da planta tém a
expressdo alterada, sendo que muitas apresentam aumento de expressdo. Nesse
grupo incluem-se especialmente enzimas do metabolismo de carboidrato e proteinas
gue estdo associadas com a resisténcia contra patdgenos e outros tipos de
estresses. Multiplas formas de quitinases, B-glucanases, peroxidases, proteinas com
sitios de ligacdo e motivos ricos em leucina associados com resisténcia a doenca,
sucrose sintetase e metionina sintetase foram mais expressas durante a interacéo
(SHORESH& HARMAN, 2008). Estas mudancas no metabolismo geralmente
beneficiam a planta, pois podem envolver, entre outras, a ativacao de vias que levam

a indugéao de resisténcia localizada e/ou sistémica (YEDIDIA et al., 2003).

Estudos da interacdo entre espécies de Trichoderma spp, planta hospedeira e
patégeno, em nivel de expressdo de proteinas ainda sdo pouco relatados na
literatura. Mais comuns sdo os trabalhos que descrevem o0 mapeamento de
proteinas secretadas por Trichoderma ou com expressao intracelular aumentada em
condi¢bes que simulam o micoparasitismo, como descrito por HOWELL (2003) e
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HARMAN et al., (2004). No entanto ja existem relatos de analises do proteoma da
interacdo T. atroviride/P. vulgaris/B. cinerea e R.solani, onde os autores identificaram
proteinas relacionadas a patogénese, bem como, outros possiveis genes de
resisténcia na interacdo com um destes fungos fitopatogénicos e/ou T. atroviride
(MARRA et al., 1999). Assim como, o trabalho de SEGARRA et al., (2007) que
analisaram por abordagem protedmica a alteracdo no padrdo de expressdo de
proteinas em pepino, quando cultivado na presenca do fungo Trichoderma
asperellum T34. Neste estudo, os autores detectaram aumento nos niveis de acido
salicilico e jasmoénico nas primeiras 72 horas desta intera¢do, e identificaram 28
proteinas, das quais 17 estavam subexpressas e 11 superexpressas, quando

comparadas a planta controle.

A interacdo entre Trichoderma — planta, ndo s6 ocasiona mudancas no
padrdo de expressdo de proteinas, como também pode promover mudancas nos
niveis de sintese e transporte de hormoénios na mesma. Quando em associa¢cdo com
fungos arbusculares micorrizicos Glomus intraradices e Glomus mosseae em raizes
de meloeiro, T. harzianum foi capaz de promover o aumento dos niveis de zeatina,
acido indole-3-acético (IAA), 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC), acido
salicilico (AS), acido jasmoénico (AJ) e acido absisico (ABA). Sendo que estes
compostos estao relacionados a sinalizacdo de resposta de defesa, promocéo de
crescimento e atuam como mediadores para resposta de resisténcia de defesa
sisttmica e adquirida. Além destas alteracbes promovem também o maior
crescimento da parte aérea destas plantas, indicando, alteracbes nos padrdes dos
niveis de auxina (MARTINEZ-MEDINA et al.,, 2011). Neste mesmo estudo, 0s
autores sugeriram que estas alteracdes foram desencadeadas em funcdo da
presenca de T. harzianum, jA que na presenca de G. intraradices e G. mosseae,
estas alteracbes ndo foram observadas. E que a ativacdo das vias de JA e AS
podem ser responsaveis por aumentar a resisténcia das plantas de meloeiro a
infecgao pelo fungo F. oxysporum (MARTINEZ-MEDINA et al., 2011).

Para promover o crescimento da planta, bem como induzir resposta de
defesa, Trichoderma deve ser capaz de colonizar sua raiz. A colonizagdo envolve

uma habilidade de reconhecer e se aderir a estas raizes, penetrar na planta, e
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resistir aos metabdlitos toxicos produzidos por ela em resposta a invasédo. Esta
aderéncia a superficie da raiz pode ser mediada por hidrofobinas, que sdo pequenas
proteinas hidrofébicas da camada mais externa da parede celular, e proteinas
expansina, que estdo relacionadas ao desenvolvimento da parede celular. Em
estudos utilizando Trichoderma asperellum, foi demonstrado que este produz uma
hidrofobina TasHydl envolvida na colonizacdo da raiz de plantas, possivelmente
aumentando a aderéncia do fungo a superficie radicular e protegendo as
extremidades das hifas dos compostos de defesa produzidos pelas plantas
(VITERBO E CHET, 2006). Outros estudos de uma expansina TasSwo, com um
dominio de ligacdo a celulose capaz de reconhecer e modificar a arquitetura da
parede celular vegetal, facilitando a colonizagéo da raiz (BROTMAN et al., 2008). As
enzimas que degradam a parede celular (sigla em inglés CWDESs), também estdo
envolvidas na colonizacdo das raizes, como ocorre com a endopoligalacturonase de
T. harzianum (MORAN-DIEZ et al.,2009).

Apés a colonizacdo da planta pelo fungo benéfico, uma série de cascatas de
eventos acontece para a promoc¢ao de resisténcia da planta, como a ativacdo de
cascatas que envolvem AS, AJ e etileno, e 0 aumento de expressdo de proteinas

relacionadas a patogénese (Figura 3).
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Inducdo de resisténcia da planta

Resposta sistémica

1 ETIAJIAS
i

Sinalizacao

Resposta Local

LZona de interacdo

=7+ CWDEs
—Fragmentos de parede celular

Outras proteinas / enzimas
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e | ™~Superficie da raiz
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Figura 3: Esquema demonstrando a indug&o de resposta de defesa em feijoeiro por Trichoderma sp.
(RSI). (P): patégeno; (T): Trichoderma sp, IAA: acido indol acético, AJ: &cido jasmdnico,
AS: &cido salicilico, ET: etileno. (baseado em Harman et al., 2004 e Hermosa et al., 2012.
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Mecanismos de defesa em plantas

A resposta de defesa e a resisténcia local e sistémica ocorrem em todas as
plantas superiores em resposta a colonizacdo por microrganismos patogénicos,
danos fisicos causados por insetos herbivoros, bem como pela aplicacdo de
compostos quimicos e presenca de organismos nao patogénicos (HARMAN et al.,
2004).

A ativacdo dos mecanismos de defesa de plantas ocorre por meio de
sucessivos eventos e sinais que iniciam no reconhecimento pela planta do agente do
estresse bibdtico ou abidtico e culmina com a formacdo de barreiras fisicas e
guimicas para evitar a acao destes agentes. A resposta de defesa de plantas inclui
trés mecanismos principais: a resposta hipersensitiva (HR) cuja resposta de defesa
se da no sitio de infeccdo, a resisténcia sistémica adquirida (RSA) e a resisténcia
sistémica induzida (RSI). Estas, por sua vez, podem induzir a producéo de proteinas
associadas a patogénese (PR-Proteinas) em cadeias de sinalizacdo mediadas por
acido salicilico e acido jasménico envolvendo as moléculas sinalizadoras peréxido
de hidrogénio e etileno, respectivamente (VIEIRA et al., 1992; HARMAN et al., 2004;
DRUZHININA et al., 2011, HERMOSA et al., 2012).

Resposta hipersensitiva (HR)

A HR é definida como uma resposta local rapida desencadeada na planta
hospedeira apds a interacdo incompativel com um patdgeno, isto é, patégeno
virulento e planta susceptivel Esta resposta envolve sucessivos eventos e sinais que
compreendem desde o reconhecimento entre o patdgeno e o hospedeiro até o
colapso celular vegetal localizado, correspondendo a primeira etapa de resposta de
defesa da planta (Figura 4). As alteracdes sao inicialmente desencadeadas no sitio
de infeccéo se estendendo posteriormente a toda a planta. Estas alteragbes podem
significar o estabelecimento de interacdes compativeis (patdogeno virulento — planta
susceptivel) ou incompativeis (patégeno avirulento-planta suscetivel) entre o
patdgeno e o hospedeiro. Dentre as principais alteracdes decorrentes da HR esta a

indugcdo da producdo de proteinas sollveis, que sdo conhecidas como proteinas
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relacionadas a patogénese, as PR-proteinas, como por exemplo as peroxidases,
quitinases e B-1,3-glucanases. Outras respostas paralelas a infeccdo sdo o
aumento da expressao de fenilalanina amoénia liase (PAL) e deposicdo de lignina
(VERBENE et al., 2000).

Figura 4: Exemplo de resposta hipersentiva em folha de feijoeiro. Necrose do tecido mostrada na
seta (Fernandes et al., 2009).

Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) e Resisténcia Sistémica Adquirida
(RSA)

Indutores de resisténcia

No fendbmeno da inducéo de resisténcia da planta, ocorre a ativacado de seus
mecanismos de defesa, por meio de uma cascata de eventos e sinais que se inicia
no reconhecimento do agente elicitor, culminando com a ativacdo das barreiras
estruturais e bioquimicas envolvidas no processo. Como o0 agente de inducdo da
resposta esta em um local da planta, e os mecanismos de defesa séo ativados em
outras partes distantes, pressupde-se que deva existir algum tipo de sinal quimico,
bioquimico, energético ou de natureza ainda desconhecida que deve ter sua origem
no sitio de inducgéo e seja enviado a locais mais distantes numa espécie de reacao
em cadeia. Os candidatos a sinalizador intracelular séo o &cido salicilico, acido
jasmonico e seus derivados, etileno, sisteminas e sinais elétricos (ROMEIRO, 2008).

O acido salicilico (AS) é um mensageiro secundario endégeno gue induz a

expressdo de genes relacionados a RSA, ou seja, expressdo de proteinas PR,
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peroxidases e fitoalexinas (BONALDO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005). O
acido jasmonico (AJ) e seus derivados jasmonatos sdo reguladores vegetais
enddgenos que atuam no mecanismo de defesa das plantas e agem como
sinalizador de estresse (CORTES 2000). O etileno é um horménio vegetal volatil
com multiplas fun¢des fisiolégicas, inclusive na comunicagéo entre plantas, o que o
aponta como um sinalizador. Sabe-se que é produzido em resposta a ferimentos ou
infeccdo por patdégenos e a exposicdo a elicitores de mecanismos de defesa
(PIETERSE et al., 2001).

RSl e RSA

A maioria das respostas bioquimicas de defesa das plantas esta inativa até
que esta entra em contato com os agentes desencadeadores desta resposta, como
por exemplo, o tratamento com compostos quimicos, conhecidos como indutores de
resisténcia (fatores abioticos), ou pelo contato e interagdo com um patégeno ou um

agente nao patdgeno, como o0s simbiontes (fator bi6tico).

A Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e a Resisténcia Sistémica Induzida
(RSI) sdo consideradas como mecanimos de respostas de defesa distintos, mas
fenotipicamente semelhantes em que as plantas, ap6s a exposicdo a um agente
indutor, tém seus mecanismos de defesa ativados ndo apenas no sitio de inducéo,
mas também em sitios distantes do ponto de infeccdo, de forma sistémica na planta
hospedeira (BARROS et al., 2010). O termo “adquirido” é utilizado quando o elicitor é
um agente patogénico ou um parasita, ja o termo “induzido” é empregado quando
esse agente é benéfico, simbionte ou abidtico (BARROS et al., 2010). E reconhecido
pela comunidade académica especialista no estudo da resposta de defesa em
plantas que RSA e RSI sdo fendmenos distintos quanto a forma através da qual séo
induzidos, desencadeados e mediados por mecanismos bioquimicos diferentes
(Figura 5), mas bastante semelhantes no resultado fenotipico final que se expressa

sob forma de inducéo de resisténcia com carater sistémico (BARROS et al., 2010).

A RSA envolve o acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas

PR) como mecanismos induzidos de defesa da planta, e sua indugcédo € salicilato-
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dependente, podendo resultar em altera¢cées visuais como necroses na planta, e
geralmente é induzida por patégenos ou ativadores quimicos. Esta protecéo
sistémica tem sido considerada de longa duracdo e amplo espectro, sendo efetiva
contra doencgas causadas por diferentes agentes bioticos, tais como virus, bacterias
e fungos (CARR et al., 2010), pela restricdo do crescimento desses fitopatdgenos e,

consequentemente, na supressao ou diminuicdo dos sintomas de doencas.

No caso da RSI, foi demonstrado que ndo ha acumulo de proteinas PR, que a
planta que responde a infeccdo através deste mecanismo, ndo exibe alteracdes, e
que o agente indutor € usualmente um microrganismo ndo patogénico. Estudos
pioneiros de RSI em plantas de rabanete descreveram a resisténcia aumentada
destas plantas apés tratamento com a rizobacteria Pseudomonas sp., WCS417r,
contra a infeccdo de Fusarium sp., sendo demonstrado também que esta
caracteristica nado correlaciona com o0 acumulo de proteinas relacionadas a
patogénese. Desta forma, foi demostrado que este tipo inducdo de resposta de
defesa e resisténcia a infeccdo ndo é salicilato dependente, sugerindo haver outra

rota de sinalizacdo associada a jasmonatos e etileno (BARROS et al., 2010).

O etileno e o &cido jasmonico também séo dois reguladores de crescimento
vegetal relacionados com fun¢des de desenvolvimento, crescimento, senescéncia da
planta e inducéo de resisténcia sistémica. Ja foi demonstrado, que o etileno é capaz
de induzir a sintese de proteinas tais como, as quitinases, as 3 1-3 glucanases e a
chalcona sintase (ECKER, 1995). O acido jasménico induz a expressao de tioninas e
inibidores de proteinases. As tioninas sdo proteinas de baixo peso molecular (PM
5kDa), inclusas na familia das PR-13 e s&o toxicas a bactérias, fungos, leveduras.
Andlises da expressao aumentada de um gene que codifica uma tionina de cevada
em tabaco mostraram significante aumento de resisténcia aos sintomas causados
pela bactéria fitopatogénica Pseudomonas syringae (CARMONA et al., 1993),

mostrando sua atuagao na resisténcia sistémica induzida.

Tanto a rota da RSA, quanto a rota da RSI séo reguladas pela proteina NPR1
(Proteina relacionada a resposta de defesa em plantas), que funciona como um
modulador da comunicagcdo entre as rotas de sinalizacdo do acido salicilico e do

acido jasmonico (Figura 5) (PIETERSE et al., 2005). A proteina reguladora NPR1

Pagina 36 de 121



JALA
Universidade de Brasilia blﬂ

Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular

JACKELINE LEITE PEREIRA

tem um importante papel como transdutor da sinalizacdo por acido salicilico. Além
de ser ativada por esse horménio, NPR1 atua como um co-ativador transcricional da

expressao de genes PR.

Microrganismos néo patogénicos Patégenos
como Rizobactérias

Al - resposta

.

Etileno - resposta l
etrt

N

NPR1

fart AS AJ - resposta

NahG

Etileno - resposta

npri

e

PDF 1.2

Compostos de defesa Proteinas PR

RSI RSA

Figura 5: Rotas de RSA e RSI ativadas por microrganismos patogénicos e ndo patogénicos em
plantas, através das moléculas sinalizadoras AS (acido salicilico), AJ (4cido jasmbnico) e
ET (etileno). Modificado de PIETERSE et al., 1998.

Proteinas de resposta de defesa (PR-proteinas)

O termo PR-Proteinas foi primeiramente utilizado para descrever proteinas
extracelulares que se acumulavam em Nicotiana tabacum apos infeccdo com o virus
do mosaico do fumo (TMV) (VAN LOON & VAN KAMMEN, 1970). BOWLES (1990)
ampliou esta definicdo incluindo proteinas intra e extracelulares acumuladas em
tecidos vegetais intactos ou em cultura de células ap0s o tratamento com elicitores

ou ataque de patogenos.
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As PR-proteinas sdo classificadas dentro de 17 familias (Quadro 2), sendo
enumeradas na ordem em que foram descobertas e apresentando diferentes
atividades. Esta classificacdo € realizada agrupando em familias proteinas com
propriedades bioquimicas e biolégicas comuns (VAN LOON et al., 2006). A familia
PR-2 é constituida por endo-B-1,3-glucanases subdivididas em trés classes distintas
denominadas I, Il e lll. As glucanases da classe | sdo proteinas basicas, localizadas
no vacuolo, especialmente na epiderme das folhas inferiores e nas raizes de
plantas, enquanto que as classes Il e Il incluem principalmente as proteinas acidas
extracelulares. Estas enzimas catalisam a hidrélise do polimero de B-1,3-glicana,
componente estrutural da parede celular de fungos hospedeiros, particularmente na
extremidade de hifas em que a glicana estd mais exposta, causando um
enfraquecimento da parede, resultando na morte celular dos fitopatbgenos
(STICHER et al., 1997).

A estrutura das proteinas da familia PR-1 é fortemente conservada em varias
plantas chegando a 35% de homologia. Tais proteinas possuem homologia inclusive
com proteinas de fungos, insetos e vertebrados (o0 homem inclusive) (VAN LOON et
al.,2006).

A familia PR-2 compreende as glucanases, e as familias PR-3, PR-4, PR-8,
PR-11 as quitinases, todas possuindo atividade contra fungos. As proteinas dessas
familias possuem um mecanismo de acdo hidrolitico sobre a parede celular de
fungos e bactérias (YOSHIKAWA et al.,, 1993). A familia PR-3 é constituida por
endoquitinases que sdo agrupadas em seis classes distintas (I, Il, IV, V, VI e VII),
atuando diretamente nas paredes celulares de fungos, catalisando a hidrélise do
polimero de quitina, enfraquecendo-as e tornando as células osmoticamente
sensiveis (GUZZO, 2003). Os oligbmeros provenientes desta hidrélise também
podem atuar como elicitores de resposta de defesa na planta hospedeira (Misawa e
Kuninaga, 2010). Além das B-1,3-glucanases (PR-2) e quitinases (PR3, PR4, PR8)
proteinas das familias PR-1 e PR-5 também possuem atividades antimicrobianas
(STICHER et al., 1997).
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A familia PR-6 compreende inibidores de proteinases as quais atuam contra
nematoides e insetos. As PR-7 sdo endoproteinases que atuam na dissolucdo da
parede celular de varios microrganismos (GARCIA-OLMEDO et al., 1989).

As PR-9, ou peroxidases, participam de varios processos fisioldgicos, capazes
de catalisar um grande numero de reacdes como, producdo ou catalise H,O,,
producdo ou catélise da formacédo de lignina, um importante mecanismo fisico de
defesa vegetal, que pode aumentar a resisténcia de diversas espécies vegetais
contra fitopatdgenos, dificultando seu ingresso e proliferagdo na célula, através da
oxidacdo e a eventual polimerizacdo de alcool hidroxicindmico na presenca de
peréxido de hidrogénio, além da suberizacéo, catabolismo de auxinas e cicatrizacao
de ferimentos (TAHERI E TARIGHI, 2012). Estudos que demonstram a atuacao de
peroxidases na defesa de plantas foram descritos para as interacbes: tomateiro e
Botrytis cinerea, arroz e Colletotrichum leganearum, pepino e F. oxysporum e tomate
e Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (PEREIRA et al., 2008; HOUTERMAN et
al., 2007).

Quadro 2: Familias reconhecidas de proteinas relacionadas a patogénese.

Familias Membro padrao Propriedades

PR-1 Tabaco PR-12 Desconhecido

PR-2 Tabaco PR-2 B-1,3-glucanase

PR-3 Tabaco P,Q Quitinase tipo, I, V, V, VI, VII
PR-4 Tabaco 'R’ Quitinase tipo I, 1l

PR-5 Tabaco S Taumatina - like

PR-6 Tomate inibidor | Proteinase - inibidor

PR-7 Tomate Pgo Endoproteinase

PR-8 Pepino quitinase Quitinase tipo Il

PR-9 Tabaco ‘lignin-forming peroxidase” Peroxidase

PR-10 Salsa “PR1" Ribonuclease - like

PR-11 Tabaco “classe V" quitinase Quitinase, tipo |

PR-12 Rabanete Rs-AFP3 Defensina

PR-13 Arabdopsis THI2.1 Tionina

PR-14 Cevada LTP4 Proteina de transferéncia de lipideo
PR-15 Cevada OxOa (germin) Oxalato oxidase

PR-16 Cevada OxOLP Oxalato oxidase

PR-17 Tabaco PRp27 Desconhecido

VAN LOON et al., 2006
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Espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion peroxido e o peréxido de
hidrogénio (H.0,), sdo produtos constantemente produzidos durante 0S processos
metabdlicos normais, como a fotossintese ou a glicélise. EROs, produzidas em altos
niveis ja foram descritas como letais para a integridade celular. No entanto, o
aumento na producédo de EROs, também tem funcdo na defesa de plantas contra a
invasdo por patogenos levando a necrose das células no ponto de infeccédo e
podendo atuar também como um sinalizador (exploséo oxidativa e necrose) (NANDA
et al., 2010).

No inicio da interacdo com determinado patdgeno, as plantas podem produzir
uma série de respostas de defesa, incluindo geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), tais como superéxido (02-), o perdxido de hidrogénio (H.0,) e a
hidroxila livre (OH-) (MUR et al., 2008).

Como estes compostos sdo toxicos e participam como sinalizadores em uma
série de processos que afetam a fisiologia das plantas a sua producdo e consumo
sdo finamente controlados por um conjunto de genes organizados em uma rede
denominada “rede génica EROs”. Em Arabidopsis, esta rede é composta por 150
genes (MITTLER et al.,2004), que codificam para catalases, catalases-peroxidases,
NADPH oxidases, glutationa peroxidases, peroxirredoxinas e tioredoxinas (MARGIS
et al. 2008; ROUHIER E JACQUOT 2002; ALKHALFIOUI et al. 2008). Uma classe
especifica de peroxidases em plantas (peroxidases classe lIll), também sdo membros
desta rede e possuem uma capacidade interessante tanto de sequestrar EROS,
guanto de produzi-las (PASSARDI et al. 2004).

No comeco do processo infeccioso, as EROs podem se acumular
rapidamente em um fenémeno conhecido como exploséo oxidativa (LAMB E DIXON
et al., 1997). Essas moléculas podem agir causando danos diretos aos patdégenos,
através de seu efeito toxico ou inibindo seu desenvolvimento, ou agindo como
moléculas sinalizadoras que ativam multiplas respostas de defesa (GADJEV et al.
2006). Sabe-se também que o acumulo de EROs esta associado ao fortalecimento
da parede celular por favorecer a formacédo de ligacdes cruzadas entre proteinas
estruturais (glicoproteinas ricas em prolina ou hidroxiprolina) a matriz de
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polissacarideos (HAMMOND-KOSACK & JONES, 2003); ativacdo de resposta de
hipersensibilidade (HR) associada a morte celular (GECHEV & HILLE, 2005);
aumento na taxa de formacao de polimeros de lignina, uma vez que o peroxido de
hidrogénio participa da ultima reacdo da rota de sintese desta macromolécula (o
substrato fendlico € oxidado a lignina, ao mesmo tempo em que o peréxido de
hidrogénio é reduzido a agua); além de o peroxido de hidrogénio também ser
necessario para a biossintese de acido salicilico, potente sinalizador para a
ocorréncia de RSA, uma vez que este aumenta a atividade da enzima &cido
benzoico-2-hidrolase (BA-2H), responsavel pela conversédo do acido benzoico em AS
(HAMMOND-KOSACK & JONES, 2003).

Durante as repostas de defesa ao ataque de um patdgeno, a planta produz
EROs e simultaneamente diminui sua capacidade de limpéa-las, ocorrendo seu
acumulo e ativacdo da morte celular programada (MCP). Dessa forma, a supressao
dos mecanismos detoxificadores é um fator crucial para o inicio da MCP (APEL &
HIRT, 2004). Uma vez que em altas concentracdes o peréxido de hidrogénio esta
implicado na inducdo de MCP e em pequenas quantidades pode funcionar como
molécula sinalizadora, a habilidade do sistema de limpeza das células em detoxificar
0 excesso de ROS é um processo crucial para o inicio da sinalizacdo através do
peréxido de hidrogénio.

As EROs podem atuar de diferentes maneiras durante a resposta de
resisténcia da planta. Atuam diretamente sobre o patégeno, inibindo seu
desenvolvimento; Fortalecem a parede celular por favorecer a formacao de ligacbes
cruzadas com proteinas estruturais; estimulam a peroxidacdo de lipideos da
membrana plasmatica, fortalecendo sua integridade devido a reduc¢éo da sua fluidez;
o0 peréxido de hidrogénio (H20,), a espécie reativa de oxigénio mais estavel e
prontamente transportada através da membrana, pode regular a expressdo de
genes requeridos para a ativacao da resisténcia ou pode formar acido jasmonico, um
mensageiro secundario, a partir da atividade da enzima lipidio hidroperoxidase
presente na membrana plasmatica (STANGARLIN, 2007) (Figura 6).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a interagdo entre o fungo
micoparasita T. harzianum ALL 42, e feijoeiro comum na auséncia ou presenca dos
fungos fitopatogénicos F. solani e R. solani, avaliando suas altera¢fes fisiologicas e

no padréo de expresséao de proteinas em folhas e raizes.

Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento de feijoeiro comum quando cultivado em solo inoculado e
nao inoculado com o isolado de T. harzianum ALL-42, analisando a altura das

plantas, area das raizes e area foliar;

- Avaliar a producédo de enzimas de defesa e expressdo de genes correlatos em
folnas e raizes de feijoeiro, cultivados na presenca e auséncia do isolado T.
harzianum ALL-42;

- Construir mapas protedmicos de raizes e folhas de feijoeiro comum cultivado na
presenca ou auséncia de T. harzianum ALL42 e dos fungos fitopatogénicos F. solani
e R. solani, bem como identificar por espectometria de massa do tipo MALDI-TOF os

“spots” diferencialmente expressos.
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METODOLOGIA

Cultivo e manutencéao dos microrganismos

Os fungos fitopatogénicos Fusarium solani sp. phaseoli e Rhizoctonia solani
sp. phaseoli, isolados de areas de plantio de feijdo, foram cedidos pelo pesquisador
Murillo Lobo Junior, da Embrapa Arroz-Feijao (CNPAF). O isolado de T. harzianum
ALL 42 foi cedido pelo Professor Dr. Cirano José Ulhoa, e € mantido na colecéo de
Fungos da Universidade Federal de Goias, Laboratério de Enzimologia. Para os
fitopatdgenos e T. harzianum ALL 42, foram feitos estoques a -80°C das culturas
iniciais em glicerol 20% (v/v), bem como mantidos com repiques periddicos em meio

MYG (“malt yeast glucose”) e estocados a 4°C.

Andlises da promocdao de crescimento por T. harzianum ALL 42

De forma a avaliar a capacidade de T. harzianum ALL 42 em colonizar as
raizes das plantas de feijoeiro e consequentemente atuar como promotor de
crescimento, 30 plantas das condi¢cdes controle (TT) e crescidas com ALL 42 (42T),
crescidas por 21 dias foram avaliadas quanto aos parametros altura, area radicular e
area foliar. Este experimento foi realizado em triplicata, totalizando 90 plantas
avaliadas. Para validar os dados obtidos, foi realizado o teste de t-student, com
p=<0,05.

Preparo de T. harzianum para indculo nas sementes de feijoeiro

Os conidios de T. harzianum ALL-42 foram produzidos em arroz parboilizado.
Em frascos cbnicos de 250 mL, 100 g de arroz, foram umedecidos com 25 mL de
agua destilada e autoclavados por 20 minutos a 120°C. Apés resfriamento, nestes
foram adicionados 3 discos de micélio de 5 mm do isolado ALL-42. Os frascos foram
mantidos a 28°C por sete dias com fotoperiodo de 12 horas luz/escuro. Para a

contagem e coleta dos conidios, 100 mL de agua destilada esterilizada foram
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adicionados aos graos, agitando-os bem para a completa soltura dos conidios. Uma
aliquota foi retirada deste preparo para a contagem de conidios em um

hemancitdmetro, para uma contagem final de 2,4 x 10 conidios. mL™.

Plantio das sementes de feijoeiro e coleta das plantas

Sementes de feijdo comum da variedade susceptivel Pérola, foram
previamente esterilizadas submergindo-as por 1 minuto em hipoclorito de sédio 1%
(v/v) e lavando-as com agua destilada autoclavada por duas vezes. O substrato para
cultivo Plantmax®, foi previamente esterilizado por 30 minutos em autoclave. Apés
24 hs, foi acondicionado em copos de plastico de 500 mL em camara de fluxo
laminar. Para cada copo de 500 mL contendo solo estéril, duas sementes foram
plantadas de 2-3 cm de profundidade no solo, e em seguida, pipetados 2,4 x 108
conidios. mL™, de T. harzianum sobre estas sementes. Apds o in6culo das sementes
em solo contendo ou ndo T. harzianum, os copos foram mantidos na casa de
vegetacdo da Universidade de Brasilia, em temperatura e umidade ambientes, por
21 dias. Este experimento foi repetido por trés vezes, cada um com 30 plantas,
totalizando 90 plantas analisadas para os parametros de altura, area foliar e area
radicular.

Apés 21 dias de crescimento, as plantas foram retiradas dos copos plasticos,
e suas raizes lavadas com agua corrente até a completa retirada do substrato. Apds
o procedimento de medida das plantas e digitalizacdo das folhas feita no Image
scanner lll (GE healthcare), para determinacdo da area foliar, as mesmas foram
lavadas com agua destilada autoclavada. O tamanho das plantas foi medido
utilizando-se régua milimetrada, a area das raizes foram determinadas utilizando-se
o software WhinRHIZO® e a determinacdo da area foliar em cm? foi realizada
utilizando-se o software gratuito Image J a partir das imagens digitalizadas. Estas
medidas foram realizadas com um numero total de 30 plantas para cada
experimento, que foi realizado em triplicata. Este experimento esta esquematizado

na Figura 7.
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21 dias de crescimento {Condigﬁes trabalhadas

eDeterminagao do
area da raiz,
tamanho da planta e *TT: Plantas controle
area foliar *42T: Plantas + ALL-42
Y Inéculo das sementes | Darhmiat
com ALL-42 (2x 10° arameinos
conidios.mL?) biométricos

Figura 7:Esquema mostrando a etapa de andlise de promoc¢do de crescimento das plantas de
feijoeiro e ALL 42.

Andlise da producao de enzimas e expressao de genes de resposta de defesa
na presencade T. harzianum ALL 42 e os fitopatdégenos

Preparo dos fungos fitopatogénicos para infestacdo do solo

Graos de sorgo e agua destilada, na relacdo 2:1 (m/v), foram colocados em 2
frascos coOnicos de 500 mlL, posteriormente cobertos com papel aluminio, e
autoclavados a 120°C por trinta minutos por duas vezes. Em camara de fluxo
laminar, dez discos de micélio de cada um dos fungos fitopatogénicos (5 mm de
didmetro) foram transferidos para os frascos contendo o sorgo esterilizado e, em
seguida, foram incubados a 24°C, durante doze dias, até a completa coloniza¢éo do
substrato. A massa de sorgo colonizada foi desagregada com o auxilio de uma
espatula estéril, e os graos distribuidos em bandejas estéreis de aluminio e secos ao
ar livre. Depois de seco, cada in6culo (R. solani e F. solani) foi triturado em

liquidificador e passado por uma peneira de 0,84 mm de abertura (20 mesh).
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Preparo do solo para infestagdo com os fitopatdgenos

Sacos plasticos resistentes a altas temperaturas contendo 1,4 kg cada de
substrato para plantio Plantmax®, foram previamente esterilizados em autoclave, por
30 minutos. Apds 24 horas, o solo contido em cada saco, foi transferido para novos
sacos plasticos para a infeccdo com os fitopatdgenos R. solani ou F. solani. Para
cada 1,4 kg de solo, foram adicionados, respectivamente, 0,5 g do preparo de R.
solani, e 0,8 g do preparo de F. solani, de acordo com a metodologia descrita por
TOLEDO-SOQOUZA et al., 2009. O solo infestado foi acondicionado em copos plasticos
de 500 mL em camara de fluxo laminar, para o plantio de sementes tratadas ou n&o
com T. harzianum ALL 42. Para este experimento, 15 plantas foram coletadas aos
sete dias de crescimento, 15 plantas coletadas aos quatorze dias de crescimento e
15 plantas coletadas aos 21 dias de crescimento, totalizando em 45 plantas, que
foram lavadas com agua destilada e deionizada estéril até a completa remocéo de
residuos, e por fim estocadas inteiras a -80°C até a utilizacdo para a dosagem de
quitinases, peroxidases e B 1,3 glucanases e extracdo de RNA. O delineamento

deste experimento esta esquematizado na Figura 8.

2,4x 108 conidios . mL? 7,14 e 21 dias de

crescimento

Figura 8: Esquema mostrando o delineamento do experimento para analise da producdo de enzimas
de defesa quando T. harzianum ALL 42, F.solani e R. solani presentes.
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Processamento e extracdo de proteinas

Raizes e folhas das plantas correspondentes a cada um dos tratamentos
foram trituradas com nitrogénio liquido, em um triturador industrial de alimentos, até
a obtencao de um fino po, transferidas para tubos Falcon de 25 e 50 mL e estocadas
a -80°C.

Quantificac@o de proteinas totais para atividade enzimatica

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas e quantificacdo da
atividade enzimatica das plantas crescidas em 7, 14 e 21 dias, 2 gramas do
macerado de raizes e folhas foram homogeneizados em 1 mL de agua destilada
estéril contendo 2mM de PMSF. A suspenséo foi centrifugada a 10.000 rpm por 5
minutos a 4°C, e o sobrenadante utilizado como fonte de proteinas. A concentracdo
de proteinas foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976), utilizando

BSA como padrao.

Quantificacédo da atividade de enzimas de defesa

Quitinases

A atividade quitinolitica foi determinada, baseada na quantificacdo
colorimétrica de p-nitrofenol liberado a partir do substrato sintético p-nitrofenil-B-D-
N,N9-diacetilquitobiose , como descrito por Yedidia e colaboradores, 1999. Para
tanto, 250 yL do extrato das amostras foi incubado com 10uL de uma solucdo
estoque do substrato sintético (2 mg. mL™) e 250 pL de tamp&o acetato de sédio 50
mM pH 5.0 por 2 horas em banho-maria a 37°C. A reagao foi interrompida com 0,5
mL de carbonato de sédio 0,2M, e a absorbancia determinada a 410 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para produzir 1 pmol de PNP por minuto de reagao por grama de tecido.
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Peroxidases

A atividade de peroxidases foi determinada de acordo com Yedidia e
colaboradores, 1999. A reacdo contendo 20uL das amostras, 50uL de vermelho de
fenol (0,2%) (m/v), e 300uL de tampéo citrato de sédio 50mM, pH 4.2, foi pré-
incubada a 37°C. As reacgfes foram iniciadas com 40 pL de peroxido de hidrogénio
1mM e interrompidas ap6s 3 minutos pela adi¢cdo de 40 pL de hidroxido de sodio 2M.
A absorbancia foi determinada a 610nm. A atividade de peroxidases foi expressa em

milimoles de vermelho de fenol oxidado por grama de tecido por minuto.

f-1,3 glucanases

A atividade de [-1,3-glucanases foi determinada conforme descrito por
Noronha & Ulhoa (2000), com algumas modificacfes. Para tanto, foram utilizados
25001 do substrato laminarina a 0,5% (m/v) em tampao acetato de sédio 50 mM, pH
5,0 e 12501 do extrato de cada amostra. Os tubos foram incubados a 45°C por 2
horas e a reacédo foi interrompida pela adicdo de 1,5 mL do reagente de
dinitrossalicilato (DNS). Em seguida, os tubos foram incubados por 5 minutos em
banho fervente, e a absorbancia determinada a 550nm. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1

pmol de glicose por minuto de reagao.

Andlise da expresséo de genes de defesa de feijoeiro

O padrdo de expressao de genes de defesa de raiz de feijoeiro comum foi
avaliado utilizando andlise em RT — gPCR. As sequéncias de oligonucleotideos para
amplificar genes PR foram desenhados com base nas sequencias de feijoeiro

disponiveis no banco de dados do GenBAnk (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

A expressdo de quatro genes foi analisada utilizando os oligonucleotideos para
amplificagdo dos genes: Chitinase Classe 1 CHT (AY357300.2), B 1, 3 glucanase
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GLU (DQ093563.1), peroxidase POD (AF 485265.1) e Lipoxigenase LOX1
(U76687.2.) (Tabela 2)

O RNA total das raizes de feijoeiro foi extraido utilizando o kit Invisorb® RNA
kit 1l partindo de 100mg de tecido macerado e seguindo procedimento recomendado
pelo fabricante. Foram extraidos RNAs de seis amostras em trés diferentes tempos
de crescimento (7, 14 e 21 dias) nos tratamentos TT, 42T, 42FS, 42RS, FS e RS
(Figura 9).

Extracdo de RNA total de raizes TT, 42T, FS, RS, 42FS, 42RS

(7. 14, 21 dias)

Dosagem de RNA com o Quibit
60ug

Digestdo com DNAse |

Sintese de cDNA

Reacdo de amplificagdoutilizando
Syber green e os primers especificos

CHIT 1, POD6, LOX1, GLUC, ACTN

Calculo do nivel de
expressdo dos genes

Figura 9: Esquema mostrando as etapas de analise da expressdo de genes feitas para raizes de
feijoeiro nas 6 condicBes descritas. TT: controle, 42T, planta + ALL 42, 42FS:
Planta+ALL42+F. solani, 42RS: Planta+ALL42+R. solani, RS: Planta + R. solani, FS: Planta
++ F. solani.
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Tabela 2: Lista de nucleotideos utilizados para RT-gPCR.

Oligonucleotideos qPCR (5" — 3°)

Tamanho

Gene N° Acesso Forward Reverse amplicon (bp)
CHIT 1 AY357300.2 CGGCACTGTGACGAACATCATCAA AAGAATCCGATGCGGTCTTGAACC 84
GLU DQ093563.1 AATCAAGCAGCTCTGCAAGCACTC AAGTTCAGCACGTTCCTTTGCACC 134
POD AF485265.1 TTGTTATTCTTGGAGGGCCCGACT TGGCTAAGATTGGCACTACCCAGT 118
LOX1 uU76687.2 TGCTTGCTGGTGTTAATCCTTGCC AATGCCTCTTCCACAGTGAGTCCA 154
ACTIN EU581898.1 AAATCCTGACCGAGCGTGGTTACT TTGGCAGTTTCCAATTCCTGCTCG 121

Antes de sua utilizacdo na sintese de cDNA o RNA total extraido foi digerido
com DNAse | (Invitrogen) de acordo com instru¢des do fabricante (Figura 9).Para a
sintese de cDNA, foi utilizado o kit Revertaid™ First Strand cDNA synthesis kit
(Fermentas) de acordo com instrucdes do fabricante. As reagdes foram da gPCR
foram realizadas utilizando o sistema iQ5 real time PCR (BioRad). Para cada reacgéo
com volume final de 20 ul foram utilizados 10 pyl de MAXIMA® SYBR-green PCR
Master mix (Fermentas), 500 nM de oligonucleotideos foward e reverse, e o0 cDNA
sintetizado como descrito acima. A reacdo de amplificacdo foi realizado seguindo o
protocolo: 10 minutos a 95°C (1 ciclo), 15 segundos a 95°C seguido de 1 minuto a
60°C (40 ciclos), uma curva de melting de 1 minuto a 95°C (1 ciclo), seguido de 30 s
a 55 °C e uma rampa final de 95°C (1 ciclo) foi feita para teste de especificidade de
primers. O transcrito de B-actina (EU581898) foi utilizado como referencia para
normalizar a quantidade de RNA total presente em cada reacdo. O nivel de
expressdo dos genes foi calculado de acordo com o método de LIVAK E
SCHMITTGEN, 2001.

Os experimentos foram feitos em triplicata com 3 repeticbes para cada
amostra e os resultados comparados por ANOVA (one way), seguido do teste de
Dunnett’s(a = 5 %), para analisar as diferengas entre as condi¢des, relacionadas ao
controle, utilizando GraphPad Prism v 5.00 para Windows. RT-gPCR foi feito para as
raizes das seis condigbes descritas acima, nos trés diferentes tempos de

crescimento.

Pagina 51 de 121



JALA
Universidade de Brasilia blﬂ

Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular

JACKELINE LEITE PEREIRA

Andlises da expresséo de proteinas de folhas e raizes de feijoeiro na
presenca/auséncia de T. harzianum ALL 42, F. solani e R. solani.

A avaliacdo do padrdo de expressao de proteinas em gel bidimensional foi
feita com plantas de feijoeiro na presenca/auséncia de Trichoderma e os
fitopatdgenos, nas condi¢cdes TT, 42T, 42FS e 42RS, aos 21 dias de crescimento,
das plantas cujos plantio e coleta foram realizados de acordo com o item 3.3. Neste
experimento para extracdo de proteinas, foram utilizadas raizes e folhas de 10
plantas para cada triplicata realizada, totalizando 30 plantas. O delineamento deste
experimento esta esquematizado na Figura 10.

21 dias de crescimento Condigdes trabalhadas

* Armazenamento a-802C;
* Macera¢d  com  nitrogénio
liquido de raizese folhas;

* TT: Plantas controle
* Extracdo de proteinas * 42T Plantas+ ALL-42
* Dosagem de proteinas * 42FS: Plantas+ ALL42+F. solani
* Eletroforese 2DE * 42RS: Plantas+ ALL42+R.
solani

1 Indculo das sementes )
com ALL -42 (2x 10°
conidios.mL?)

processamento das

Lavagem e
amostras

Figura 10: Esquema mostrando o delineamento do experimento para andlise da expressdo de
proteinas por eletroforese 2DE na presenca/auséncia de T. harzianum ALL 42, F.solani e
R. solani.

Extracdo de proteinas e eletroforese bidimensional

A extracdo de proteinas de folhas e raiz de feijoeiro foi realizada de acordo
com NATARAJAN et al., 2005. Um grama de tecido pulverizado foi ressuspenso em
25 mL de TCA a 10% (m/v) em acetona e contendo 0,007% (v/v) de B-
mercaptoetanol. As amostras foram incubadas a 4°C por 3 horas. Em seguida, foram
centrifugadas a 10.000 x g por 20 minutos, e o sobrenadante descartado. Foram
realizadas mais 2 a 3 lavagens com 25 mL de TCA 10% em acetona até que todo o
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pigmento fosse removido dos tecidos, seguida de mais uma lavagem com 25 mL de
TCA 10% (m/v) em agua destilada e lavagem com acetona gelada contendo 1mM do
inibidor de proteases PMSF (“phenylmethylsulfonyl fluoride”). As condicbes de
centrifugacéo para as lavagens foram as mesmas do procedimento de precipitacéo.

Ao final do processo de precipitacdo e lavagem das amostras estas foram
ressuspendidas em 5 mL de tampdao de re-hidratacdo sem azul de bromofenol ( p/v:
8M de uréia, 2M de tiouréia, 0,5% (m/v) de CHAPS e 0,002% (v/v) de anfdlitos). A
concentracdo de proteinas foi determinada utilizando-se o 2DE quant kit Amershan

biosciences, conforme instrucdes do fabricante.

Eletroforese bidimensional

Aliquotas das amostras contendo 500ug de proteinas foram transferidas para
um novo tubo, completadas para 500 pL, com o reagente “De-streak” (GE
healthcare) e aplicadas em tiras de gradiente de pH 3-10 de 18 cm (amostras de
raiz) e 24 cm (amostras de folha). As tiras embedidas com as amostras foram
mantidas por 16 horas a temperatura ambiente. Apds este periodo, foram entédo
utilizadas na focalizagdo isoelétrica utilizando o aparelho “IPGphor 1II” (GE
healthcare) e seguindo o protocolo: 500 V por 1h, 1000 V por 1h, 3000 V por 3 hs e
8000V até 70.000Vh, totalizando em torno de 18 horas de focalizacdo tanto para
amostras de raiz, quanto para amostras de folha. Ap6s sua focalizacdo, foram

imediatamente estocadas a -80°C até a realiza¢do da segunda dimensao.

Para focalizagcdo, foram adicionados 2,5 ml de tampdao de equilibrio [Tampé&o
Tris- HCI pH 8,8 50 mM, Uréia 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 30% (m/v) e tracos de
azul de bromofenol] contendo 0,1 g de ditiotreitol, as tiras, e estas incubadas sob
agitacdo por 15 minutos. Em seguida, a solugéo foi descartada e 2,5 ml de tampao
de equilibrio contendo 0,25 g de iodoacetamida foram adicionados, e novamente

foram colocadas sob agitacdo por 15 minutos.

ApOs este periodo, a solucéo foi descartada, e as tiras dispostas sobre o gel
de poliacrilamida a 12,5% (m/v), cobertas com uma solucdo de agarose (agarose

Pagina 53 de 121



JALA
Universidade de Brasilia blﬂ

Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular

JACKELINE LEITE PEREIRA

0,5% (m/v), tampéo de corrida 1X [Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %
(m/v)] e tracos de azul de bromofenol). ApGs a solidificacdo da agarose, a segunda
dimensédo foi realizada utilizando dois passos: corrente de 10 mA/gel por 1 h e
corrente de 40 mA/gel. A temperatura do sistema foi mantida em 15 °C. A
eletroforese foi realizada em géis de 25,5 cm x 20,5 cm x 0,15 cm utilizando a cuba
‘ETTAN DALT SIX” acoplada ao sistema de circulagao termostatica MultiTemp Il
para controle da temperatura (GE Healthcare). Os géis resultantes foram corados
com azul de Comassie G-250 de acordo com a metodologia descrita por Candiano e
colaboradores (2004).

Anélise dos mapas proteicos

As triplicadas dos géis obtidos em todas as condicbes: TT, 42T, 42FS e
42RS, foram digitalizadas utilizando o “ImageScanner III” previamente calibrado de
acordo com manual do fabricante (GE Healthcare). A andlise destas imagens foram
realizadas utilizando o software “ImageMaster™ 2D Platinum v 7.0” (GE Healthcare)
com 0s seguintes parametros para deteccédo dos “spots” suavidade de 10 (smooth),
saliéncia: 40 e area minima de 70. Os “spots” foram marcados inicialmente em modo
automatico, seguido de marcacdo manual. Os falsos “spots”, como manchas no gel,
foram excluidos da analise. A andlise das réplicas correspondentes a0 mesmo
tratamento e diferentes tratamentos foi realizada utilizando-se um “spot” como ponto
de referéncia, e denominado “landmark”, bem como os marcadores de massa
molecular. Os “spots” comuns entre as 4 condigbes, com valor de diferenca de
expressao maior que 1,5, e os “spots” exclusivos para cada condicao foram
escolhidos para a etapa de identificacdo por espectrometria de massa. Para
validacdo dos volumes dos “spots”, foi utilizado do teste de ANOVA, através do

“software Image master”.
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Identificac&o das proteinas selecionadas por espectometria de massa

Digestao triptica dos “spots”

Os “spots” selecionados para a identificacdo, foram recortados do gel,
transferidos para microtubos de 1,5 mL e submetidos a digestéo triptica de acordo
com Paba et al., 2004. Brevemente, os “spots” foram lavados 3x com 200 uL de
agua ultrapura e 200 pL de acetonitrila a 50% (v/v). Em seguida, foram realizados
mais 2 ciclos de lavagem com 200 pL de bicarbonato de aménio (NH4HCO3) 50 mM,
e acetonitrila 100%. Na ultima lavagem com acetonitrila, o gel foi cuidadosamente
macerado com um pistilo estéril. A acetonitrila excedente foi retirada e as amostras
secas a vacuo por 20 minutos. ApOs este tempo, os pedacos de gel foram
reidratados por 45 minutos no gelo, com 5-10 uL de solucdo contendo tripsina
(NH4HCO;3; 25mM, CaCl, 2.5 mM contendo 12.5 ng/uL de tripsina “gold” para
espectometria de massa da Promega). O excedente da solucdo com tripsina foi
retirado, os pedacos de gel foram recobertos com 5-8 uL de solugdo contendo
NH4HCO3; 25mM e CaCl, 2.5 mM, e incubados a 37°C por aproximadamente 16
horas. A reacao foi interrompida pela adicdo de 1uL de TFA 1% (v/v) em cada tubo

de digestéo.

Espectrometria de massa em MALDI/ToF

Para a obtengdo dos espectros de Peptide mass fingerprinting (PMF) em
espectrometro de massa (Autoflex Il, Bruker Daltonics, Alemanha), 1uL do produto
de cada digestao, foi pipetado em um dos pocos de uma placa AnchorChip™ (600
nm, Bruker). Em seguida a aplicacdo da amostra foram adicionados 0,5 puL da matriz
(DHB-2,5-“dihydroxybenzoic acid” na concentracdo de 5 pg.uL™ ) preparada em
acetonitrila a 30% (v/v) e TFA a 0,1% (v/v). A calibracdo externa foi feita utilizando
padrdes de peptideos de massa conhecida (angiotensina, ACTH 1-17 e ACTH 18-
39) e como modo de calibragdo interna, foram utilizados picos de autolise da tripsina

(842,50 Da e 2211,10 Da), quando presentes. Apés a calibracdo interna, os picos de
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matriz e de queratina, foram excluidos manualmente, utilizando o programa
FlexAnalysis 2.2 para a obtencdo das listas de peptideos. Estas foram entéo
utilizadas na identificacdo das proteinas utilizando o software MASCOT
(www.matrixscience.com), com o auxilio da ferramenta Biotools 2.2, utilizando banco
de dados ndo redundante de proteinas do NCBI (nrNCBI), dentro do téxon

Viridiplantae, acuracia de massa monoisotépica de 100 ppm, modificacbes variaveis:
acetilacdo N-terminal de proteinas e oxidacdo de metionina, e modificacdo fixa, a

carboximetilagéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAQO

Andlises da promocdao de crescimento por T. harzianum ALL 42

As plantas cultivadas na presenca do isolado ALL 42 apresentaram aumento no
crescimento de 14,29% quando comparadas com as plantas controle (Tabela 3).
Para area foliar, a diferenca entre plantas controle, e plantas tratadas com ALL-42 foi
de 16 cm? (17,72%), na comparacdo entre os volumes das raizes estas diferencas
foram as mais significativas com uma diferenca de 222,67cm® (36,31%) entre

plantas controle e tratadas com ALL42 (Tabela 3 e Figura 11).

A promocao de crescimento de raizes, assim como o0 aumento de sua area com
a formacao de raizes secundarias, tem sido descritos como fatores criticos para o
aumento da capacidade de obtencdo de nutrientes e agua, bem como na fixacdo da
planta hospedeira no solo. Em experimentos com T. harzianum T-22, Harman e
colaboradores demonstraram que essa cascata de eventos que acontece na planta
apos a colonizacao de Trichoderma, também favorece a capacidade fotossintética
da mesma, ja que, o estimulo de crescimento da planta € acompanhado pelo

crescimento e desenvolvimento das folhas e raizes (HARMAN et al., 2004).

Tabela 3: Avaliagdo do tamanho, area foliar e volume de raizes de feijoeiro comum apds crescimento
por 21 dias na presenca ou auséncia do isolado de T. harzianum ALL-42.

Parametros analisados Cor-1rt1;o|e PlantaAfLLL 42 p value (teste t-student)
Tamanho da planta (cm) 28.733% 3.45 33.167+2.29 0.002
Area foliar (sz) 74.156% 15.44 90.275+ 17.05 0.019
Area das raizes (sz) 391.189+ 69.88 613.859+ 115.80 0.003

Valores expressos por média + desvio padréo
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A —

Plantas controle (TT) Plantas + ALL 42 (42T)

Figura 11: Plantas de feijoeiro cultivadas na auséncia (TT) e na presenca do isolado de T. harzianum
ALL 42 (42T) em A e registro dos volumes das raizes em B.

Espécies de Trichoderma ja foram descritas como promotoras do crescimento
de plantas podendo levar ao aumento da area foliar e do peso fresco da planta
(CHACON et al.,2007). Filho e colaboradores, em 2008 analisaram a promocéo de
crescimento em mudas de Eucalyptus urophilla e clones hibridos G-100 (E. grandis x
E. urophylla) utilizando isolados de Trichoderma spp. Para as plantas cultivadas na
presenca dos isolados CEN 162 (T. asperellum) e CEN 262 (T. harzianum) foram
observados aumentos nas massas secas de raizes e parte aérea, com incrementos
médios de até 136% do peso seco da raiz e parte aérea, quando comparados ao

controle (FILHO et al., 2008).
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Alteracbes no padrao de crescimento de plantas hospedeiras em fungéao da
presenca de fungos do género Trichoderma, ja foram descritas também para
plantulas de Zea mays cultivadas na presenca de Trichoderma sp. As plantas
analisadas apresentaram aumento na &rea e tamanho das raizes, e este foi
acompanhado pelo aumento na producdo de grdaos (BJORKMAN et al., 1998).
Resultados semelhantes também ja foram descritos na interacéo, Arabidopsis/T.
virens sendo verificado o aumento de biomassa da raiz (CONTRERAS-CORNEJO et
al., 2009), estando de acordo com os resultados obtidos neste estudo entre ALL-42
e feijoeiro comum. Ainda no trabalho de Contreras-Cornejo e colaboradores, sugere-
se que a auxina tem um forte papel na promocdo do crescimento em plantas,
através do desenvolvimento de raizes laterais e desenvolvimento de pélos
radiculares. Foi observado o papel da auxina no crescimento de Arabidopsis através
da utilizacdo de marcadores deste hormonio em plantas inoculadas e nao inoculadas
com estas duas espécies de Trichoderma. Mostraram também, que T. virens €&
capaz de estimular a producdo de compostos indélicos como o &cido indol 3 acético
(IAA), acido indol-3- acetaldeido (IAALD) e indol-3-etanol (TRI), que desempenham
papéis na mediacdo de promocao de crescimento da planta, feita por T. virens
(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009).

A promocdo de crescimento de plantas hospedeiras por espécies de
Trichoderma ja é conhecida, no entanto o mecanismo pela qual ocorre ainda é
pouco estudado. Neste trabalho, a interacdo com o isolado de T. harzianum ALL 42
foi testada, e os resultados obtidos demonstraram a capacidade de ALL42 em
colonizar a raiz das plantas de feijoeiro, promovendo aumento em seu tamanho,
area foliar e volume radicular, demonstrando sua capacidade de ser uma agente
capaz de induzir promocao de crescimento e de ser rizosfera-competente em P.

vulgaris.
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Avaliacao da producéo de enzimas de defesa

A capacidade do isolado T. harzianum ALL 42 de induzir resposta de defesa
local e sistémica em feijoeiro foi monitorada pela quantificacdo da atividade das
enzimas de defesa, ou proteinas PR: B-1,3 glucanases, peroxidases e quitinases em
folhas (Figura 12) e raizes (Figura 13) de feijoeiros cultivados na presenca ou
auséncia do fungo micoparasita, bem como na presenca dos fungos fitopatogénicos
F. solani e R. solani em 7, 14 e 21 dias de crescimento (Figuras 12 e 13).

Apenas na presenca do isolado de Trichoderma ndo foram observados
aumentos significativos nas atividades das enzimas de defesa, quitinases, 3-1,3-
glucanases e peroxidases em folhas. Este aumento so6 foi significativo na presenca
dos fungos fitopatogénicos como observado para a atividade quitinolitica para as
folhas de plantas cultivadas por 14 dias na presenca do fungo fitopatogénico R.
solani (Figura 12A). Assim como, para a atividade de 3-1,3 glucanases nesta mesma
condicdo, mas apés 7 dias de crescimento (Figura 12B). Para a atividade de
peroxidase também foi observado um aumento para plantas cultivadas por 21 dias
na presenca de R. solani, mas neste caso observa-se também um incremento desta
atividade para o tratamento duplo, Trichoderma/R. solani, inclusive para o tempo de
cultivo de 14 dias (Figura 12A). Estes resultados sugerem que a presenca do isolado
ALL42 pode atuar, na potencializacdo da resposta de defesa contra o fitopatdégeno,
através do aumento da atividade de peroxidase, quando o fitopatégeno esta
presente.

Para as andlises das atividades de amostras de raizes observou-se aumento
de todas as atividades na presenca do isolado de Trichoderma, além disto, o
aumento foi mais significativo nos duplos tratamentos Trichoderma/fungos
fitopatogénicos em comparacao com as atividades obtidas apenas na presenca dos
fitopatdogenos (Figura 13). Sugerindo que o isolado de Trichoderma é capaz de
induzir a resposta de defesa da planta, no entanto esta resposta € localizada. Além
disto, novamente é observada ac¢do do micoparasita como um potencializador da
resposta de defesa da planta hospedeira.

Os valores de atividade enzimatica foram mais significativos para 0s
tratamentos com o fungo fitopatogénico R. solani em comparagdo com a espécie F.

solani. Toledo-Souza, 2009 afirma que os sintomas causados por R. solani pode ser
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mais severo do que os sintomas causados por F. solani, entetanto, quando os dois
sdo testados juntos, um potencializa a atuacdo do outro. O aumento na producéo
destas enzimas de defesa em funcdo da presenca destes fungos fitopatogénicos ja
foi anteriormente descrita como no trabalho de Vieira e colaboradores, em 2010, que
avaliaram a atividade de peroxidases, quitinases e glucanases em mudas de Vigna
unguiculata (feijao de corda), na presenca do fungo fitopatogénico F. oxysporum, em
suas primeiras horas de infeccdo (24 a 96 hs).

Ao investigar a habilidade de Bacillus thuringiensis em induzir resisténcia a R.
solani em pepino, foi detectada alta atividade de quitinases e § 1,3 glucanases em
plantulas com R. solani apés 4 e 5 dias de infeccao, respectivamente (SEO et al.,
2012).

Recentemente, estudos com Phoenix dactylifera na interacdo com as
bactérias, Bacillus amyloliquefaciens e Burkholderia cepacia, utilizadas para controle
biol6gico de F. oxysporum, mostraram aumento de até 180% na atividade de
peroxidases em raizes infiltradas com as bactérias e F. oxysporum. Este aumento na
atividade também foi observado e raizes infitradas com apenas as bactérias
(DIHAZI, et al., 2012), corroborando com os resultados encontrados neste estudo.
Resultados similares foram encontrados anteriormente na resposta de tomateiro
infestado com o virus da necrose do tabaco e pepino na interacdo com rhizobacteria
(ANFOKA, et al., 1997; CHEN et al., 2000).
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O mecanismo de modulacdo de resposta de defesa por Trichoderma
parece depender desse isolado, bem como da espécie de planta hospedeira,
pois outros autores ja demonstraram a resposta sistémica de producao de
enzimas de defesa desencadeada em funcao da associacdo com estes fungos.
Como por exemplo, para a interacdo com V. unguiculata e pepino, nas quais
atividades significativas de 3-1,3 glucanases e peroxidases foram encontradas
em raizes, folhas e hipocotilos apdés 96 horas de inducdo, atuando em uma
resposta primaria de defesa (YEDIDIA et al., 1999; VIEIRA et al., 2010).

Andlise da expresséo de genes de defesa de feijoeiro

A analise do padrao de expressao de genes relacionados a resposta de
defesa em raizes de feijoeiro foi realizada utilizando-se a técnica de (RT)-
gPCR. Foram selecionados 4 genes relacionados a resposta de defesa vegetal,
de acordo com a literatura: GLU e CHT (PR proteinas); POD6 e LOX1
(resposta oxidativa e reacdes de hipersensibilidade) (CHEN et al. 2005;
DELANNOY et al. 2003). A expressao desses genes foi analisada apenas no
sitio de infeccéo (raiz) de T. harzianum e fitopatdégenos em 3 diferentes tempos
(7, 14 e 21 dias).

O gene CHT 1 foi diferencialmente expresso entre as condi¢cdes de cultivo
de feijoeiro comum, sendo sua expressdao aumentada para as plantas
cultivadas na presenca do fungo fitopatogénico R. solani e nos duplos
tratamentos ALL 42/R. solani/ ALL42/ F. solani ap6s 14 dias. Sendo que na
presenca de R. solani este aumento na expressao é mantido até 21 dias de
crescimento (Figura 14). Além disto, o maior valor de expresséao foi detectado
na interagdo entre Feijoeiro/ ALL-42/ R. solani ou F. solani, sugerindo
novamente que o isolado ALL-42 pode potencializar a expressao de CHT 1 na
presenca dos fungos fitopatogénicos (Figura 14). Com relagéo a expressao do
gene GLUC, foi observado o aumento de sua expressao para as plantas
cultivadas na presenca de Trichoderma e dos fungos fitopatogénicos. No

entanto, os maiores valores foram detectados para as plantas cultivadas por 14
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dias na presenca do isolado de Trichoderma (42T) e do fungo fitopatogénico R.
solani (Figura 14).

A expressdo de quitinases em tecidos vegetais durante a infeccao por
fungos ou bactérias tem sido associada a capacidade da planta hospedeira em
reduzir de forma significativa os sintomas de doencas fungicas, levando
inclusive, a uma resisténcia completa em plantas transformadas
geneticamente. Alguns trabalhos comprovam a capacidade antifUngica desta
classe de enzimas, conferindo resisténcia a tabaco, couve, tomate, arroz e
amendoim contra os fitopatdgenos Sclerotinia sclerotiorum/ Botrytis cinerea;
Phoma lingan; Verticilllum dahliae; R. solani e Cercospora arachidicola
respectivamente (TERAKAWA et al, 1997; GRISON et al, 1996;
TABAEIZADEH et al., 1999; ROHINI & RAO, 2001).

O controle da expressao destes genes também ja foi descrito para a
interacdo Trichoderma virens e algodoeiro neste caso utilizando um elicitor
produzido pelo fungo micoparasita, a proteina elicitora de defesa denominada
SM1. Neste trabalho Djonovic e colaboradores detectaram a expressao
aumentada dos transcritos de CHT e GLUC ap6s 24 horas ap0s o tratamento
das raizes com esta proteina em um sistema hidropénico (DJONOVIC et al.,
2007).Como a expressao de quitinases e -1,3-glucanases ja foi descrita como
um evento desencadeado pelo mecanismo de resisténcia sistémica adquirida
(RSA) sugere-se que este possa ser o mecanismo de agao do isolado ALL-42.
No entanto, esta resposta € bem mais intensa quando o feijoeiro comum é
cultivado na presenca do isolado T. harzianum e dos fungos fitopatogénicos,
em comparacao com os tratamentos individuais com estes fungos.

Para a expresséo do gene de peroxidase foi observado o aumento de sua
expressdo na presenca do isolado de Trichoderma e dos fungos
fitopatogénicos para as plantas cultivadas por 21 dias. Novamente foi
observada uma maior expressao para os tratamentos duplos Trichoderma-
fungos fitopatogénicos (Figura 14). As peroxidases estdo relacionadas a
resposta de defesa de plantas com papel na suberizacdo, lignificacdo, na

geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e na sintese de fitoalexinas.
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Como observado para a expressédo do gene de peroxidase o gene LOX1
também teve sua expressdo aumentada para plantas cultivadas por 21 dias na
presenca de T. harzianum ALL 42, bem como na presenca fitopatdogenos.
(Figura 14). O aumento da expressdo de LOX1 pela presenca de uma espécie
de Trichoderma ja foi descrita para algodoeiro, sendo que sua expressao foi
aumentada apos tratamento da planta hospedeira com a proteina elicitora de
defesa SM1 e conferindo a planta hospedeira resisténcia a uma segunda

infeccdo por fungos fitopatogénicos. (DJONOVIC et al., 2007).
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Analise protedmica da interagdo Planta/ Trichoderma/ Fitopatdégenos

Os mapas protéicos de cada um dos tratamentos da planta hospedeira
(auséncia elou presenca de Trichoderma e fungos fitopatogénicos) foram
realizados em triplicata e analisados utilizando o “software Image master 2D
Platinum 7”. As réplicas foram comparadas obtendo-se coeficientes de
correlagcdo com valores entre 0,98 e 0,99, considerados como aceitaveis para
as analises seguintes de sobreposigdo dos géis para identificagdo de “spots”
diferencialmente expressos. A correlacdo entre as repeticdes garante que as
diferencas nas analises entre as a condi¢cdes ndo sejam atribuidas a limitacdes
da técnica de extracdo, e sim, a variacbes no mapa proteico dentre as 4
condigOes testadas (TT, 42T, 42FS e 42RS).

Os mapas de folhas de feijoeiro apresentaram “spots” com massas
moleculares variando entre 60 e 14 KDa, bem definidos e com boa separacao
das proteinas abundantes neste tecido (Figura 15). A interferéncia de proteinas
abundantes em folhas ja foi descrita como uma das limitacdes para a obtencdo
de mapas proteicos bem definidos (WILSON et al., 2002). O numero de “spots”
detectados automaticamente nos mapas protedmicos de folha foi diferente
entre as condigdes de cultivo das plantas hospedeiras, um total de 335 “spots”
para o tratamento TT, 293 “spots” para 42T, 380 para 42FS e 354 para 42RS
(Figura 17A).Para os mapas de raizes de feijoeiro, foram detectados “spots”
com massas moleculares variando de 10 a 70 KDa, bem definidos, e com boa
separacdo de proteinas (Figura 16). O numero de spots detectados
automaticamente para os mapas de raiz foram 335 para TT, 293 para 42T, 380
para 42FS e 354 para 42RS (Figura 17B).

Foram feitas também analises para deteccao de “spots” comuns entre os
diferentes tratamentos (Figura 17)., mas com expressao diferencial utilizando-
se o valor de volume relativo para as analises de variancia e para deteccao de
“spots” presentes em apenas uma condicdo, denominados de “spots”

exclusivos (Figura 18).
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Os spots em comum que apresentaram padrbes de expressao
diferenciados foram descritos para cada condicdo de crescimento, em
comparacado ao tratamento controle, bem como entre os tratamentos. Para
folhas, foram observados 18, 15 e 40 spots em comum entre os mapas das
plantas controle (Figura 17A), e os mapas das condi¢des 42T, 42FS e 42RS,
respectivamente. Para as analises dos mapas de raizes, foram identificados 22,
16 e 54 spots em comum, na comparacao de plantas néo tratadas e os mapas
42T, 42FS e 42RS, respectivamente (Figura 17B).

Os spots exclusivos também foram detectados para condicdo de
crescimento em comparacao as plantas controle (TT) (Figura 18). Para folhas,
foram observados 42 19 e 45 spots nas condicbes 42T, 42FS e 42RS,
respectivamente (Figura 18A). Na comparacdo entre os mapas de raiz, foram
detectados 28, 52 e 136 spots exclusivos nas condicdes 42T, 42FS e 42RS,
respectivamente (Figura 18B).

Comparacdes entre os mapas proteémicos obtidos para folhas e raizes
de plantas tratadas também foram feitas. Para folhas, foram obtidos 14 spots
deferencialmente expressos ente os tratamentos 42T e 42RS, 4 para 42T e
42FS, 17 para 42FS e 42RS (Figura 18A). Para os mapas de raizes, foram
observados 10 spots diferencialmente expressos entre os tratamentos 42T e
42RS, 8 para 42T e 42FS, 24 para 42FS e 42RS (Figura 18B). As alteracdes
fisiolégicas desencadeadas em plantas de feijoeiro na presenca de fungos,
desenvolveram 2 mecanismos de producéo principal e expressao diferencial de
proreinas. O padrdo de expressdo também foi dependente do tipo de fungos
gue interagem com a planta hospedeira.

Estes resultados sugerem que a presenca dos fungos modulou
significantemente o padréo de expresséo de proteinas das plantas de feijéo, e
para o isolado de Trichoderma, esta alteracdo foi mais significante em folhas,
sugerindo sua habilidade de induzir resposta sistémica. Em contraste, para as
plantas tratadas com os fungos patogénicos, foi observada uma variacdo maior
no namero de spots de raiz sugerindo neste caso resposta local intensa em

funcédo de sua presenca.
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Figura 15: Mapas de referéncia
de folhas de feijoeiro, apos 21
dias de infecgéo, utilizados para
as andlises de expressdo
diferencial. Em A, planta
controle; B: planta na presenca
de ALL-42; C: Planta+ ALL 42 +
F. solani e D: Planta + ALL-42+
R. solani.Os ndameros
representam proteinas
identificadas em comum ou
ndo, com expressao diferencial.
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Figura  16: Mapas de
referéncia de raiz de feijoeiro,
ap6és 21 dias de infeccéo,
utilizados para as andlises de
expressdo diferencial. Em A,
planta controle; B: planta na
presenca de ALL-42; C:
Planta+ ALL 42 + F. solani e D:
Planta + ALL-42+ R. solani. Os
ndameros representam
proteinas identificadas em
comum ou hdo, com expressao
diferencial.
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Figura 17: Diagrama de Venn mostrando o nimero total de "spots" detectados em (A) folha e
(B) raiz de feijoeiro nas condi¢des TT, 42T, 42FS e 42RS, bem como 0s "spots” em
comum, mas com expresséao diferencial entre as condi¢fes e validadas por ANOVA,
considerando p< 0,05.

Figura 18: Diagrama de Venn mostrando o de "spots" exclusivos de (A) folha e (B) raiz, entre
as condigdes TT, 42T, 42FS e 42RS e validadas por ANOVA, considerando p< 0,05.
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Identificacdo das proteinas por espectrometria de massa (MALDI TOF/MS)

Os “spots” com expressao diferencial nas diferentes condi¢cdes de cultivo
foram selecionados e preparados para a sua identificacdo utilizando a técnica
de PMF (“Peptide mass fingerprinting”). Dos 80 spots selecionados, foram
identificadas 29 proteinas de raiz e 19 de folhas. As proteinas identificadas
foram agrupadas em classes, de acordo com sua funcdo (Figura 19). Para
folhas, 33% das proteinas identificadas estdo envolvidas no metabolismo de
nitrogénio/carboidratos, enquanto 28% atuam na resposta de defesa de
plantas, 11% em estresse oxidativo e 6% na sintese de proteinas (Figura 19A).
Em raiz, 24,10% das proteinas identificadas tinham funcdo na resposta de
defesa, 17,10% foram agrupadas na classe metabolismo, 10,30% foram
agrupadas nas classes de estresse oxidativo e expressdo génica, 10%

envolvidas na sintese de ATP, entre outras mostradas na Figura 19B.
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Figura 19: Categorizacdo funcional das proteinas identificadas em folhas (A) e raiz (B) de
feijoeiro
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Proteinas identificadas a partir dos mapas de folhas de feijoeiro

Metabolismo

A maior parte das proteinas identificadas em folhas de feijoeiro em
resposta a presenca do isolado ALL 42 e dos fitopatdgenos sdo proteinas
envolvidas no metabolismo de carboidratos e nitrogénio, como: a Rubisco
ativase (spot F22), anidrase carbonica (spot F23), “uncoupling protein 1A” (spot
F 27), e 3 subunidades da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (spots
F7, F 41 e F42) (Figura 20).

Duas isoformas de ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) foram identificadas nos mapas protedmicos de folhas de feijoeiro
mais expressas em funcdo da presenga dos fungos, o “spot” F7 teve maior
expressao nos mapas de plantas tratadas apenas com ALL 42 (Figura 20A) e o
“spot” F42 teve expressdo aumentada na condigdo 42RS (Figura 20F). A
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) com massa molecular
de aproximadamente 560kDa, € constituida de 16 subunidades (L8S8), sendo
oito subunidades menores (S8), originadas do DNA nuclear, e oito subunidades
maiores (L8) originadas do DNA do cloroplasto (BUSCH, 2012). E uma enzima
chave que participa na assimilacdo de CO, em plantas e corresponde a cerca

de 40% da proteina total de folhas.

Ja foi demonstrado que plantas hospedeiras quando em associa¢cao com
algum organismo como bactérias, fungos ou nematoides, pode aumentar a sua
taxa fotossintética, como resposta de defesa, para responder a uma eventual
infeccdo por um fitopatdbgeno (SHORESH & HARMAN, 2008). Em estudos
utilizando plantulas de Zea mays como modelo, inoculadas com T. harzianum T
22, este foi capaz de estimular o0 aumento da expressao de genes relacionados
ao metabolismo fotossintético da planta, estimulando, por sua vez o
crescimento destas plantas (SHORESH & HARMAN, 2008), corroborando com

os resultados obtidos neste trabalho, descrito para os spots F7, F41 e F42.
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Dados de macro-array, de folhas de “Chestnut rose” (Rosa roxburghii
Tratt) em interacdo com um fungo causador de oidio, também demonstraram a
correlacéo entre presenca de hospedeiro e aumento na expressédo do gene da
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) (HUANG E DENG,
2012). Neste mesmo estudo, foram avaliadas as atividades enzimaticas das
enzimas mencionadas acima em plantas infectadas apés 72h, ou néo, pelo

oidio, demonstrando atividade aumentada de Rubisco oxigenase.

O spot F22 foi identificado como uma rubisco ativase e foi menos
expresso para os tratamentos na presenca do isolado de Trichoderma e
também dos fungos fitopatogénicos. (Figura 20B). Outros estudos de analise
protedmica, tambpem detectaram diminuicdo da expressdo de Rubisco ativase
em plantas de pepino inoculadas com Trichoderma asperellum. A diminuigao
da expressdo desta proteina tem sido associada com a transicdo para um
metabolismo ndo fotossintético e preparacdo para a resposta de defesa
(SEGARRA et al., 2007).

O spot F27 identificado como sendo a proteina uncoupling protein 1A
(UCP) foi mais expresso na presenca dos fungos fitopatogénicos (Figura 20D).
Em A. thaliana foi demonstrado que a proteina UCP codificada pelo gene
AtUCPL1, tem papel no ajuste do balanco bioenergético da cadeia respiratéria
durante a fotossintese. Plantas mutantes que ndo expressam esta proteina
apresentaram menores taxas de assimilacdo fotossintética de carbono,
apresentando-se como menores taxas de crescimento (SWEETLOVE et al.,
2006).

Como observado para a rubisco ativase, o “spot” identificado como a
proteina anidrase carbénica (spot F23) também foi menos expresso em folhas
de plantas cultivadas na presenca do fungo fitopatogénico R. solani em
comparacao com o tratamento controle (Figura 20C). Esta enzima catalisa a
reacao de hidratacdo de CO, a H,COg3 nas etapas de assimilacdo de CO; pelas
plantas, que em seguida pode ser utilizado pela enzima fosfoenol piruvato
carboxilase (BUSCH, 2012). Sabe-se também que anidrase carbonica esta
associada a outras enzimas do ciclo de Calvin, como a Rubisco, provendo-lhe
CO, (JEBANATHIRAJAH & COLEMAN, 1998). Em folhas de tabaco, foi
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identificada uma proteina ligante a &cido salicilico, denominada SABP3, no
estroma dos cloroplastos. Esta proteina demonstrou alta afinidade a acido
salicilico, quando comparada a seus analogos ativos e inativos. A purificacdo e
parcial sequenciamento desta proteina demonstrou funcdo de uma anidrase
carbdnica, indicando que esta proteina também pode estar envolvida na
resposta de defesa vegetal, jA que, ainda neste mesmo estudo, 0s autores
demonstraram que o silenciamento génico da expressao da anidrase carbonica
em folhas de tabaco, suprimiu a funcdo do gene Pto:avrPto, que media a
resposta hipersensitiva na resposta de defesa das plantas (SLAYMAKER et al.,
2002).
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Figura 20: Proteinas identificadas em folha de feijoeiro nas condi¢des TT, 42T, 42FS e 42RS, relacionadas metabolismo. Em A: Spot F7: Rubisco, em B: Spot
F22: rubisco ativase, em C: Spot F23: Anidrase carbdnica, em D: Spot F27: uncoupling protein 1A, em E e F: Spots F 41 e F42: Rubisco.
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Resposta de defesa

Também foram identificadas nos mapas protedbmicos de folhas de
feijoeiro proteinas que atuam na resposta de defesa de plantas como: o spot
F3, classificado como uma serinal/treonina quinase (Figura 21A), o spot F25
identificado como uma Glutationa S transferase (GST) (Figura 21B) e o spot F
26, identificado como uma enzima da familia cinamoil CoA redutase (Figura
21C). O spot F25 foi mais expresso nos mapas protedmicos de plantas
cultivadas na presenca do isolado de Trichoderma e dos fungos
fitopatogénicos, no entanto, o spot 26 foi mais expresso apenas no tratamento

com o fungo fitopatogénico F. solani.

A enzima glutationa S-transferase (GST- EC 2.5.1.18) em plantas,
desempenha um papel importante na resposta ao estresse causado por
herbicidas. E considerada uma enzima de desintoxicacdo, por metabolizar
grande variedade de compostos xenobioticos, por meio da conjugacdo destes
como glutationa reduzida, formando substancias de baixa toxicidade. As GSTs
também promovem a conjugacdo de glutationa (GSH) com produtos
enddgenos causadores de danos oxidativos, como radicais hidroxila
citotoxicos, peroxidos de lipidios de membrana e produtos de degradacao
oxidativa do DNA, visando sua desintoxicacdo (MAUCH E DUDLER, 1993) De
acordo com LEVINE et al. (1994), o elevado nivel de perdxido de hidrogénio
induz um grande aumento no mMRNA de GST em células de soja. Algumas
GSTs também funcionam como glutationa peroxidases, por atuarem
diretamente sob tais produtos (MAUCH E DUDLER, 1993).

Recentemente, Garcia-Sanchez et al. (2012) analisando a resposta de
defesa em plantulas de tomateiro submetidas a estresse oxidativo por
compostos fendlicos, mostraram a participacdo da atividade de GST na
resposta de defesa desencadeada pela planta. Outros estudos de analise da
resposta de defesa de ervilha a presenca de Mycosphaerella pinodes utilizando
a tecnologia de microarranjo, mostraram a expressao elevada de genes como

peroxidases e glutationa S-transferase (GST). Neste caso 0s autores sugerem
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uma resisténcia gene-para-gene, ou seja, o reconhecimento tardio de linhagens
especificas de patdégenos, que € um passo chave para o sucesso da defesa e
depende de pares complementares de genes dominantes, um do hospedeiro, e
um do patdogeno (FONDEVILLA et al., 2011). A resisténcia gene-para-gene €
comum em intera¢gdes com muitos patdogenos biotréficos (HAMMOND-KOSACK
et al., 1997). No caso de patdgenos necrotréficos, as plantas usualmente
reconhecem elicitores ndo especificos que ativam uma bateria de defesas
basais que atuam sobre grande parte dos patdgenos. No caso do fungo
necrotrofico M. pinodes, o reconhecimento de um patdgeno nédo é suficiente, e
uma alta expressao de genes com propriedades antimicrobianas pré-formada,
pode ser uma vantagem para uma resposta de defesa efetiva (FONDEVILLA et
al.,, 2011). No caso deste estudo, como essa GST s6 foi encontrada na
condicdo 42FS (Figura 21B), € provavel que ela tenha sido induzida por F.

solani ha possibilidade de ocorréncia da resisténcia gene-a-gene.

Harman e colaboradores (2004) demonstraram através da analise de
folnas de Zea mays, a capacidade de T. harzianum- T22, quando inoculados
em raiz, de induzir resisténcia sistémica a Colletotrichum graminicola. Outro
estudo feito por SEGARRA et al., (2007) em andlise protedbmica de folhas de
plantulas de Zea mays, quando T-22 inoculados em raiz, demonstrou a
capacidade deste isolado, em induzir resisténcia sistémica nestas plantas,
através da expressdo de proteinas envolvidas neste processo, corroborando

com os dados obtidos neste estudo.

O spot F26, identificado como uma Cinamoil CoA Redutase (CCR), néo
teve expressao detectada em plantas controle, nas demais condi¢bes, sua
expressao foi elevada em 42T e 42FS (Figura 21C). Esta € uma enzima que
participa da via de biossintese de lignina. A lignificacdo também €é uma
resposta ativa das plantas a invaséo por patdgenos, e acumulam-se evidéncias
de que é importante mecanismo de defesa (PEREIRA, 2008). A sintese de
lignina é ligada ao metabolismo de fenilpropandides. A enzima Cinamoil-CoA
redutase € uma importante enzima que participa da via de lignificacdo

(PEREIRA, 2008). Uma andlise in silico da sequencia gendmica de A. thaliana
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revelou 11 homdlogos de CCR, as quais somente as isoformas AtCCR1 e
AtCCR2 mostraram ser diferencialmente expressas durante o desenvolvimento
e resposta a infeccdo de Xanthomonas campestris pv. campestris
(LAUVERGEAT et al.,, 2001). Recentemente, em estudos de resposta de
defesa em Camelina sativa (linho bastardo) ao patégeno necrotréfico
Sclerotinia sclerotiorum, foi demonstrada a importancia dos genes CsCCR2, e
CsCCR4, que codificam para Cinamoil-CoA redutase, em plantas susceptiveis,
ajudaram a conferir resisténcia aos sintomas promovidos pelo patégeno em
questdo, além de todos os genes testados para esta enzima terem expressao
aumentada na condicdo em que a planta estava infectada com S. sclerotiorum
(EYNCK et al., 2012).

A serina/treonina quinase
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Figura 21: Proteinas identificadas em folha de feijoeiro nas condi¢cdes TT, 42T, 42FS e 42RS,
relacionadas a resposta de defesa. Em A, spot F3: serina/treonina quinase, em B,
spot F 25: Glutationa S transferase, em C, spot F26: cinamoil coA redutase
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Proteinas identificadas a partir dos mapas protebmicos de raizes de
feijoeiro

Metabolismo e sintese de ATP

Os spots R27 e R31 tiveram sua expressdao aumentada na condicao
42RS, e foram identificados como uma frutoquinase e uma gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase, respectivamente (Figura 22A e 22B). A proteina
frutoquinase participa da primeira etapa da glicolise na fosforlilacdo da glicose-
6-fosfato para a geracdo de piruvato (NELSON et al.,, 2002). A proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) € uma enzima essencial na via
da glicolise e da gliconeogénese, catalisando a fosforilacdo oxidativa do
substrato gliceraldeido-3-fosfato em 1,3- bifosfoglicerato na presenca de NAD+
e fosfato inorganico, sendo também capaz de catalisar a reacdo inversa
(NELSON et al., 2002).

A frutoquinase s gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase.
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Figura 22: Proteinas identificadas na raiz de feijoeiro nas condicbes TT, 42T, 42FS e 42RS
relacionadas ao metabolismo. R27: frutoquinase; R31: gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase.
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Apos a inoculacéo de T.harzianum T22 em raizes de Zea mays, Shoresh
e Harman concluiram que grande parte das mudancas no padrédo de expressao
das proteinas, foi naquelas envolvidas no metabolismo de carboidratos. Os
atutores detectaram 17 proteinas com expressdo aumentada na condicdo em
que T22 estava presente (SHORESH E HARMAN, 2008). Estudos anteriores
feitos com tomateiro como modelo, também demonstraram que a interacéo
com Trichoderma hamatum tiveram modificagdo na expressdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo (ALFANO et al., 2007), sugerindo, portanto que
existe uma conexdo direta entre a habilidade de Trichoderma em induzir o
metabolismo de carboidratos e sua habilidade em induzir o crescimento. Para
feijoeiro, neste estudo, o spot R31 ndo foi detectado em plantas controle,
apenas nas demais condicbes, com expressdo aumentada em 42RS (Figura
22B), sugerindo que esta proteina foi expressa através da inducdo de T.
harzianum ALL 42 e aumentando sua expressdo quando os fitopatbgenos

presentes.

O “spot” R11, mais expresso na condicdo 42RS, foi identificado como
uma “Proteina-like kinase SG5-3b”. Sua expressao foi igualmente aumentada
nas condigcbes 42T, 42FS, quando comparada a expressdo das plantas
controle, demonstrando que a presenca dos fungos, altera o seu padrdo de

expressao (Figura 23).
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Figura 23: Proteinas identificadas na raiz de feijoeiro nas condi¢bes TT, 42T, 42FS e 42RS,
relacionadas a sintese de ATP. Spot R11: Proteina-like kinase SG5-3b.
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Resposta de defesa, metabolismo secundario e estresse oxidativo

Os spots R20 e R21 foram identificados como uma “14-3-3 like protein”
(Figura 24). Esta classe de proteinas, ja foi descrita em mamiferos (AITKEN et
al. 1992 ), plantas (HIRSCH et al, 1992;. BRANDT et al, 1992), Xenopus
(MARTENS et al, 1992), Drosophila (SWANSON E GANGULY, 1992), e
levedura (VAN HEUSDEN et al., 1992), e possui diferengas fung¢des bioldgicas.
Em estudo a resposta de defesa de algodoeiro (Gossypium hirsutum) contra o
patogeno Verticillium dahliae, HILL et al., (1999) identificaram o gene VGh110,
de uma proteina 14-3-3, cujo papel na defesa da planta , seria na transducédo
de sinais e regulacdo génica. Estas proteinas apresentaram expressao
transitéria na planta, nas primeiras 12-24 horas de infeccdo da raiz com o
fitopatdgeno. Este evento pode ser associado a resposta de defesa da planta
ao ataque do fitopatégeno (HILL et al., 1999). Proteinas desta classe tém sido
associadas com varias respostas de estresse das plantas. Em plantas de arroz,
submetidos a alta salinidade e temperatura, foram vistos aumento da
expressdo de 14-3-3 (KIDOU et al., 1993). SituacBes de hipdxia também
induzem a expressao desta proteina em Zea mays. (DE VETTON, 1995). Em
Hordeum vulgare (cevada), proteinas 14-3-3 foram induzidas em resposta a
infeccdo por Erysiphe graminis, agente causal do oidio (BRANDT et al., 1992).
Evidéncias mais diretas no envolvimento de proteinas 14-3-3 na transducao de
sinais e na regulacdo transcricional de genes que participam na resposta de
defesa das plantas foi feito pela identificacdo de uma 14-3-3 como molécula
receptora para um elicitor fungico fusicoccina (FC). A molécula FC interage
com um receptor da proteina 14-3-3, ativando uma ATPase da membrana,
podendo ativar uma casacata de eventos na sinalizagdo celular (DE BOER,
1997).

Neste estudo o spot R20 teve a expressao dessa proteina induzida pelo
isolado de T. harzinaum ALL-42, com aumento da expresséo quando R. solani
presente, podendo esta, estar associada a resposta de defesa, enquanto para
R 21, esta expressdo nas plantas controle ja estar presente (Figura 24).
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Figura 24: Proteinas identificadas na raiz de feijoeiro nas condi¢cdes TT, 42T, 42FS e 42RS.
R20 e R21: 14-3-3 like proteina, relacionadas a defesa de plantas.

O “spot” R10 identificado como uma chalcona isomerase apresentou
expressdo aumentada na condicdo 42RS (Figura 25A). Esta é uma enzima
especifica de plantas que faz parte da via metabdlica de sintese de
isoflavonoides e producao de fitoalexinas, catalisando a primeira reacdo na

biossintese destes compostos (BELL et al., 1984).
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Figura 25: Proteinas identificadas na raiz de feijoeiro nas condi¢cbes TT, 42T, 42FS e 42RS.
R10: chalcona isomerase e R12: isoflavona redutase, envolvidas no metabolismo
secundario e resposta de defesa.
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Em P. vulgaris, foram observadas mudancas na taxa de expressdo da
enzima fenilalanina aménia liase (PAL), de uma chalcona sintase e de uma
chalcona isomerase, em resposta a presenca do agente causador da
antracnose Colletotrichum lindemuthianum (CRAMER et al.,, 1985). Estes
autores detectaram o aumento na expressdo do mRNA desta enzima em
hipocotilos de feijoeiro em cultivares resistentes e susceptiveis a doenca.
Sugerindo que o aumento na producdo de fitoalexinas em situacdes que
desencadeiam a resposta de defesa em P. vulgaris, envolvem uma inducéo
coordenada da expressdo de enzimas da via de sintese de isoflavondides,
como a chalcona isomerase (CRAMER et al., 1985).

Em estudos com alfafa, foi demosntrado que, em raizes infectadas
tardiamente com Glomus intraradix, foram detectados niveis aumentados da
atividade de chalcona isomerase e quitinases, quando comparadas as plantas
controle, demonstrando envolvimento destas enzimas em resposta de defesa
da alfafa (VOLPIN et al., 1994).

A producédo de fitoalexinas faz parte da resposta de defesa de plantas
em um mecanismo induzido denominado de resisténcia sistémica adquirida
(RSA). A RSA é iniciada pela producdo de um sinal liberado a partir do sitio de
infeccdo (neste caso, a raiz da planta), que leva a necrose e também a
passagem deste sinal para outras partes da planta, induzindo sua resposta de
defesa que protegerd a planta contra eventuais ataques de fitopatdgenos

(HARMAN, 1991).

Mais recentemente, em estudos sobre o acumulo de isoflavondides em
raizes de A. thalina infectadas com Plasmodiophora brassicae, foi observado
um aumento na expressao de genes que codificam para chalcona isomerase e
outras enzimas envolvidas na sintesee de flavonoides. Além disso, os autores
deste estudo concluem que os flavonoides podem atuar como antioxidantes
que “sequestram” espécies reativas a oxigénio, que podem ser um resultado de
estresses bioticos e abidticos, associados com varias fungbes celulares
(PASOLD et al., 2010).
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O spot R12 (Figura 25B), identificado como uma isoflavona redutase
teve expressao significativa na condicdo 42RS, quando comparada as demais
condicbes. Esta € uma enzima especifica da via de biossintese dos
isoflavonoides, encontrada tipicamente em leguminosas. Ela catalisa uma
reducdo NADPH - dependente, envolvida na biossintese de compostos
derivados da via dos fenilpropandides, e teve sua importancia relacionada ao
sistema de defesa das plantas (FRANCA, et al., 2001), visto que isoflavondides
ajudam a conferir durabilidade, longeividade e resisténcia contra o ataque de
fungos patogénicos, por exempo (GANG et al., 1999).

Em estudos protedmicos de resposta de defesa de abacateiro contra o
fungo causador de podriddao radicular Phytophthora cinnamomi, foram
encontradas uma glutationa S transferase, 2 isoformas de chalcona isomerase
e 2 isoformas de isoflavona redutase nas raizes destas plantas. Estas, por sua
vez, demonstraram padrédo elevado de expressdo em plantas tratadas com o
fitopatbgeno em questdo (ACOSTA-MUNIZ, et al., 2011).

Os resultados obtidos neste estudo para a expressdo de chalcona
iIsomerase e isoflavona redutase, mostraram mudangas significativas na
condicdo em que R. solani esteve presente. Este aumento da expressao
dessas proteinas pode levar na elevada producédo de compostos secundarios,
que possuem funcgdes antioxidantes e protetivas, como o fortalecimento da
parece celular vegetal através da producdo de fitoalexinas e ligninas,

contribuindo, por sua vez, na resisténcia a R. solani.

Os spots R40 e R41 (Figura 26) foram identificados como proteinas de
resposta de defesa (“‘PR1-like protein). As proteinas relacionadas a
patogénese, que sao sintetizadas em niveis constitutivos no hospedeiro ou
podem ser induziveis durante a interacdo com o patégeno, sdo relativamente
pequenas, estaveis e acumulam predominantemente nos espacos
intercelulares dos tecidos vegetais (VAN LOON, 2006).
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Figura 26: Proteinas identificadas na raiz de feijoeiro nas condi¢des TT, 42T, 42FS e 42RS.
R40 e R41: PRL1 like proteina, relacionadas & resposta de defesa.
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As diferentes funcbes das PRs contribuem para sua efeitvidade nas
infeccbes fungicas, na atuacdo sobre a parede celular do patdégeno, que
contém glucanas, quitinas e proteinas. Assim, essas familias génicas podem
executar um papel importante no mecanismo de defesa direto das plantas com
a diminuicdo acentuada da disseminacdo do patdgeno, permitindo que o
hospedeiro tenha tempo de operar os sistemas de defesa. Além disso, nos
mecanismos indiretos, a acdo enzimatica destas proteinas sobre a parede
celular do patdgeno permite a liberagdo de moléculas sinalizadoras de
reconhecimento da planta (BORGES, 2011).

As PR1-proteinas fazem parte do processo de reacao hipersensitiva, um
dos mais eficientes mecanismos de defesa de plantas, desencadeado pelo
contato com patégenos e que leva a inducdo da expressao de proteinas
relacionadas a patogénese (PR) (GARY & MURRAY, 2007). Esta familia tem
sido caracterizada por possuir efeito inibitério sobre os patégenos fungicos em
diversos atossistemas, tais como o feijoeiro e Uromyces fabae (NIDERMAN et
al., 1995), tomate e Phytophthora infestans (RAUSCHER et al., 1999).J4 em
estudos com o silenciamento do gene PR1b em cevada, resultou na
suscetibilidade da planta ao fungo Blumeria graminis (SCHULTHEISS et al.,
2003). Em plantas transgénicas de Peronospora tabacina para o aumento da
expressdo dos genes de PR1, apresentaram aumento de resisténcia ao

patdgeno Phytophtora parasitica. Estudos recentes acerca da resposta de
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defesa de A. thaliana e P.syringae mostraram que o gene ashr3 que codifica
uma PR1 teve altos niveis de expressdo nas plantas infestadas com o
patdgeno, correlacionado ao aumento da resisténcia da planta (DE-LA-PENA et
al., 2012).

Neste estudo, uma PR1 nado detectada em plantas controle (Figura 26A),
teve expressao aumentada na condicdo 42RS, entretanto, pode-se afirmar que
a expressdo desta proteina foi induzida pela presenca do isolado de T.
harzianum ALL42, sendo entdo, esta expressao potencializada pela presenca
dos fitopatdégenos F. solani e R. solani.

O primeiro spot, ndo detectado em plantas controle, teve maior
expressao na condicdo 42RS e foi pouco expresso na condicdo 42T (Figura
26A). Neste caso, pode-se afirmar que o ALL 42 induz a expressdo desta
proteina. O spot R41 teve maior expressdo na condicdo 42T, embora
encontrado em plantas controle (Figura 26B). Estes dados corroboram com os
resultados de estudos que mostraram a colonizacdo das raizes de algodoeiro,
pepino e Zea mays, por linhagens de Trichoderma, resultando no aumento dos
niveis de expressao de genes que codificam para diversas proteinas PR
(HOWELL et al., 2000; YEDIDIA et al., 1999; YEDIDIA et al., 2003). Em
avaliacdo da resposta sistémica da interacdo de A. thaliana contra P. syringae,
sobre a capacidade de T. asperellum SKT-1 em induzir genes de defesa, os
resultados mostraram que os niveis de PR-1, PR-2 e PR-5 tiveram altos niveis
de expresséo, quando SKT-1 presente (YOSHIOKA et al., 2012).

Duas isoformas de glutationa S- transferase (GST) foram identificadas
nos spots R8 e R22 (Figura 27). Estas sdo enzimas ja foram encontradas em
animais e vegetais e entre outras fungdes atuam no transporte intracelular, em
processos digestivos, na sintese de prostaglandinas, na detoxificacdo de
substancias toxicas e protecdo contra estresse oxidativo, conforme
mencionado acima. Em plantas, estas enzimas tém papel no reconhecimento
de compostos eletrofilicos estranhos as células, compostos xenobidticos,
marcando-os para um subsequente sequestro vacuolar (EDWARDS et al.,
2000).
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Figura 27: Proteinas identificadas na raiz de feijoeiro nas condi¢des TT, 42T, 42FS e 42RS.
Spots R8 e R22: isoformas de Glutationa S-Transferase, relacionadas a exploséo
oxidativa e resposta de defesa.
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Andlises do proteoma da resposta de Arabidopsis thaliana ao fungo
Alternaria brassicicola, identificaram 2 isoformas de Glutationa S- transferase,
com expressdo aumentada nas folhas das plantas analisadas. Estudos
anteriores do proteoma da interacdo planta-patdgeno também mostram a
expressdo aumentada de diferentes GSTs em resposta a bactérias
fitopatogénicas, sugerindo possiveis fungBes de resposta de A. thaliana a
infecc@o por A. brassicicola, jA que estas aparecem em diferentes isoformas e
em grande abundancia quando comparadas as plantas controle (MUKHERJEE
et al., 2010).

Neste estudo a expressdo aumentada de GST na condicdo 42FS (spot
R8) e na condicdo 42RS (Spot R22) (Figura 27), quando comparados as
plantas controle, sugere um possivel papel na resposta de defesa contra estes
dois fitopatdgenos, corroborando com os dados de Mukherjee e colaboradores,
em 2010.

Os spots R17, R28 e R36 (Figura 28), foram identificados
respectivamente como peroxirredoxina, monodehidroascorbato redutase e uma
nucleoredoxina, e podem estar envolvidas na via de resposta ao estresse

oxidativo.
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Figura 28: Spots identificados na raiz de feijoeiro, analisados nas 4 condic¢des de trabalho (TT,
42T, 42FS e 42RS) que atuam nha resposta oxidativa. Spot R17: peroxirredoxina,
spot R28: monodehidroascorbato redutase e spot R36: nucleoredoxina.

A peroxirredoxina (Figura 28A) foi encontrada nas 4 condicfes descritas,
no entanto, apresentou expressdo aumentada apenas na condicdo 42RS,
quando comparada as demais condi¢bes. E uma enzima que esta envolvida na
geracdo de EROs. A peroxirredoxina € uma peroxidase ndo hemica, isto €,
possui uma cisteina no sitio ativo, que é oxidada por uma molécula de peroxido
de hidrogénio, a S- hidroxicisteina, esta por sua vez, forma uma ligacdo
dissulfureto com a cadeia lateral de outra cisteina da peroxirredoxina. Tal
ligacdo quimica constitui uma forma oxidada das cisteinas e sua reducao
qguimica é feita por substrato organico (SCHIMIDT, 2008). Uma peroxirredoxina
denominada GtAFP1, foi isolada de Gentiana triflora, quando infestada com B.
cinerea (KIBA et al., 2005). Esta proteina apresentou super expressao nos
tecidos vegetais quando o fitopatbgeno esteve presente. Em plantas
transgénicas de tabaco, esta proteina conferiu resisténcia aos sintomas de B.
cinerea. Os autores sugeriram que a detoxificacdo de EROs pela
superexpressao desta peroxiredoxina suprime o desenvolvimento da doenca
causada pelo fitopatdbgeno mencionado, e que GtAFP1, pode ser utilizado na
engenharia genética, aumentando a resisténcia a doencas nas plantas (KIBA et
al., 2005).

Neste estudo, apesar de néo ter sido analisada a redugéo de sintomas

nas interacbes mencionadas, pode-se sugerir que esta proteina, por estar

Pagina 91 de 121



JALA
Universidade de Brasilia blﬂ

Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular

JACKELINE LEITE PEREIRA

superexpressa na interagdo 42RS, provavelmente estd enovolvida na resposta
de defesa de feijoeiro contra R. solani (Figura 28A).

As plantas protegem suas células e compartimentos subcelulares dos
efeitos citotoxicos das ERO com o auxilio de enzimas antioxidantes. Uma
monodehidroascorbato redutase (MDAR) (Figura 28B) foi identificada, com
expressdo aumentada nas condi¢cdes 42T e 42RS. Nas plantas, MDAR é um
coponente enzimatico do ciclo glutationa — ascorbato, um dos maiores sistemas
antioxidantes das células vegetais, atuando na protecdo contra danos
produzidos por EROs, na regeneragcédo de ascorbato e glutationa, na presenca
de NADPH (LIU et al., 2012).

Em analises transcriptbmicas de cultivares susceptiveis e resistentes de
amora a Colletotrichum acutatum, 0 gene de uma
monodehydroascorbatereductase apresentou alta expressdo em ambos 0s
cultivares susceptiveis e resistentes. Os autores sugeriram que este gene
poderia estar envolvido na prevencdo do ingresso do patégeno na célula
(MILES et al., 2011). A pesar de sabida sua atuacédo na defesa de plantas, os
estudos recentes focam na funcdo desta enzima em plantas submetidas a
estresses abibticos, como em plantas de tabaco e Arabidopsis (CHEN &
GALLIE, 2005; YIN et al., 2010). Neste estudo, as maiores alteracdes na
expressao da MDAR, foi nas interacdes ente planta + ALL 42 e planta+ALL42 +
R. solani (Figura 28B), podendo indicar uma resposta mais intensa nestas 2

condicgodes.

As tiorredoxinas, sdo uma familia de proteinas envolvidas também ao
estresse oxidativo. Um membro relativamente novo e ndo caracterizado desta
familia, trata-se das nucleoredoxinas (NRX). Neste estudo, interessantemente,
0 spot R36 teve expressdo diminuida nas interacdes 42FS e 42RS, e néo foi
detectada na interagcdo 42T (Figura 28C). Laloi e colaboradores (2004)
mostraram a expressdo aumentada de um gene de tiorredoxina (AtTrx —h5)
durante a interacdo incompativel com a o patégeno P. syringae, sugerindo uma

funcdo de reconhecimento e defesa deste gene.
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Rivas e colaboradores (2004), revelaram uma funcdo para CF-9
tiorredoxina na regulacdo de defesa vegetal em tomate contra o fungo
patogénico Cladosporium fulvum, todavia, 0 mecanismo de atuacdo nestas

respostas de defesa ainda néo € bem elucidado.

As EROs sé&o produzidas constitutivamente ou como produtos de
diversos processos metabdlicos, como nas interacdes tardias entre planta —
microrganismos. A explosdo oxidativa, que muitas vezes ocorre em um
primeiro estagio da interacédo, atua como a primeira linha de defesa da planta.
Para o microrganismo ter sucesso na invasdo da planta, ele também deve
produzir enzimas que sequestram EROs, ou conseguir suprimir os sistemas de
producdo de EROs nas plantas, para infectd-la (NANDA et al., 2010). Esta
producdo massiva de EROs e seu sequestro, acontece no apoplasto entre a
superficie celular dos 2 organismos, ou na rizosfera. Todavia, a explosdo
oxidativa parece ter intensidade diferente entre as interagdes planta-patdgeno e
planta-simbiontes. Esta diferenca pode atuar como sinal especifico, pré
definindo a resposta do hospedeiro (NANDA et al., 2010). Neste estudo, foram
detectadas 3 proteinas com expresséao diferencial nas condicfes descritas, que
podem auxiliar na compreensdo da resposta de defesa vegetal priméaria por
producao de EROs.
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Tabela 4: Proteinas identificadas de folha de feijoeiro

MASCOT
N° do Proteina N° de acesso Cobertura  Score
spot (Bco feijoeiro e seq. (%)
NCBI)
L3 putative 1558202_2 29% 78
serine/threonine
kinase
L6 Unknown 66974_3 22% 65
L7 Ribulose 91809069 48% 76
bisphosphate
carboxilase
Small subunit
L8 Unknown 48950_3 34% 68
L9 SGF14h 1716582_3 18% 64
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cia em plantas
controle
presente

Sequencia da proteina no NCBI

EFPLFNFSCISVATNNFSEENKLGKGGFGPVYK
GKLPDGEQIAVKRLSRRSGQGLEEFKNEMMLIA
KLQHRNLVRLMGCSIQGEEKLLVYEYMPNKSL
DCFLFDPFKQTQLDWRRRFEIEGIARGLLYLHR
DSRLRIIHRDLKASNVLLDESMNPKISDFGLARI
FGGNQNEANTNRVVGTYGYMAPEYAM
ELTISFEGEVYVFPAVTPEKVQAVLLLLGAQEM
TNSAPTSDILLQQNYQDIREINDPSRSSKLSRRF
ASLVRFREKRKERCFEKKIRYSCRKEVAQRMH
RKNGQFASMKEDYKSPAENWDSSNGTPCPDST
ERRCQHCGISEKSTPAMRRGPAGPRSLCNACGL
MWANKGTLRDLSK

presente

presente
TSVANNGGRVQCIQVWPTVGKKKFETLSYLPP
LTKQQLAKEVDYLLRKGWVPCLEFELEHGFVY
REHNKSPGYYDGRYWTMWKLPMFGCTSSQVL
KELYEAQTAHPDGF
IRIIGFDNVRQVQCISFIAYKPPGY

MGNALGGKKTTKVMKIDGETFKLKTPIKVCDV
LKDHPGLVLLESEAVKHYGIRAKPLEAHKELMP
KRLYFLVELPKEVTVAPRRVRSGINMSAKERPRE
PRFGVAGRASDLTDHGNPRRAKKRLLESGGGVR
LKMRLPKAEVERLMRGCETEAEAAEKIMGLCM
ANNGGGVEARNGDGEVKGRVGESTKAREKRVS
FMPINEGGSPIAVAS

MAAAPTPREKNVYMAKLAEQAERYKKMVEF

MEKVSAAANNEELTVEERNLLSVAYKNVIGAR

RASRRIISSIERKEESRGNEDHVAVIRDYRSKIES

ELSNICDGILKLLDSRLIPSASSGDSKVFYLKMK

GDYHRYLAEFKTGAKRKEAAESTLAAYKSAQ

DIANAELPPTHPIRLGLALNFSVFYYEILNSPDR

ACNLAKQAFDEAIAELDTLGEESYKDSTLIMQL

LRDNLTLWTSDMQDDGADEIKEAAPKQDDQ

presente

presente
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L10 conserved 3177_3 30% 71 17/17,493 3,5/4,66 SLHAFHHAPPHNVRGSVWCVCRSKESDSEGSP presente
hypothetical AEGDAKSQELLAQIAMLQTQKVRLTDFLDERS
protein AYLSQFGEEAKAEFDKIGEDALKELDEAGARIT

ANIESEMLAFEESSELNRVEIEESEKKIEEFEGQ

MEKNRNEGLFFKNLGEKALDDKEK

L15 unknown 54846_3 33% 107 21,3/25,81 9,5/9,76 TYVIKIPKDQVYRVPPPENARRYDQYARRKHR presente
RSRCCCCFCWLIGILFILVVLLAIAAGVLYLVFR
PEAPKYSIENITVRGINLTSPSSVAAISPEFNVTV
KADNPNDKIGIRYLKDSSAEVFYKDARLCNGA
LPAFYHPSNNVTVFGTALRGDGIELRSEDRRAL
LEAQTKRRVPLTVRIRAPVKIKVGSIRTWKITVK
VNCDVTVNELTAQAKIVSKRCSYDVDLW

L17 unknown 70740_3 37% 67 16,9/16,178 10.13/11,33 KPISSPGRTEKFPPPLMRFLRNNASSRSRGRSRT ausente
TTAMFLRKKNTNNIETQEPSSPKVTCMGQVRV
KRSASKRVPSAGAGTPTKFRCCSWVPHALFFH
RLIKPEVCFPFQCKQVWPNWXFLQRKKRDSKV
TETSSPKTELN

L20 unknown 92785_2 10% 61 34/36,75 5,2/6,12 MSDERAVHPDCRNASNPYHECSDYCFRVIAEA presente
KIRSQQQESEVGQASGGNNSKQAIPDESYVEKE
IHNGRPDLEENSDSDPDQPAVQEAEQEVDYTKL
SARQKKWMELRSKMQEAKKRNQIEIAAEKKR
MEAPTESRGVSKQKWLEDRKNKIGKLLDANGL
DMTKAYMLDTQEAAEEKYKKWEKDPAPFGW
DVENQKTLYNAYKKRTKNVEVDVEEYNRMKE
ADPEFYRDASSLQYGKAPKISEEKIDRMVRELK
DRDEKRNSFSRRRRFHEEKDIDSINDRNEHFNK
KIERAFGKYTLEIKNNLERGTALPD

L22 rubisco activase 455 1 21% 102 48,2/48,23 6,8/6,49 MAASLSTVGAVNRTLLNLNGSGGGASGPSSAF ausente
FGTSLKKVISSRVPNSKLTSGSFKIVAADKEIEET
QQTEGDRWRGLAYDVSDDQQDITRGKGLVDS
LFQAPMDAGTHYAVMSSHEYLSAGLRQYDFD
NMKDGFY IAPAFLDKLVVHIAKNFMTLPNIKVP
LILGVWGGKGQGKSFQCELVFAKMGINPIMMS
AGELESGNAGEPAKLIRQRYREASDLIKKGKM
CVLFINDLDAGAGRLGGTTQYTVNNQMVNAT
LMNIADNPTNVQLPGMYNKEDNARVPIIVTGN
DFSTLYAPLIRDGRMEKFYWAPTREDRIGVCKG
IFRTDGVPEKDIVELVDKHPGQSIDFFGALRARV
YDDEVRKWISGVGVDSVGKKLVNSKEGPPTFD
QPKMTLDKLLLYASMLVQEQENVKRVQLADQ
YLNEAALGNANEDAIKSGSFFK
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L23 carbonic 749_3
anhydrase

L25 glutathione S- 40460_3

transferase GST
13

L26 cinnamoyl-CoA  Pa_04ANAA3_T

reductase family 7_068 B05_26FE
B20
L27 uncoupling 18378376
protein la
L35 Aminomethyltra 3140 _3
nsferase

25%

15%

27%

30%

39%

81 29,5/35,6
66 30/25,19
65 16,8/17,71
80 26/25,9
116 44,7/44,205

7,6/8,09

5,4/5,53

5,8/5,61

9,5/9,63

8,3/8,78
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MSTSSINGWCLSSISPAKTSLKKATLRPSVFATIT
TPSSPSSSSSSSFPSLIQDRPVFAAPSPIITPTVRGD
MAKEYEQAIEELQKLLREKSELKATAAEKVEQI
TASLGTTSSDGIPSSEASERIKTGFLYFKKEKYD
KNPALY GELAKGQSPKFMVFACSDSRVCPSHV
LDFQPGEAFVVRNVANIVPPYDQSKYSGTGAAI
EYAVLHLKVSNIVVIGHSACGGIKGLLSFPYDG
TYSTDFIEEWVKIGLPAKAKVKTQHGDAPFGEL
CTHCEKEAVNVSLGNLLTYPFVRDGLVNKTLA
LKGGYYDFVKGSFELWGLNFGLASSFSV
MASYHEEEVRLLGKWASPFSNRVDLALKLKGV
PYKYSEEDLANKSADLLKYNPVHKKVPVLVHN
GNPLPESLHIVEYIDETWKNNPLLPQDPYERALA
RFWSKTLDDKILPAIWNACWSDENGREKAVEE
ALEALKILQEALKDKKFFGGESIGLVDIAANFIG
YWVAILQEIAGLELLTIEKFPKLYKWSQEFINHP
VIKEGLPPRDELFAFFQASAKK
VNVLTAAKEAGVRRVVVTSSVSAIIPSPNWPGD
VPKREDCWADVEFCKQKGLWYSLSKTLAEKA
AWDFAKESGLDVVVVNSGTVMGPIITPRLNAS
MLMLLRLLQGSDETYEDIFMGSVHLNDVTLAH
ILVYENKSAAGRHLCVESISRFGDFAAKVAELY
P

LQLQKQAATGDVVSLPKYKGMLGTVATIAREE
GLSALWKGIVPGLHRQCLYGGLRIGLYDPVKTF
YVGKDHVGDVPLSKKILAAFTTGAFAIAVANPT
DLVKVRLQAEGKLPPGVPRRYSGSLNAYSTIVR
QEGVGALWTGLGPNIARNGIINAAELASYDQV
KQTILKIPGFTDNVVTHLLAGLGAGFFAVCIGSP
VDVVKSRMMGDSSYRNTLDCFIKTLKNDGPLA
FYKGFLPNFGRL
MRGGLWQLGQLVTRRLAHGDKKAVARRCFAS
AELKKTVFHDFHVVHGGKMVPFAGWSMPIQYK
SIMDSTINCRQNGSLFDVSHMCGLSLKGKDAAPF
:KLVIADVAGLAPGTGTLTVFTNEKGGAIDDSVIT
VTDDHIYLVVNAGCRDKDLAHIEEHMKAFKAKG
DVSWHIHDERSLLALQGPLAAPVLQHLTKEDLSK
YFGEFRVLDINGSQCFLTRTGYTGEDGFEISVPSE
SVDLAKAILEKSEGKIKLTGLGARDSLRLEAGLC
Y GNDMEQHITPIEAGLTWAIGKRRRAEGGFLGAD
ILKQLEEGPSIRRVGFISSGPPPRSHSEIQDEGGKNI
ZITSGGFSPCLKKNIAMGYVKSGLHKAGTKVKIII

presente

ausente

ausente

presente

ausente
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SKANEGVVTKMPFVPTKYYKPS

L38 GTP-binding 60773_1 46% 69 17,5/9,67 9,8/9,92 MATVMQKIKDIEDEMARTQKNKATAHHLGLL presente
protein KAKLAKLRRELLTPSSKGAGGAGEGFDVTKSG
DSRVGLVGFPSVGKSTLLNKLTGTFSEV
L41 ribulose-1,5- 44810 2 15% 67 58/52,62 4,9/6,09 MSPQTETKASVGFKAGVKDYKLTYYTPDYETK presente
bisphosphate DTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGT
carboxylase/oxy WTTVWTDGLTSLDRYKGRCYGLEPVAGEENQ
ey YIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSIVGNVFGFKA
’ LRALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLN
subunit KYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVYECLRG
GLDFTKDDENVNSQPFMRRDRFLFCAEAIFKSQ
AETGEIKGHYLNATAGTCEEMMKRAVFARELG
VPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLLLHI
HRAMHAVIDRQKNHGMHFRVLAKALRLSGGD
HVHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFVEK
DRSRGIYFTQDWVSLPGVLPVASGGIHVWHMP
ALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVAN
RVALEACVQARNEGRDLAREGNEIIREASKWSP
ELAAACEVWKEIKFEFQAMDTL
L42 Full=Ribulose 9110720248 25% 83 26/42,7 6,1/8,7 MAASLSTVGAVNRTLLNLNGSGGGASGPSSAF presente
bisphosphate FGTSLKKVISSRVPNSKLTSGSFKIVAADKEIEET
carboxylase/oxy QQTEGDRWRGLAYDVSDDQQDITRGKGLVDS
genase LFQAPMDAGTHYAVISSHKYLSAGLRQYNFDN
IKDGFY IAPAFLDKLVVHIAKNFMTLPNIKVPLI
P\E‘u"’};zor'i‘;s LGVWGGKGQGKSFQCELVFAKMGINPIMMSA

GELESGNAGEPAKLIRQRYREASDLIKKGKMC
VLFINDLDAGAGRFSTLYAPLIRDGRMEKFYW
APTREDRIGVCKGIFRTDGVPEKDIVELVDKHP
GQSIDFFGLRARVYDDEVRKWISGVGVDSVGK
KLVNSKEGPPTFDQPKMTLDKLLLYASMLVQE
QENVKRVQLADQYLNEAALGNANEDAIKSGSF
FK
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Tabela 5: Proteinas identificadas de raiz de feijoeiro.

MASCOT MW pl
N° do Proteina N° de acesso Cobertu Score Esp/ Esp/ Sequencia da proteina no NCBI Presenca/ausénci
spot (Bco feijoeiroe  raseq. ®Tedrico "Tedric aem plantas
NCBI) (%) 0 controle
R3 conserved 1563790 2 36% 72 13/10,9 5.39/9,8 DTKVALAFGMVAARRYGTDITLWHGLQGKGDPYRTLLREGI presente
hypothetical 3 TALLNSYNSLQFSYHPIGVVEHMNLALMGSNRSVLLTALRFK
protein RANSGAGNVTCKFTTC
R4 t-snare 1070170_3 65% 66 4,1/475  8.13/9,0 MASSFDRWEKDPFFNAAEEVQESADRMESTYRTWIHSMRDA presente
56 SSPWNCDELRRDLQTTLGTAKWQLEEFERAARSSY
R5 ripening related 2678_1 17% 64 17/17,767  6.30/  MVLLGKISTEIGVHATAEKWFNLFAKQLHDVQHLAERVHGT ausente
protein 5,48 KLHQGEDWHHNDTIKQWTYVIDGKVTTCHESIESVDEENNTI
YYKLFGEDIDHRFKVFKLIFQAIDKENHGVIIKWTIEYEKLDG
EVEPPYGYIEYLHKCTSDIDANLLKA
R6 peptide 1006202_1 48% 65 18/ 10,21 6.14/ SSQTCSARAGWFLGLGADSKKTNLPDTVKAGDPVLHEPAQD presente
deformylase 5,25 VDPNEIKSERVQKIIDDMIQVMRKAPGVGLAAPQIGIPLRIIVL
EDTKEYISY
R7 ACBP3 (ACYL- 1559111 1 27% 77 26/22,193 6.93/4,2 AAASSDIERQIEESMVEPVFPSESTVLSPVQAATCVGSELKVE presente
COA-BINDING 7 EVVMEVGSNVVLESPLKSRSDIAVKEEIAEANEGETREFDEKR
DOMAIN 3); DVESVEDSCTEIEVSTVENGVKENYYDDEDDDWEGIERSELE
acvI-CoA bindi’n KEFMAATEFVTHECDRLESVGSNVKMELYGLHKVATEGPCR
y 9 EPQPMPLKLSARAKWNAWQKLGNMNPEVAM
RS putative gi[21217741 26% 72 26/25 6.77/55 MVLKVYGPTCASTKRVLVCLLEKEVEFEVIPVDLTKGEHKDP presente
glutathione S- 7 EFLKLQPFGVVPVIQDGDYTLYESRAIMRFYADKFRSQGVEL
transferase LGRTAEERGVVEQWLEVEAHNFHPPAYDLAVHVLFASLFGIT
[Phaseolus PDPKVIEESEAKLLKVLDVYEDRLSKGKYLGGDFLSLADISHL
e PFIDY IVNKMNKGY LIKERKHVSDWWDDISSRPSWKKVNQL
acutifolius] YPPPV
R10 chalcone 4178 2 49% 105  26,5/15,28 5.38/5,6 LDFYRDIISGPFEKLIRGSKILQLSGTEYSRKVMENCVAHLKSV presente
isomerase (EC 3 GTYGDAEAKGIEEFAEAFKKVNFPPGASVFYRQSPHGILGLSF

5.5.1.6) - kidney
bean (fragment)
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R11

R12

R15

R16

R17

R18

R19

R20

Pto-like kinase
SG5-3b
[Phaseolus
vulgaris]

isoflavone
reductase

protein
phosphatase 2C-
like protein

histone
acetyltransferase
complex
component

peroxiredoxin

unknown

acyl-CoA-binding
protein

14-3-3-like
protein

0i[14010525

21321

43064 3

47122 2

1721940_1

885 2

1559111 1

1091231_2

39%

28%

14%

41%

32%

36%

27%

29%

92

75

65

64

69

65

77

80

30,6/34

33/29,31

37,
43/31,08

14,82/16,9
0

19/17,33

19/24,4

23/22,1

29/10,82

6.87/5.3
5

7.31/
6,6

7.21/6,3
6

4,19/8,3
7

5.86/5,4
1

5.71/8,8
g

3.99/4,2
7

4,35/5,3
9
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PGSGQGLPEFQTEIMVLSKIRHRHLVSLTGYCDERLEMILVYE
YMEKGTLRDHLYNTKFPTLSWKARLQICIDSARGLHYLHKG
AAGGIIHRDVKSTNILLDENHVAKVADFGLSRSGPLGTESYVT
TGVKGTFGYLDPEYFRSQQLTEKSDVYSFGVVLWQVLCARA
AIDPSLPRDQINLVWWGLLCKNKGTLQEIIDPSIKDQIDQNSLR
KFSETIEKCLQEDGSDRPTMGDVLWDLEYAVQLQRGANAIQ
REPYEGSSSSVSASFQLPNVRRLPSLSTLSEADDTIVRNDESDS
AVDYVFSQLKIDDAR
MAEKSKILIIGGTGYIGKHIVEASAKSGHPTFALVRESTVSDPA
KAQLIDHFKALGVNLVHGDLYDHETLVKAIKQVDVVISTVG
HLQLADQVKIIAAIKEAGNVKRFFPSEFGNDVDRVHAVEPAK
SAFAIKVQIRRSIEEEGIPYTYVSSNYFAGYFLPTLAQPGVFAP
PPPKDKVVIFGDGNPKAIFNKEEDIGTYTIRAVDDPRTLNKILY
LRPPONTYSFNELVALWEKKIGKTLEKIYVPEEKLLKDIEEAPI
PINVIL
MTGKDILHIMKVKAGFAPPDTGKGKGKISKHITHGFHLMKG
KSAHPMEDYLVSEFKQEKDRELGLFAIFDGHLGHDVASYLQ
NHLFQNILKEHDFWTETESAVKRAYLETDEKILEQALVLGRG
GSTAVTAILIDGQKLVVANVGDSRAVICENGKARQLSVDHEP
SKEKKWIERRGGFVSKIPGDVPRVDGQLAVARAFGDRSLKM
HLSSEPDVLVEEVDPHTEFLILASDGIWKVMSNEEAVESIRQI
KDAQAAAKHLIEEAVSRKSKDDISCIVVRF
RLQELKEARAAGCRNSAEADRYLAQKRRREAEESGCRTKES
AQGGPSNQGVPNALMSPDSAGKDLSGRPAGPATSSSVNEMD
VTGYYGADLLSEPEKRLCCELRLPPAMYLKMQEQLSLQILAG
TVAAKSDAHQLFKMDAMKIDRVYDMLIKKGI

MAPIAVGDAIPDGILAYLDDENKPQTVSIHSLAAGKKVIIFGV
PGAFTPTCSLKHVPGFIERAEELKGKGVDEVICISVNDPFVMN
SWAKTFPENKHVKFLADGAAKY TNALGLELDLTEKGLGVRS
RRFALLVEDLKVKVANVESGGEFTVSSAEEIIKAL
QRSLIYAFVSRGTVILAEYTEFSGNFNTIAFQCLQKLPASNNKF
TYNCDGHTFNYLVDNGFTYCVVADESIGRQVPVAFLERVKD
DFLAKYGGGKAATAAANSLNKEFGSKLKEHMQYCVEHPEEI
SKLAKVKAQVSEVKGVMMENIEKVLDRGEKIELLVDKTENL
HHQAQDFRNSGTKIRRKMWLQNMKVKLIVLAILIALILIIVLS
VCRGFNC
AAASSDIERQIEESMVEPVFPSESTVLSPVQAATCVGSELKVE
EVVMEVGSNVVLESPLK
SRSDIAVKEEIAEANEGETREFDEKRDVESVEDSCTEIEVSTVE
NGVKENYYDDEDDDWEGIERSELEKEFMAATEFVTHECDRL
ESVGSNVKMELYGLHKVATEGPCREPQPMPLKLSARAKWNA
WQKLGNMNPEVAM
SAPTTREDYEYMAKLADQSTRYEEMEEFMNKVYLSAXSYEL
TVEERNLLSVAYKNMIGARRASXRIISSIEQKEESRSNXDHCP

presente

presente

presente

ausente

presente

present

ausente

ausente
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VIHDYRSR
R21 14-3-3 protein 282 1 36% 92 29/28,41  5.46/4,6 REEFVYMAKLAEQAERYEEMVEFMEKVSAAAENEELTVEER presente
7 NLLSVAYKNVIGARRASWRIISSIEQKEESRGNEDHVSVIRDY

RSKIESELSNICDGILKLLDSRLVPSAASGDSKVFYLKMKGDY
HRYLAEFKTGGDRKEAAESTLSAYKSAQDIANSELPPTHPIRL
GLALNFSVFY YEILNSPDRACSLAKQAFDEAIAELDTLGEESY
KDSTLIMQLLRDNLTLWTSDMQDDGADEIKEAAPKADGE

R22 glutathione S- 3838 _2 28% 76 45/25,5 5.54/5,2 MASSQEEVTLLGATASPFVCRVKIALKLKGIEYKYVEENLGN presente

e e 9 KSEQLLKYNPVHKKVPVFVHGDKPLAESLVIVEYIDETWNNN

PILPSDPYQRALARFWSKFIDDKIVGATWKSVFTADEKEREK
NVAEASESLQFLENEIADKKFFGGEELGLVDIAAVYVAFWIPL
VQEIGGLELLTSEKFPNLYKWSQEFVSHPIVKESLPPRDPVFGF

FKGRYESLFASK
R24 kinesin light 1563330_4 29% 62 15/16,22  8,5/10,6 I1QGQGERKRAFLEVFXTKGVGGGSMFQKKKGAXMFEGGRGI presente
chain, putative LNRSVGLFLKTFEGEGILQATYDVMGKSWKSEXDLRIFPXSX
GRKSLEXQILILKNKKRGLVKLLKEAGKTRDRKAKSLENLIDP
GSKRTKKEGTKRWPGLGFR
R26 NAC domain 60446 3 15% 83 35,2/34,34 6,5/8,66 MSNISMVEAKLPPGFRFHPRDEELVCDYLMKKVAHNDSLLMI ausente
protein NAC1 NVDLNKCEPWDIPETACVGGKEWYFYTQRDRKYATGLRTNR

ATASGYWKATGKDRSILRKGTLVGMRKTLVFYQGRAPKGK
KTEWVMHEFRIEGPHGPPKISSSKEDWVLCRVFYKNREVSAK
PRMGSCYEDTGSSSLPALMDSY ISFDQTQTHADEFEQVPCFSI
FSQNQTSPIFNHMATMEPKLPANHATNAYGGAPNLGYCLDPL
SCDRKMLKAVLNQITKMERNPLNQSLKGSPSLGEGSSESYLS
EVGMPHMWNNY
R27 fructokinase 3813 1 34% 73 46/34,34  5,8/5,19 ATGTGLIASFGEMLIDFVPTVSGVSLAEAPGFLKAPGGAPANV presente
AIAVARLGGKAAFVGKLGDDEFGHMLAGILKENGVRADGIT
FDQGARTALAFVTLRADGEREFMFYRNPSADMLLKPEELNLE
LIRSAKVFHYGSISLIVEPCRSAHLKAMEVAREAGCLLSYDPN
LRLPLWPSADE
ARKQILSIWEKADLIKVSDVELEFLTGSDKIDDASALSLWHPN
LKLLLVTLGEQGSRYYTKSFKGSVDAFHVNTVDTTGAGDSF
VGALLSKIVDDQSILEDEPRLRDVLKFANACGAITTTQKGAIP
ALPKEEDALKIIK
R28 monodehydroasco 5178 2 37% 94 49/24.,6 6,2/5,03 AFYEGYYANKGVNIIKGTVAVGFTSNSDGEVNEVKLKDGRV presente
rbate reductase LEADIVVVGVGGRPQTALFKGQVEEDKGGIKTDSFFKTNLSD
VYAVGDVATFPLKLYGELRRVEHVDHSRKSAEQAVKAIKAA
EDGKTIEEYDYLPYFYSRAFDLSWQFYGDNVGDTALFGDNEP
ASPKPKFGTYWIKDGKVVGVFLENGTPEENSAIAKVARVQPP

VADVDQLAKEGLSFASKI
R30 NAC domain 0i|15148912 22% 73 36,3/34 8.5/8.32 MSNISMVEAKLPPGFRFHPRDEELVCDYLMKKLTHNDSLLMI present
protein NAC1 DVDLNKCEPWDIPETACVGGKDWYFYTQRDRKYATGLRTN
[Phaseolus RATASGYWKATGKDRPILRKGTLVGMRKTLVFYQGRAPKGR

KTEWVMHEFRIEGPHGPPKVSSSKEDWVLCRVFYKSREVSA
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R31

R32

R35

R36

R39

vulgaris]

glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase

ferritin

protein disulfide
isomerase-like
protein

nucleoredoxin,
putative

ATPase catalytic
subunit A

880_3

1118 3

131 3

5572 2

0i[363806922

38%

25%

26%

34%

21%

123

80

121

123

105

34,4/34,47

28/28,30

67/54,1

52/37,35

66/68.9

5,7/5,83

5,96/5,6
4

4,55/5,0
8

6,95/4,7
2

6,04/5,2
9
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KPSMGSCYEDTGSSSLPALMDSY ISFDQTQAHADEFEQVPCFS
IFSQNQANPIFNHMTTMEPKLPATTYGGAPNLGYCLDPLSCD
RKVLKAVLSQITKMERNPLNQSLKGSTSFGEGSSESYLSEVG
MPHMWNNY

LVARVALQRNDVELVAINDPFITTDYMTYMFKYDTVHGQWK
HFDVKVKDSKTLLFGEKAVAVFGTRNPEDIPWGEVGADYVV
ESTGVFTDKDKAAAHLKGGAKKVVISAPSKDAPMFVVGVNE
KEYKPELDIVSNASCTTNCLAPLAKVINDRFGIVEGLMTTVHA
ITATQKTVDGPSSKDWRGGRAASFNIIPSSTGAAKAVGKVLP
ALNGKLTGMSFRVPTVDVSVVDLTVRIEKPATYEQIKAAIKE
ESEGKLKGILGFTDEDVVSTDFVGDSRSSIFDAKAGISLNENF
VKLVSWYDNEWGYSTRVIDLIVHI
MALAPSKVSPFSGFSLSDGVGAVRNPTCSVSLSFLNKKVGSR
NLGVSASTVPLTGVIFEPFEEVKKEELAVPTAGQVSLARQYY
ADECESAINEQINVEYNASYVYHSLFAYFDRDNVALKGFARF
FKESSEEEREHAEKLMKYQNTRGGRVVLHPIKNVPSEFEHVE
KGDALYAMELALSLEKLVNEKLRSVHSVADRNKDPQLADFI
ESEFLSEQVEAIKKISEYVAQLRMVGKGHGVWHFDQSLLHD
GHAA

KEFVLTLDHTNFHDTVSKHDFIVIEFY APWCGHCKKLAPEFE
KAASILSSHDPPIVLAKVDANEEKNKELAMEYDVKGYPTIKIV
RNGGKNIQEYKGPREADGIVDYLKKQNGPASTEIKSADEATA
LIGENKIAIVGVFPKFSGEEFDNFIALAEKLRAEYDFGHTLNA
KHLPRGESSVAGPLIRLFKPFDELFVDSKDFHVDTLEKFVEES
STPVVTVFNNDPNNHPFVVKFFNSPNAKAMMFINFTAESAES
FKSKYREAAEQYKQQGVSFLVGDVESSQGAFQYFGLKEEQV
PLIIQHNDGKKFFKSNLEADHIPTWLKAYKEGNIAPYVKSEPI
PETNNEPVKVVVGENLQDIVFKSGKNVLLEFYAPWCGHCKQ
LAPILEEVAISYQSDANVIIAKLDATANDIPSDTFEVQGYPTLY
FRSSSGTLSQYDGGRTKEDIIEFIEKNRDKPAQQEQDKPAHQE
QVKDEQETGKDEL

DNTHDVVSLLSSPQRDFLLRNNGDQVKIESLKGKKLGVYFSA
SWCGPCRKFTPTLVEAYNEVVSKGDFEVVFASADEDEESFKG
YFSKMPWLAIPFSDSETRSRLDELFHVRGIPHLVILEETGKVVT
EDGVDIVREYGVDAYPFTSARIQELRAQEEEARRNQSVRSLLI
SPSRDFVISSDGNNILVSELEGKTVGLYFSLNSFQRSSEFTPKL
VEVYEKLKAKGENFEVVLIPLDEDEESFKKVLESVPWLSLPFK
DKFCGKLAQYFELSTLPTLVIIGPDGKTLNPNVAEAIEDHGVD
AYPFTPEKFVELDEILKAREAAQTLESVLVS
MPAVYGARLTTFEDSEKESEYGYVRKVSGPVVVADGMAGA
AMYELVRVGHDNLIGEIIRLEGDSATIQVYEETAGLMVNDPV
LRTHKPLSVELGPGILGNIFDGIQRPLKTIAKRSGDVYIPRGVS
VPALDKDTLWEFQPKKIGEGDLLTGGDLYATVFENSLMQHHI

absent

present

absent

present

absent
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R40 PR1-like protein
[Phaseolus
vulgaris]

R41 PR1-like protein
[Phaseolus
vulgaris]

0i[93359572 29% 117

0i|93359572 65% 139

16.3/16

16/16

4,3/4.83

4.89/4.8
3
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ALPPDNMGKITYIAPPGQYSIKDTVLELEFQGVKKKFTMLQT
WPVRTPRPVASKLAADTPLLTGQRVLDALFPSVLGGTCAIPG
AFGCGKTVISQALSKYSNSDAVVYVGCGERGNEMAEVLMDF
PQLTMTLPDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGIT
LAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEALREISGRLAEMPADSG
YPAYLAARLASFYERAGKVKCLGGPERTGSVTIVGAVSPPGG
DFSDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKY
STALETFYEQFDPDFINIRTKAREVLQREDDLNEIVQLVGKDA
LAEGDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKSVWMM
RNIITHFYNLANQAVERGAGSDGQKISYTLIKHRMGDLFYRLV
SQKFEDPAEGEAALVAKFQKLHEDLTNGFRNLEDETR

TFEDQTTSSVAPATLYKAVAKDADTIFPKALPDSFKSVEIVEG absent
NGGPGTIKKISFVEDGETKFVLHKIESIDEANLGYSYSIVGGVA
LPETAEKITFDSKLSDGPNGGSLIKLSITYHSKGDAPPNEDELK
AGKAKSDSLFKAVEAYLLANP
TFEDQTTSSVAPATLYKAVAKDADTIFPKALPDSFKSVEIVEG present

NGGPGTIKKISFVEDGETKFVLHKIESIDEANLGYSYSIVGGVA
LPETAEKITFDSKLSDGPNGGSLIKLSITYHSKGDAPPNEDELK
AGKAKSDSLFKAVEAYLLANP
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CONCLUSOES

Neste estudo, Trichoderma harzianum ALL 42, demonstrou ser capaz de
colonizar as raizes de feijoeiro comum, promovendo seu crescimento, aumento
de area foliar e radicular. Nesta interacdo, quando os fungos fitopatogénicos R.
solani e F. solani presentes no solo, observou-se um aumento nas atividades
de enzimas envolvidas na resposta de defesa vegetal, quitinases, 8 1,3
glucanases e peroxidases, em raizes (resposta local) e folhas (resposta

sistémica) das plantas analisadas, em 7, 14 e 21 dias de crescimento.

O estudo dessas interacdes, quanto a analise de transcritos para 0s
genes LOX1, CHT1, GLUC e PODS®, codificadores de proteinas de resposta de
defesa vegetal lipoxigenase, quitinase, glucanases e peroxidases, também
apresentou mudangas significativas em nivel de expressdo nas raizes das
plantas tratadas com Trichoderma / Trichoderma + fitopatégeno / fitopatégeno,
guando comparadas as plantas controle. As maiores mudancas no padrao de

expressao foram detectadas para os tempos de 14 e 21 dias de crescimento.

Resultados das analises protedmicas das condi¢cdes TT, 42T, 42FS e
42RS, mostraram que os padrdes das proteinas expressas foram alterados
tanto em folhas, quanto em raizes de feijoeiro cultivado na presenca de T.
harzianum ALL 42 e os fitopatbgenos R. solani ou F. solani, quando
comparados com a condicdo controle. Para as proteinas identificadas com
expresséo diferencial, dezenove foram identificadas para folhas e trinta e nove
para raizes, e grande parte destas atuavam na resposta de defesa vegetal e
no metabolismo da planta. Diante disso, é possivel que mecanismos
associados a defesa das plantas sejam ativados durante a relacdo entre
feijoeiro e ALL 42, bem como potencializar a resposta de defesa contra F.

solani e R. solani.

As analises feitas neste estudo do crescimento de plantas de feijoeiro
em solo interagindo com Trichoderma/ fitopatégenos, foram feitas de forma a

simular a condicdo natural de plantio feita para culturas de feijoeiro comum.
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Estas analises permitem que os resultados descritos possam auxiliar na
melhor compreenséo das interacdes descritas, bem como no desenvolvimento
de novas ferramentas que visem a minimizacdo de danos causados por estes
fitopatdgenos, como a utilizacdo direta de formulados de Trichoderma nos
sistemas de plantio, a selecdo de genes de resisténcia em resposta a F. solani

e R. solani.
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