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Figura 14. Clusterizacdo e heat map da expressdo de genes envolvidos na

interacdo de horménios de defesa e modulados segundo os diferentes
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Figura 15. Validagdo via qRT-PCR dos dados da expressao relativa do genes
obtidos via RNA-seq. Niveis de expressdo dos transcritos selecionados estdo na
barra preta (JQRT-PCR) e na linha (RNA-seq). Dois genes, um de actina e outro
de ubiquitia foram utilizados para normalizacdo dos dados de qRT-PCR. As
barras de erro indicam o desvio padrdo para ensaios feitos com duplicata
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RESUMO GERAL

SPERANDIO, Eugenio Miranda. Resisténcia induzida por agentes bidticos e abidticos
na interacdo Oryza sativa-Magnaporthe oryzae. 204p. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das culturas mais importantes do mundo, sendo base
para alimentacdo de metade da populacgéo global. O vigor inicial de cultivares de terras
altas e a brusone (Magnaporthe oryzae) séo os principais desafios enfrentados por essa
cultura. O controle dessa doenca é feito principalmente pelo uso de fungicidas e de
cultivares resistentes. A alta variabilidade adaptativa do patdgeno permite o
aparecimento de individuos resistentes aos principios ativos e o surgimento de novas
racas capazes de suplantar os genes de resisténcia das cultivares de arroz. Isso torna
necessario a constante busca por meios para contornar esses problemas visando
conciliar o controle com preservacdo ambiental e sadde humana. Plantas possuem
mecanismos de defesa que permanecem latentes e podem ser ativados. A inducdo de
resisténcia (IR) possui potencial para ser aplicada no controle de doenca de plantas. Os
agentes indutores podem ser rizobactérias promotoras de crescimento e patdgenos
avirulentos, bem como hormdnios vegetais. O objetivo deste trabalho foi verificar o
efeito de Serratia sp. na promogéo de crescimento e determinar e comparar a expressao
génica, aspectos bioquimicos e fenotipicos durante a ativacdo e interacdo de respostas
de defesa em plantas de arroz desencadeadas por rizobactéria (Serratia sp.), M. oryzae
avirulento (AVR) e Acibenzolar-S-metil (ASM) em resposta ao desafio com M. oryzae.
Serratia sp BRM32114 promoveu 0 crescimento, reduziu o progresso da doenca e
induziu resisténcia, ativou respostas de defesa inicialmente regulados pelo acido
salicilico. A infeccdo ndo se estabeleceu em plantas tratadas com M. oryzae avirulento
onde houve uma répida ativagédo de B-1,3-glucanase (GLU) e peroxidase (POX), reacdo
de hipersensibilidade (RH) e modificacBes histoldgicas nas plantas de arroz.
Acibenzolar-S-metil (ASM), andlogo do SA, induziu resisténcia sistémica nas plantas
com aparicdo de sintomas de RH e a aplicacdo de JA seguida do desafio com M. oryzae
aumentou a suscetibilidade de arroz a brusone; o antagonismo entre JA e ASM foi
confirmado pela inoculagdo do patégeno apds a inducdo da planta com a aplicagcdo em
conjunto de ambos agentes indutores. A andlise do transcritoma de plantas induzidas
indicou que ha& semelhancas e algumas diferencas entre as respostas de defesa ativadas
ISR e SAR, desencadeadas por Serratia sp. e M. oryzae AVR, respectivamente. Serratia

sp. modula diferencialmente genes relacionados com biossintese de SA e também
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alguns envolvidos no cross-talk entre os hormonios de defesa. M. oryzae avirulento
superexpressa enzimas que degradam parede celular fungica como GLU e quitinases,
bem como enzimas envolvidas no estresse oxidativo. Ja o isolado de M. oryzae
virulento modula a seu favor genes que antagonisam respostas governadas por SA,
superexpressando genes envolvidos na sintese de JA e aqueles envolvidos na

degradacdo de espécies reativas de oxigénio.

Palavras-chaves: Imunidade das plantas, MAMP, patdgeno-hospedeiro, priming de
defesa, PTI, transcritoma.

Orientador - Prof. Dr. Helson Mario Martins do Vale - Universidade de Brasilia,
Brasilia-DF; Co-orientador - Dra. Marta Cristina Corsi de Filippi - EMBRAPA Arroz e
Feijdo, Santo Antdnio de Goias-GO.
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GENERAL ABSTRACT

SPERANDIO, Eugenio Miranda. Resistance induced by biotic and abiotic agents in the
interaction Oryza sativa-Magnaporthe oryzae. 204p. Thesis (PhD in Phytopathology) -
University of Brasilia, Brasilia, DF.

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most important crops in the world wide, being the
basis for feeding half the global population. The initial vigor of upland cultivars and
blast (Magnaporthe oryzae) are the main challenges faced by this crop. Today control of
this disease is mainly achieved by the use of fungicides and resistant cultivars. The high
adaptive variability of the pathogen allows the appearance of individuals resistant to the
active principles and the emergence of new breeds capable of supplanting the resistance
genes of the rice cultivars. This makes it necessary to constantly search for means to
overcome these problems in order to reconcile control with environmental preservation
and human health. Plants have defense mechanisms that remain latent and can be
activated. Induced resistance (IR) has potential to be applied to plant disease control.
The inducing agents may be plant growth-promoting rhizobacteria and avirulent
pathogens, as well as plant hormones. The objective of this work was to verify the effect
of Serratia sp. In the promotion of growth and to determine and compare gene
expression, biochemical and phenotypic aspects during the activation and interaction of
defense responses in rice plants triggered by rhizobacteria (Serratia sp.), M. oryzae
avirulent (AVR) and Acibenzolar-S- Methyl (ASM) in response to challenge with M.
oryzae. Serratia sp. BRM32114 promoted growth, reduced disease progression and
induced resistance, activated defense responses initially regulated by salicylic acid. The
infection was not established in plants treated with avirulent M. oryzae where there was
a rapid activation of pB-1,3-glucanase (GLU) and peroxidase (POX), hypersensitivity
reaction (RH) and histological modifications in rice plants. Acibenzolar-S-methyl
(ASM), an analogue of SA, induced systemic resistance in plants with the appearance of
HR symptoms and the application of JA followed by challenge with M. oryzae
increased rice susceptibility to blast; The antagonism between JA and ASM was
confirmed by inoculation of the pathogen after induction of the plant with the
application together of both inducing agents. Induced plant transcriptase analysis
indicated that there are similarities and some differences between the ISR and SAR
activated defense responses, triggered by Serratia sp. and M. oryzae AVR, respectively.
Serratia sp. Differentially modulates genes related to SA biosynthesis and also some

involved in the cross-talk between defense hormones. M. oryzae avirulent overexpresses
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enzymes that degrade fungal cell wall like GLU and chitinases, as well as enzymes
involved in oxidative stress. In contrast, the virulent M. oryzae isolate modulates genes
that antagonize SA-governed responses, overexpressing genes involved in the synthesis

of JA, and those involved in the degradation of reactive oxygen species.

Keywords: Defense priming, host-pathogen, MAMP, plant immunity, PTI,
transcriptome.

Advisory Committee: Prof. Dr. Helson Mario Martins do Vale - Universidade de
Brasilia, Brasilia-DF (Advisor); Dra. Marta Cristina Corsi de Filippi - EMBRAPA Rice

and Beans, Santo Anténio de Goias-GO (Co-advisor).
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil € 0 nono maior produtor mundial de arroz e o maior produtor fora do
continente asiatico produzindo mais de 11 milhdes de toneladas no ultimo ano, valor
correspondente a 1,6% da producdo mundial. Segundo a FAO, ha uma necessidade de
incremento na producdo de 3% ao ano, entretanto, a projecdo de crescimento é de
apenas 38% até 2030 (FAO, 2013). Sua produgdo € destinada ao consumo interno, que
atinge 75 Kg/habitante/ano e constitui-se no principal produto da cesta baésica,
correspondendo 22% do orgcamento em alimentacdo (EMBRAPA, 2005). De acordo
com IBGE (2013), no estado de Goias a area destinada ao plantio do arroz para a safra
2012/2013 foi 48,9% menor do que a safra 2011/2012, totalizando cerca de 29.790 ha a
menos e estima-se uma reducdo na producao de 65,9%, o que corresponde a 61.953 t a
menos. Entre os entraves para 0 aumento da produtividade destacam-se 0s estresses
bidticos, como a incidéncia das doencas flngicas, causada pelos patdgenos
Magnaporthe oryzae, Monographella albescens, Bipolaris oryzae, Rhizoctonia solani e
Sarocladium oryzae, que podem diminuir em até 100% o potencial produtivo das
cultivares geneticamente melhorada (Prabhu et al., 2002; Prabhu et al., 2009).

Atualmente, o controle das doencas vem sendo feito com 0 manejo que integra a
resisténcia genética da cultivar e praticas fitotécnicas, incluindo controle o quimico. A
intensificacdo de cultivo de arroz, altamente mecanizado em areas extensas e continuas,
proporciona um rapido desenvolvimento das doencas. Este cenario cria um desafio para
adoc¢do do manejo integrado de doencas, que, atualmente, requer a insercao de métodos
alternativos, viaveis e apropriados, considerando aspecto sdcio econdmico, conservacao
de ambiente e a complexa biologia do patdgeno M. oryzae. As investigacdes sobre
controle bioldgico de brusone se faz necessario, considerando as demandas por
tecnologias sustentaveis, como a reducdo de danos ambientais com o uso intensivo de
produtos quimicos. Dentro deste enfoque, a inducdo de resisténcia constitui-se em uma
opcdo para fortalecer a adocdo do manejo integrado (Prabhu et al., 2002; Filippi &
Prabhu, 2006; Filippi et al., 2011).

Para defenderem-se contra 0s patdgenos, as plantas possuem mecanismos de
defesa constitutivos e induziveis (Verhagen et al., 2006). Mesmo quando suscetiveis, ha
mecanismos nas plantas que sdo capazes de retardar ou até mesmo impedir que uma
infeccdo se estabelega. Essas defesas estdo diretamente reguladas ao nivel de

horménios, tais como acido jasménico (JA), etileno (ET) e acido salicilico (SA). A
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inducdo de resisténcia é classificada como induzida (ISR — “Induced Systemic
Resistance™) ou adquirida (SAR — “Systenic Acquired Resistance”). SAR e ISR sdo
fenotipicamente semelhantes, embora sejam reguladas por diferentes vias de sinalizacéo
(Van der Ent et al., 2009). Ambas desencadeiam respostas de defesa como acumulo de
horménios vegetais como &cido salicilico e acido jasmoénico, aumento de proteinas
relacionadas a patogénese tais como [-1,3-glucanase, quitinase, peroxidase, reforco das
paredes celulares pela deposicdo de lignina e ativagdo da expresséo de genes de defesa.
A SAR pode ser desencadeada por um agente patogénico ou pela aplicacdo de
moléculas quimicas anteriores a0 momento da infec¢do, podendo apresentar reacdes de
hipersensibilidade (RH). ISR € induzida por outros microrganismos ndo-fitopatogénicos
como fungos e rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, PGPF e PGPR,
respectivamente (Raj et al., 2012; Zhu et al., 2013).

As respostas de resisténcia sisttémica, tanto SAR quanto ISR, sdo iniciadas a
partir do momento em que os elicitores s&o reconhecidos (Van der Ent et al., 2009). Isso
se da principalmente por meio de componentes da superficie celular, como
polissacarideos (quitina e glucana) e flagelos. Os receptores das plantas responsaveis
pelo reconhecimento desses elicitores se localizam principalmente na membrana
plasmatica (Faulkner & Robatzek, 2012). Esses componentes microbianos séo
conhecidos como padrdes moleculares associados a microrganismos (MAMPs) e/ou a
patégenos (PAMPS) (Schwessinger & Zipfel, 2008; Boller & Felix, 2009; Pieterse et al.,
2014).

No presente trabalho, os agentes elicitores Serratia sp. BRM32114, M. oryzae
avirulento e virulento, previamente identificados, foram utilizados para estudos
comparativos bioquimicos, genéticos e histoldgicos entre as rotas metabdlicas
envolvidos na inducdo de resisténcia em arroz contra M. oryzae. Além da compreensdo
mais ampla sobre inducdo de resisténcia em arroz, este trabalho podera fornecer
respostas aplicaveis para contornar os desafios do aumento produtividade de arroz de
terras altas e controle de doenca pelas rizobactérias bem como genes de defesa por meio

da inducgéo desencadeada por isolados de M. oryzae avirulentos.
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OBJETIVO GERAL

Determinar e comparar a expressao génica e aspectos fenotipicos durante a indugéo

de SAR e ISR em plantas de arroz desafiadas com Magnaporthe oryzae.

Objetivos Especificos

1) Awvaliar varidveis de promocdo de crescimento (atividade de nitrato redutase e
tamanho e peso de plantas) induzidas com rizobactérias Bacillus sp. (BRM32110) e Serratia
sp. (BRM32114).

2) Quantificar as enzimas quitinase, B-1,3-glucanase, peroxidase, fenilalanina amoénia-
liase, lipoxigenase, quantificar compostos fenolicos e acido salicilico durante a defesa da
planta induzida com Serratia sp. BRM32114 e M. oryzae avirulento contra brusone do arroz.

3) Verificar modificagdes estruturais por microscopia de luz in situ em folhas de arroz

induzidas com M. oryzae avirulento.

4) Verificar o antagonismo entre as respostas de defesa desencadeadas por ASM e JA,

como os mecanismos de defesa interagem e seus efeitos no controle de M. oryzae.
5) Comparar o perfil dos transcriptomas de plantas de arroz induzidas com Serratia

sp., M. oryzae avirulento e M. oryzae virulento observando os genes diferencialmente

EXPressos em cada um desses tratamentos.
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REVISAO DE LITERATURA

A cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa) ¢ a fonte de 20% de calorias e 13% das proteinas
consumidas no mundo para cerca de trés bilhdes de pessoas da populacdo mundial,
sendo a base da alimentacdo de metade da populagdo mundial, sendo, portanto, uma
cultura com grande importancia na manutencdo da seguranca alimentar a nivel mundial
(FAO, 2013). O consumo do arroz cereal tende a aumentar a medida que a populagéo
cresce, porém a sua producdo ndo sobe na mesma proporcdo e em alguns locais
decresce, principalmente devido a reducdo da area plantada e a queda na produtividade.
Uma das causas é a ocorréncia de doencgas. Ha estimativas de que a producao deve ser
dobrada até 2050 para atender a demanda populacional por este alimento (Khush, 2005).

A cadeia orizicola de producdo movimenta anualmente cerca de R$ 4 bilhGes ao
ano no Brasil, representando 11% do total da producdo agricola brasileira. A
produtividade média do arroz no pais é aproximadamente 7 ton/ha (IBGE, 2012) e
espera-se um crescimento de 7,2% da producdo nos proximos dez anos (MAPA, 2015).
O cultivo do arroz no Brasil é feito sob dois sistemas: arroz irrigado e arroz de terras
altas. O primeiro € cultivado principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Mato Grosso, Maranhdo e Tocantins, sendo o irrigado o sistema com a maior
producdo e produtividade; o segundo é cultivado majoritariamente na regido centro-
norte (CONAB, 2015). O sistema de producédo de arroz de terras altas vem aumentando
sua porcentagem na producdo orizicola nacional, espalhando e aumentando sua area de
cultivo no centro-oeste, norte e nordeste do Brasil (Crusciol et al., 2005). Menores
custos de producdo, gasto de eletricidade e consumo de dgua sdo algumas vantagens que
este sistema possui sobre o cultivo irrigado, porém, o arroz de terras altas possui uma
baixa resposta a adubacdo. Isso é devido a problemas de desenvolvimento inicial e
crescimento da planta, principalmente em areas de cultivos sucessivos, além da alta
ocorréncia de doencas, resultando numa baixa produtividade quando comparado ao
arroz irrigado (Filippi et al., 2012).

Brusone

Entre as doencas do arroz, a brusone, cujo agente etiologico € o fungo
Magnaporthe oryzae, & um dos principais fatores limitantes dessa cultura. Essa doenca é
comum a todas as regides produtoras do mundo, e em anos de epidemias severas, as

perdas podem chegar a 100%. A brusone ocorre em todos os estadios fenoldgicos da
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planta de arroz. Os sintomas nas folhas iniciam-se com o aparecimento de lesGes
necréticas elipticas, geralmente com o centro cinza, onde ocorre a esporulacdo do
fungo, e borda marrom, podendo coalescer & medida que crescem, levando a morte as
folhas infectadas. Os sintomas sdo encontrados também em outras partes das plantas,
como o0s nds, entrends e paniculas, potencializando as perdas (Prabhu et al., 2002;
2009).

M. oryzae é um patdgeno hemibiotrofico pertencente ao Filo Ascomycota. Tem
como anamorfo o hifomiceto moniliaceo Pyricularia oryzae. Suas hospedeiras sdo
majoritariamente da familia Poaceae. M. oryzae é utilizado como organismo modelo
para investigacdo de interacdo planta-fungo. Isso ocorre devido a sua importancia
econdmica, pelo fato de seu genoma bem como do arroz terem sido sequenciados e
pelas caracteristicas bioldgicas do préprio patégeno (Richard et al., 2009). O fungo
pode atacar a planta de arroz em todos 0s seus estagios de desenvolvimento, podendo
infectar folhas, caules, nés e paniculas. O conidio do fungo se adere a superficie da
planta por meio de uma mucilagem no apice do conidio, prendendo-o0 na hospedeira e
emitindo um tubo germinativo. Esse tubo dilata-se na ponta, forma uma parede celular
mais espessa e entdo diferencia-se num apressorio. O apressorio comeca a acumular
melanina, cria a pressdo de turgor, aumenta a pressao sob a superficie foliar, e emite
uma hifa de penetracdo (peg), que perfura a cuticula permitindo a entrada do fungo na
epiderme foliar. A colonizacdo inicia-se com as hifas invasivas que produzem
haustérios que invaginam na membrana plasmatica das células da hospedeira. O
movimento célula-a-célula. pode iniciar-se por meio dos plasmodesmos. As lesdes
tornam-se visiveis entre 72 e 96 horas apds a penetracdo e a esporulacdo ocorre
principalmente em condicdes altas de umidade. O seu desenvolvimento na planta inicia-
se por meio de uma colonizacao intercelular, com a formacdo de haustorios nas células
das hospedeiras. Com a morte das células colonizadas, o fungo passa a nutrir-se de
células mortas, iniciando-se a fase necrotrofica da colonizacao (Wilson & Talbot, 2009;
Dean et al., 2012).

Atualmente, o controle da brusone é baseado no manejo que integra o controle
qguimico, a resisténcia genética e os tratos culturais. No Brasil, 41 produtos estdo
registrados no Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Os
principais grupos quimicos sdo os triazol, estrobirulina e benzotiazol (AGROFIT,
2016). O uso de defensivos requer uma aplicacdo constante e 0 melhoramento genéetico

necessita da disponibilidade de genes e ambos os métodos de controle sdo limitados a
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um ou poucos patogenos. A resisténcia genética visa minimizar as perdas causadas pela
brusone. E uma estratégia considerada social, econdmica e ecologicamente correta e ao
longo dos anos tem-se obtido cultivares resistentes por meio de técnicas de
melhoramento convencional. Entretanto, cultivares de arroz geneticamente melhoradas
para resisténcia a brusone, ndo apresentam resisténcia estavel, quando plantada em larga
escala, causando descrécimos na produtividade (Ou et al., 1980). A duragdo da
resisténcia de um determinado cultivar dependera da velocidade e facilidade que o
fitopatdgeno seja capaz de produzir novos patotipos (Parleviet & Zadoks, 1977), o que
acontece de forma muito rapida quando se trata de M. oryzae, quando comparados com
outros patdgenos. O seu teleomorfo encontrado na natureza somente no centro de
origem do arroz no sudeste da Asia, porém, mutacdes e recombinacdes génicas
parassexuais sao 0s principais eventos responsaveis pela alta variabilidade deste
fitopatdgeno (Dean et al., 2012).

Mais de 90 genes de resisténcia (R) para M. oryzae ja foram identificados
(Monaco et al., 2013), entretanto, embora esfor¢cos tenham sido feito para o
desenvolvimento constante de novas cultivares resistentes, utilizando vérios alelos de
resisténcia como fonte para o melhoramento, o desafio do controle ainda permanece. Os
conhecimentos sobre a interacdo patdgeno-hospedeiro constituem-se num recurso
eficiente nos estudo do processo infeccioso ajudando a esclarecer os acontecimentos do
ciclo patogénico, antes, durante e apds o estabelecimento da infeccdo, elucidando os
eventos morfoldgicos e fisiologicos da patogénese. Isso possibilita um aumento na
eficiéncia dos métodos de controle (Richard et al., 2009). A genémica permitiu obter-se
um conhecimento mais amplo em relagdo aos genes envolvidos na resisténcia a brusone.
Esta ferramenta possibilita explorar mais detalhadamente a complexidade dos
mecanismos de defesa da planta, gerando perspectivas de novas estratégias de manejo
(Monaco et al., 2013).

Neste contexto, a inducdo de resisténcia, que € a ativacdo de mecanismos de
defesa da propria planta, surge como uma alternativa no controle desta doenga,
entretanto, para fazer uso dessa ferramenta, € necessario que se conhega 0s mecanismos
envolvidos na interacdo entre patdgeno e hospedeira (Van der Ent et al., 2009). Do
ponto de vista ambiental, induzir a defesa de plantas € uma forma mais atrativa e
inteligente quando comparada com controle quimico, deixando que o hospedeiro se
proteja através de seus proprios mecanismos contra uma ampla gama de fitopatdgenos,

de forma duradoura. O uso de defensivos ainda é, contudo, uma alternativa usada no
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controle da brusone (Schwan-Estrada et al., 2008; Raj et al., 2012). E provavel que a
resisténcia induzida contra doencas através de ativadores quimicos ou por outros meios
se torne um componente importante dos programas de manejo de doencas,
particularmente nos casos onde os métodos atuais de controle mostram-se pouco
efetivos, bem como no controle de doencas de pds-colheita envolvendo sementes, gréaos,
frutas e vegetais. Obviamente, um dos resultados dessa nova tecnologia devera ser a
diminuicdo no uso dos agrotoxicos tradicionais, o que vem de encontro com a
preocupacdo mundial no tocante a preservacdo do meio ambiente e a reducdo da
poluicdo, tornando-se uma importante ferramenta para uma agricultura sustentavel (Van
der Ent et al., 2009; Walters et al., 2013).

Inducéo de resisténcia

Plantas possuem mecanismos eficientes de defesa que permanecem latentes e
sdo ativados por agentes indutores, tais mecanismos sdo conhecidos como pds-
formados. A deposicdo de materiais que reforcam as barreiras fisicas celulares como
lignina e calose, o acumulo de fitoalexinas e aumento da producdo de proteinas
relacionadas a patogénese sdo considerados mecanismos pés-formados de defesa.
Mesmo quando suscetiveis, esses mecanismos sdo capazes de retardar ou até mesmo
impedir que a infeccdo se estabeleca. Compostos antimicrobianos desempenham um
papel importante nos mecanismos de defesa da planta. Inducdo de defesa envolve a
ativacdo de mecanismos mdltiplos que incluem o aumento da atividade de proteinas
relacionada a patogénese (PRP) e um aumento no nivel de horménios de defesa como
acido salicilico (SA) e acido jasmonico (JA). O aumento do nivel de tais hormonios é
frequentemente relacionado com um ataque por patdgenos. Esses aumentos dependem
do fitopatdgeno, visto que cada hormoénio age na resisténcia contra uma dada gama
patdgenos e os papéis de diferentes horménios variam de acordo com a interacdo planta-
patdégeno (Verhagen et al., 2006; Mengiste, 2012; Walters et al., 2013; Pieterse et al.,
2014).

Quando atacadas, plantas sdo capazes de aumentar sua resisténcia e essa
condicdo é referida como resisténcia adquirida ou induzida (Verhagen et al., 2006). A
inducdo de resisténcia em plantas é organizada em dois tipos: resisténcia sistémica
adquirida (SAR) e resisténcia sistémica induzida (ISR) (Figura 1). SAR pode ser
desencadeada apds uma infeccdo local ou em diferentes pontos, estendendo-se para

partes da planta distante do local de infeccdo, podendo ser induzida por patdégenos e por
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moléculas quimicas (Zhu et al., 2003; Vlot et al., 2009; Walters et al., 2013). A
inducdo da SAR é acompanhada pela producdo e acimulo local e/ou sistémico do &cido
salicilico (SA) e que ativam genes relacionados & patogénese (PR-genes) que por sua
vez, se expressam através da sintese de proteinas relacionadas a patogénese (PRP) (Van
Loon & Van Strien, 1999; Vlot et al., 2009). Plantas possuem um mecanismo rapido e
efetivo contra patdgenos biotroficos, que previne a disseminagdo da infec¢do causada
por fitopatdgenos; este mecanismo é conhecido como reagdo de hipersensibilidade
(HR). A HR é um processo que culmina numa morte rapida e programada das células
que circundam os sitios de infeccdo, restringe a colonizagédo pelo patdgeno dos tecidos
sitio de infecgdo e vizinhas a ele e impede o estabelecimento da doenca. Esta reacéo se
dé& por meio da expressdo de genes de defesa, producdo de moléculas antimicrobianas,
sintese de lignina e principalmente pela explosdo oxidativa, que é a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Camejo et al., 2016), sendo este mecanismo, que
pode ser observado em plantas induzidas, um indicador classico de indugdo de
resisténcia (Kunstler et al., 2016).

Microrganismos benéficos do solo podem induzir uma imunidade sistémica
similar a SAR. Este fenbmeno é chamado de inducdo de resisténcia sisttmica (ISR).
Em contraste com SAR, ISR pode ser ativado por microrganismos nao-fitopatogénicos
como rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) (Raj et al., 2012) e
fungos (PGPF) (Campos-Soriano et al., 2012) e é regulada por vias de sinalizacdo
dependentes de jasmonatos e etileno (Pieterse el al., 2014). Lipopolissacarideos sdo
exemplos de elicitores de PGPRs que podem desencadear respostas de defesa em
plantas. Xilanases, celulases e outras proteinas enzimaticas, bem como o pepitideo Sm1
produzido por Trichoderma virens sdao exemplos de elicitores produzidos por PGPF
(Pieterse et al., 2014). Estes microrganismos induzem a resisténcia e protege ndo s as
raizes como também érgdos distantes por ela colonizados e podem exibir mecanismos
antagdnicos contra fitopatdgenos, como competicdo por nicho e nutrientes, além de
promover o crescimento (Babalola, 2010; Matilla et al., 2010). A promogédo de
crescimento pode ser atribuido a producao de horménios de crescimento bem como um
aumento da disponibilidade de nutrientes limitados no solo como P, Fe e N, com o
metabolismo do N possuindo papel de destaque no crescimento e em infec¢cdes (Bolton
& Thomma, 2008). Além da resisténcia basal que age nos sitios de infeccdo, as
hospedeiras aumentam niveis de hormonios sinalizadores e aumentam também a

expressdo de genes de defesa em locais distantes dos sitios de infec¢do. Fortificagdo e
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espessamento da parede celular, formacéo de papilas, producdo de compostos fenolicos
e de espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo algumas das mudancas observadas em
plantas que estdo no estado de ISR (Raj et al., 2012), onde hormdnios vegetais como
acido jasmonico (JA), etileno (ET) e &cido abscisico estdo envolvidos (Pieterse et al.,
1998; Mengiste, 2012; Pieterse et al., 2014).

Apesar de SAR e ISR serem fenotipicamente semelhantes, conferindo as plantas
uma protecdo sistémica contra uma gama de patdgenos, elas sdo reguladas por
diferentes tipos de vias de sinalizacdo. Embora SAR e ISR fornecam as plantas uma
protecdo contra diferentes tipos de patdgenos, o seu alcance pode ser diferente
dependendo do tipo de colonizacdo do patdégeno (Van der Ent et al., 2009). Sinalizacao
feita por SA ativa resisténcia contra patégenos biotréficos e hemibiotroficos. Ja a
combinacdo JA-ET ativa a defesa contra patégenos com estilo de nutri¢cdo necrotrofico
(Glasebook, 2005). Essas vias de sinalizacdo sdo antagbnicas. Resisténcia contra
patdgenos biotréficos/hemibiotréficos sdo frequentemente relacionados com um
aumento na suscetibilidade a patdgenos necrotréficos e niveis elevados de resisténcia a
patdgenos necrotroficos estdo associados com uma maior suscetibilidade das
hospedeiras ao ataque de patégenos biotréficos e/ou hemibiotréficos (Van der Ert et al.,
2008; Segarra et al., 2009; Shetty et al., 2012). A contribuicdo desses hormdnios na
relacdo patdgeno-hospedeiro é crucial para uma possivel patogénese (Robert-Seilaniantz
etal., 2011).

A maioria dos estudos de indu¢do com microrganismos benéficos sdo associados
com JA/ET (Van Lon & Bakker, 2006), entretanto, varios trabalhos apontam o
envolvimento de ndo-fitopatdgenos induzindo resisténcia utilizando SA como via de
sinalizacdo (Conn et al., 2008; Rudrappa et al., 2008; Pieterse et al., 2014). Sabe-se que
0 acido salicilico estd associado a SAR, entretanto, ha evidéncias que ha outros
horménios envolvidos nesta via de sinalizagdo. Verbene et al. (2003) demonstraram que
para 0 comec¢o da SAR em tabaco, o etileno é requerido para desencadear 0 processo de
inducdo via SA contra infecgdo por Tobbaco Mosaic Virus. Trabalhos feito por Truman
et al. (2007) mostraram que mutantes de Arabidopsis thaliana nos genes (sgtlb, opr3 e
jinl) envolvidos na via de sinalizacdo de jasmonatos foram incapazes de manifestar
SAR quando inoculadas com Pseudomonas syringae pv. tomato avirulentas. Por outro
lado, mutantes dos genes jarl, eds8 e coil, todos envolvidos com a sintese de JA,

submetidos ao mesmo tratamento, foram capazes de desencadear SAR (Pieterse et al.,
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1998; Attaran et al., 2009). Isso sugere que JA esta envolvido no desenvolvimento de
SAR, mas seu papel exato em SAR ainda néo foi elucidado (Van der Ent et al., 2009).
A proteina NPR1 (Nonexpressor of Pathogenesis-Related Genesl) é citada como
crucial na inducéo de resisténcia, tendo um papel chave nas respostas de SAR (Delaney
et al., 1995; Jiang et al., 2009; Sugano et al., 2010) e ISR (Pieterse et al., 2000;
Mengiste, 2012) (Figura 1). Plantas demonstraram ser mais suscetiveis ao ataque de
patdgenos quando a expressao do gene NPR1 (também conhecido como NIM1 ou SAI1)
se mostrava reprimida (Delaney et al., 1995). Por outro lado, a superexpressdo do NPR1
ou de genes andlogos aumentou a resisténcia ao ataque de patdgenos (Sugano et al.,
2010). A ativacdo da NPR1 ocorre através da reducdo de uma forma oligomérica
citoplasmatica em uma forma monomérica. A forma monomérica é entdo transferida
para 0 nucleo para a ativacdo dos PR-genes (Mou et al., 2003). Estudos revelaram que
essa proteina regulatéria desempenha papéis diferentes na regulacdo da inducdo de
resisténcia mediada por SA ou JA/ET (Leon-Reyes et al., 2009). Mutantes do gene nprl
em Arabidopsis foram incapazes de ativar a ISR quando inoculadas com a PGPR
Pseudomonas putida LSW17S (Ahn et al., 2007). A expressdo de PR-genes
dependentes de SA ¢ atribuido ao gene NPR1 que regula positivamente a SAR (Sugano
et al., 2010) entretanto, na ISR os genes PR ativados ndo sdo 0s mesmos que S&o
diferencialmente expressos na SAR (Mengiste, 2012; Pieterse et al., 2014).
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Figura 1. Vias de transducdo de sinais relacionados com SAR e ISR.
O genoma do arroz possui mais de 100 genes WRKY, genes envolvidos na

regulacdo de genes associados a resisténcia do arroz a M. oryzae e/ou Xanthomonas
oryzae pv. oryzae, genes estes ativados via SA e regulados por NPR1 (Berry et al.,
2009; Abbruscato et al., 2012) e também estdo envolvidos no equilibrio entre as
respostas de defesa dependentes de JA e SA. A aplicacdo de Glomus intraradices, um
fungo formador de micorriza arbuscular em plantas de arroz, ativaram sistemicamente
os genes OsNPR1, dependente de SA, e OsJAmyb e OsMPK7, estes ultimos
dependentes de JA (Campos-Soriano et al., 2012). O gene NPR1 quando ativado via
SA, inibe as respostas génicas desencadeadas via MeJA (metil-jasmonato), interferindo
nos octadecandides, moléculas envolvidas em ISR via JA (Mao et al., 2007). Trabalhos
mostram que (ET) media o efeito-cruzado entre MeJA-AS, através de uma interagcao
com NPR1 de uma maneira que varia dependendo da sua concentracdo (Leon-Reyes et
al., 2009). O aumento do ET causado por herbivoria tem sido observado com uma

producdo simulténea de JA resultando numa elicitagdo de genes ativados por JA (Diezel
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et al., 2009). O contrario disso tem sido proposto: quando patdégenos ou herbivoros ndo
induzem um aumento de ET, o &acido salicilico atua inibindo a expressdo de genes
ativados por JA por mecanismos independentes de NPR1. Mecanismos dependentes ou
ndo de NPR1 que atuam suprimindo as expressdes de genes mediados por JA, podem
deixar a planta numa condicao de suscetibilidade em relacéo a herbivoria e ao ataque de
patdgenos necrotréficos (Leon-Reyes et al., 2009). NPR1 sdo também reguladores, em
varias espécies de plantas, dos fatores de transcricdo WRKY que estdo envolvidos na
ativacdo de SAR via SA. Plantas de arroz geneticamente modificadas que
superexpressaram WRKY45 foram resistentes a X. oryzae pv. oryzae e a M. oryzae,
patdgenos biotroficos e hemibiotroficos respectivamente, entretanto, essas mesmas
plantas se mostraram suscetiveis quando inoculadas com o patégeno necrotrofico
Rhizoctonia solani (Shimono et al., 2012).

Todo mecanismo de resisténcia que a planta emprega contra um determinado
patdgeno ou estresse abidtico, é controlado pelo material genético tanto da planta
hospedeira quanto do patdgeno. O reconhecimento é realizado por produtos dos genes
de resisténcia da planta. A resposta de resisténcia sistémica € iniciada quando ocorre o
reconhecimento dos indutores quimicos e/ou dos microrganismos, patogénicos ou nao
(Van der Ent et al., 2009). Estes microrganismos sdo reconhecidos pela planta,
majoritariamente, através de componentes da superficie microbiana de suas células, tais
como B-1,3-glucana, flagelinas (proteina constituinte de flagelos) e Lipopolissacarideos
(LPS). As plantas possuem receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) desses
sinais na sua membrana plasmatica que reconhecem essas estruturas microbianas
(Faulkner & Robatzek, 2012). Coletivamente, estes componentes reconhecidos pelas
plantas sdo chamados de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) e a
microrganismos (MAMPs) (Schwessinger & Zipfel, 2008; Kishi-Kaboshi et al., 2010;
Yang et al., 2015). Quitina (Miya et al., 2007), peptideoglicano (Wilmann et al., 2011)
e fatores de elongacdo bacterianos (Zipfel et al., 2006) s&o os padrdes moleculares. Os
padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), como peptideos de plantas ou
fragmentos da parede celular produzidos durante ataques de patdgenos, sdo fatores
também reconhecidos pelos PRRs (Monaghan & Zipfel, 2012). PAMP sdo reconhecidas
por PRRs em plantas, que por sua vez, engatilham mudancas fisioldgicas nas plantas em
resposta a este estimulo, resultando numa imunidade ativada por PAMP (PTI — PAMP-
triggered immunity). Sdo exemplos de uma resposta PTI o0 aumento no nivel de célcio e

de EROs, bem como a ativacdo de quinases dependentes de célcio e proteinas ativadas
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por mitdogeno (CDPKs e MAPKS, respectivamente), levando a uma reprogramacao
massiva na transcri¢cdo de genes (Boller & Felix, 2009). Essa interagdo molecular ndo
raro ocorre de uma maneira especifica entre cultivar da planta e estirpe do patdgeno e €
descrita como fator de aviruléncia (avr) do patégeno que por sua vez é reconhecido por
genes de resisténcia das hospedeiras. A supressao da PTI juntamente com a producdo de
efetores do patégeno ativa outros mecanismos de defesa da planta. Este fenbmeno é
conhecido por imunidade ativada por efetores (ETI) (Figura 2). Quando h& este
reconhecimento, um processo de HR pode ser iniciado (Coll et al., 2010). Varios
MAMPs produzidos por microrganismos benéficos como PGPRs tém sido
identificados, estando envolvidos no comeco de ISR. Quando este estado de indugédo das
plantas é desencadeado por microrganismos, ele recebe o nome de imunidade ativada
por MAMP (MTI) (Bakker et al., 2007; Kishi-Kaboshi et al., 2010; Pieterse et al.,
2014).

A PRRs ; ex: bactéria
®

Célula da planta

-

Reguladores negativos P/DAMPs ® Moléculas efetoras gllplahzagao inicial de
| Dominio de ? Proteinas R — Feedback PTI
reconhecimento HEnas — Atividade do efetor

: B Dominio transdutor ? i — Sinalizagio ETI
PAMP-triggered ini utor ? desconhecida c
immunity

X: bacteria
B PRRs
P/DAMPs
Célula da planta
.
Reguladores negatlvos @
® ®
- \I— s o’

> _J_’__"\\‘Z\ \
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Schwessinger & Zipfel, 2008. Adaptado

Figura 2. Esquema da ativacédo da defesa por patdgenos - PTI (A) e por efetores - ETI

(B).
32



Trabalhos utilizando mutantes com os sinais de transducédo e resposta de defesa
defeituosa tem fornecido dados relacionados com a regulacdo da resisténcia de varias
plantas a diferentes patogenos (Berrocal-Lobo & Molina, 2008). Assim como em outros
patossistemas, sabe-se pouco sobre a dindmica do transcriptoma de defesa da planta de
arroz quando induzida. Nos anos 90 e inicio do século XXI, utilizava-se a tecnologia de
microarray para analise de expressdo g@énica via hibridizacdo, identificando
simultaneamente varios transcritos e genes diferencialmente expressos, entretanto, €
necessario um conhecimento prévio destes genes (Zhu et al., 2013). A tecnologia de
Next-Generation Sequencing (NGS) fornece uma estratégia eficiente para analise de
transcriptomas. O sequenciamento do RNA € uma ferramenta de sequenciamento em
larga escala para andlises de transcriptomas e, diferente do metodo de microarray que
hibridiza os transcritos de interesse, sequencia diretamente os transcritos presentes no
material em estudo, sendo essa tecnologia bastante sensivel e pode detectar transcritos
pouco expressos. Solexa-Illumina® e SOLiD-Applied Biosystems sdo exemplos de
plataformas utilizadas em estudos com a tecnologia NGS. A escolha da plataforma NGS
depende, por exemplo, da natureza do experimento e do tamanho das sequencias a
serem sequenciadas (Zhu et al., 2013b; Zhu et al., 2013).

E necessario um melhor conhecimento do papel que os horménios de defesa SA,
JA e ET e outros componentes das vias de defesa desempenham no patossistema O.
sativa-M. oryzae entendendo o envolvimento destas vias de sinalizagdo a fim de melhor
explorar a indugdo de resisténcia, aplicando estes conhecimentos em condi¢des de

cultivo no campo para o controle sustentavel da brusone do arroz.
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Evaluation of rhizobacteria in upland rice in Brazil: growth promotion and induced
defense responses interaction against leaf blast (Magnaporthe oryzae)
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Abstract

Blast and initial vigor of upland rice plants are the main challenges this crop
faces in Brazilian no-tillage systems. The aim was to evaluate the growth
promotion and defense responses against Magnaporthe oryzae in rice plants
treated with rhizobacteria Bacillus sp. (BRM 32110) and Serratia sp. (BRM
32114) and to identify the causes of variance related to induced resistance
effectiveness. Seeds of rice were microbiolized, and 14 days after emergence
the soil was drenched with rhizobacteria suspensions. Growth promotion was
evaluated by root and shoot biomass, root and shoot length, foliar area and
nitrate reductase (NR) activity. The defense response was evaluated by
quantification of rice blast severity (RBS), disease progress, pathogenesis-
related proteins (PRP) activity, and contents of salicylic acid (SA). Length
and biomass of roots and shoots and foliar area of plants treated with BRM
32114 isolate increased, however, the NR activity was 43% lower, compared
to control. Both isolates reduced severity and disease progress. Principal
component analyses showed that RBS, B-1,3-glucanase (GLU), Peroxidase
(POX) and Phenylalanine ammonia lyase (PAL) were the main sources of the
first components of variance, while lipoxygenase (LOX) and SA were the
main sources of the second components and were negatively correlated.
Serratia sp. isolate BRM 32114 can be used as a growth-promoting agent and
has potential to induce resistance in rice plants. Results suggest that the
interaction among levels and timing of activity of PRPs and the levels of SA

play an important role in the defense responses against M. oryzae.

Keywords: rice blast, growth-promotion, induced resistance, pathogenesis-

related proteins, hormonal cross-talk.

1. Introduction

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) are beneficial
microorganisms that inhabit the soil and actively participate in the nutritional
dynamics of the soil. They influence the quality of ecosystems, making them
important allies of sustainable agricultural production (Spaepen el al., 2009;

Bhattacharya and Jha, 2012). PGPR increases the availability of nutrient
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synthesizing siderophores, stimulate the growth of roots and shoots
(Nascimento et al., 2014) through the production of plant hormones such as
auxin, cytokinins and gibberellins (Spaepen el al., 2009), and protect the
plants against pathogen attack (Anith et al., 2004; Baysal et al., 2008; Mirik et
al., 2008; Filippi et al., 2011).

Rhizobacteria act against pathogens through the production of
antimicrobial compounds (Bhattacharya and Jha, 2012), competition for
space and nutrients, and resistance induction (IR) (Lugtenberg and Kamilova,
2009). Contact between the plant and rhizobacteria activates the defense of
the plant, which is called induced systemic resistance (ISR) (Kuc, 1982). In
ISR, the plant shows increased production of reactive oxygen species (ROS),
activity of proteins related to pathogenesis (PRP) and accumulation of
phytoalexins as well as callose and lignin deposition in the plant cell wall.
Many of these responses are regulated by cross-communication between plant
hormones, such as salicylic (SA), jasmonic (JA) acid and their derivatives,
and the central roles they play in defense responses (De Vleesschauwer et al.,
2013).

Rice is one of the most important crops in the world and is a staple
food for over half the world's population (Zeigler and Barclay, 2008). The
cultivation of upland rice, or aerobic rice, has expanded in Brazil and is
growing in global importance due to reduced availability of water resources
and increases in industrial and human consumption (Nascente et al., 2011).
However, two challenges facing increased upland rice yields are the low
response of cultivars to nitrogen fertilization (Nascente et al., 2011; Lanna
and Carvalho, 2013) and the high incidence of diseases (Ou, 1987). Rice blast
caused by the fungus Magnaporthe oryzae is the major disease affecting this
crop and is a huge threat to food security worldwide (Wilson and Talbot,
2009; Fisher et al., 2012).

A susceptible rice crop may be infected by M. oryzae in the vegetative
and reproductive phases. In the vegetative stage, the lesions increase in size
and number, reducing the photosynthetic area of the plant. The panicles may
also be infected, preventing grain filling and causing serious consequences for

production (Jeon et al., 2007; Talbot, 2003). When weather conditions are
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favorable for disease development, losses caused by the blast can reach 100%
of the crop, even in cultivars with resistance genes (Prabhu et al., 2009).

Although genetic resistance of the host is the most viable and
economically practical, it may no longer be effective after a few crop cycles,
rapidly being overtaken due to the emergence of new races of pathogens. In a
sustainable scenario for agriculture, control of rice blast requires integrated
methods for effective and environmentally friendly control by reducing the
use of pesticides (Ou, 1980). In this sense, beneficial rhizobacteria emerge as
an alternative to agricultural inputs like fertilizers and pesticides for growing
rice and allow for a reduction of environmental and health risks (Ahemad and
Kibret, 2014).

This study aimed to investigate the effect of the PGPRs, BRM 32110
and BRM 32114 in growth promotion and leaf blast suppression, to analyze
the interactions among relevant variables, and to understand the network of
defenses of upland rice plants.

2. Material and Methods

Two experiments were conducted in order to evaluate growth
promotion: one in laboratory and one in greenhouse. The third was conducted
in greenhouse and quantified the suppression of leaf blast as a result of
increases in the activity of enzymes and hormone levels related to plant
defense.

2.1. Growth promotion

Shoot and root length data were obtained 10 days after sowing, and
root and shoot biomass and nitrate reductase activity (NR) were recorded 24
days after emergence (DAE). The experimental units were outlined in a
randomized complete block design with ten repetitions per treatment. Ten

plants per treatment were evaluated.

2.1.1. Rhizobacteria BRM 32110 and BRM 32114 suspension

47



132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165

Rhizobacteria used in this study were isolated from rhizosphere of rice
fields of cultivar BRS Primavera in Paragominas City, PA, Brazil in the first
year of planting. These rhizobacteria isolates belonged to the Multifunctional
Microorganisms Embrapa Rice and Beans Collection and were labeled as
BRM 32110 (Bacillus sp.) and BRM 32114 (Serratia sp.), GenBank
accession numbers KX378746 and KX378747, respectively. An aliquot of 30
pL of each PGPR isolate was spread utilizing a Drigalsky handle in Petri
dishes containing 523 culture medium (Kado and Heskett, 1970) and
incubated at 28°C for 24 h. The bacterial suspension was scratched from
plates, suspended in destiled water and adjusted to 600 nm (A600 = 0.1,
corresponding to 10® CFU per mL) absorbance.

Seeds of upland rice cultivar BRS Primavera were sequentialy
sterilized with 70% ethanol (for three min) and 2% hypochlorite (for one
min), rinsed with sterile and distilled water, dried, microbiolized (dipped in
bacterial suspension and shaken - 150 rpm for 24 h) and dried at room
temperature prior to planting.

The treatments to evaluate growth promotion consisted of seeds
microbiolized with BRM 32110 and BRM 32114 plus a negative control
(seeds microbiolized with distilled water).

2.1.2. Length of rice plants

Rice seeds were sown into 9 ml test tubes containing water-agar (0.8%
w/v). Tubes were placed in germination chambers at 28°C and 12-hour
photoperiod. The root and shoot length were measured utilizing a caliper ruler
ten days after sowing. Ten tubes of each treatment were measured. Each
assay tube contained a seed and constituted an experimental unit.

2.1.3. Root and shoot biomass, foliar area and nitrate reductase activity

Seeds were sown in plastic trays (15 x 30 x 10 cm) containing 3 kg of
fertilized soil (5 g of 5-30-15 NPK mix + 1 g of Zn and 1 g of (NH4),SO,).
Three trays were used per treatment. Each tray was composed of eight lines

and each line consisted of 10 plants, totaling 80 plants per tray. They were
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kept under greenhouse conditions (28°C, 60% relative humidity and 12-hour
photoperiod).

Twenty one days after sowing, ten plant of each treatment were
collected. Shoots and roots were removed and washed in running water,
separated, placed in envelopes and dried in an oven at 70 °C. After 72 h,
samples were weighed, and biomass was quantified. The foliar area was
estimated using a digital scanner and performed immediately after collecting
the leaves.

The determination of NR activity was performed according to
Jaworski (1971) methodology with modifications. Fragments of rice leaves of
approximately 0.5 cm? were prepared for in vivo testing of NR activity. The
cut tissue was weighed (50 mg), transferred to microcentrifuge tubes and then
added to 750 pL of incubation solution (phosphate buffer 0.1 mol L™, pH 7.5,
2-propanol (2%, v / v) and potassium nitrate 0.02 mol.L™). After 35 min of
incubation, the samples were taken to a water bath (100 ° C for 5 min) and
then cooled. Five hundred microliters of sulfanilamide (1%) and 500 uL of n-
naphthyl-ethylenediamine (0.02%) were then added, and the samples were
incubated for 20 min. The color intensity of the solution (formation of a pink-
colored complex) was measured at 540 nm in a spectrophotometer.
Calibration curves were obtained from a standard stock solution (100 umol.L
! of NaNO,). The nitrite (NO,) content of the leaves was calculated with
reference to the calibration graph and plotted from the results obtained with
diluted standard solutions containing 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 and
100 pumol L™ of NO,". All treatments were performed in triplicate, and the

NR activity was expressed as umol NO, h* g FW (fresh weight).

2.2. Leaf blast suppression

Suspensions of rhizobacteria BRM 32110 and BRM 32114 were
obtained according to item 2.1.1. Rice plants were drenched with 100 mL of
bacterial suspension 10 DAE. Besides the treatments mentioned in item 2.1.1,
new treatments were added: BRM 32110 + M. oryzae, BRM 32114 + M.

oryzae and M. oryzae (positive control). The experiment was run in a

49



199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225

226
227
228

complete randomized block design with ten replicates and the preparation of

trays and planting was performed as described in item 2.1.3.

2.2.1. Challenge inoculation with Magnaporthe oryzae, rice blast severity

(RBS) assessement and area under the disease progress curve (AUDPC)

The compatible M. oryzae isolate (labeled as 10900) to the cultivar
Primavera was obtained from the Microorganism Multifunction Collection of
Embrapa Rice and Beans. The fungus was pre-multiplicated in PDA (potato-
dextrose-agar) and then transferred into petri dishes containing oat medium
(oat meal 2%, dextrose 1.5%, agar 1.5% wl/v), and incubated under
continuous light at 28°C for colony growth. After 10 days of incubation, the
mycelium of the grown colony was removed utilizing a sterilized glass rod
(Filippi and Prabhu 2001). Next, the plates were maintained in a growth
chamber at 28°C and 99% of humidity for 48 hours. The conidia were
collected with a paint brush and sterilized water and adjusted to a
concentration of 3 x 10° conidia.mL™ using a hemacytometer (Filippi and
Prabhu 2001). Rice plants were challenged in V3 phenological stage (17
DAE) by spraying 20 mL of conidial suspension.

Thirty six plants of each treatment were previously marked to
determine AUDPC. The percentage of leaf area affected by the blast was
assessed using a rating scale from 0 to 82% of the leaf area affected
(Notteghem (1981). The plants were evaluated at 1, 2, 3, 5 and 7 days post-
inoculation (DPI) of M. oryzae under controlled greenhouse conditions. The
AUDPC was calculated based on the leaf blast severity using the trapezoid

formula of disease progress curve with the following equation:

n-1

[C + x21)/2](t; — ti—1)

1=

where x; and x;.; are the means of disease severity at time t;, corresponding to

days post-inoculation; t; and t.; are consecutive evaluation dates, and t; - tj. 1
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is equal to 1. The total AUDPC represents the sum of AUDPC for all plants
evaluated for each treatment.

2.2.2. Determination of the activity of pathogenesis-related proteins and

content of salicylic acid

The collected of shoots were done at 1, 2 and 3 DPI. Ten shoots per
treatment were collected at random to assay the enzymatic activity of
pathogenesis-related proteins. They were immediately frozen using liquid
nitrogen for subsequent use.

Samples were macerated in liquid nitrogen, and the buffer solution
(Trish 10 mM; NaCl [150 mM]; EDTA [2 mM]; DTT [2 mM]; PMFS [1 mM];
Leptin [10 ug.mL™]; Aprotinin [10 pg.mL™]) was added to the samples. The
content of total soluble proteins in the crude extract was measured according
to the methodology of Bradford (1976) with bovine serum albumin (BSA) as
the standard.

B-1,3-Glucanase activity was measured according to methodology of
Pan et al. (1991) by measuring the rate of reducing sugar production using
laminarin as the substrate. Dinitrosalicylic acid (DNA) was used as the
calorimetric agent. Activity of GLU was expressed in units per milligram of
protein (U.mg™). One unit of enzymatic activity was defined as the enzyme
activity catalyzing the formation of reducing sugar that increases the
absorbency of 1 unit of abs per hour.

Lipoxygenase activity was determined according to Axelrod et al.
(1981) using linolenic acid as substrate. 50 ul of rice shoot extracts were
added in 2 mL of linoleic acid solution (10 mM) in phosphate buffer (50 mM,
pH 6.0) (0,1% v/v), at room temperature. The LOX activity was quantified in
a spectrophotometer (A=234 nm).

The activity of phenylalanine ammonia-lyase was measured by adding
50 pl of rice shoot extracts from different treatments in 2 mL of
phenylalanine solution (10 mM) in borate buffer (100 mM, pH 9.0). The
mixture was homogenized and quantified in a spectrophotometer (A= 290 nm)

(Cértes et al., 2008).
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Peroxidase activity was assayed by measuring the rate of 2,2'-azino-
bis (3-erthylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) oxidation, using its own
calorimetric property. One unit was defined as the enzyme activity catalyzing
the formation of 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) that
increases the absorbency of 1 unit of abs per hour (Keesey, 1987).

For SA quantification in rice plants, 200 mg of shoots from each
treatment were macerated and transferred to microcentrifuge tubes (2 mL).
One milliliter of methanol (90%) was added to each well followed by stirring
for 1 minute. The samples were centrifuged at 5000 rpm for 10 minutes and
transferred to a 15 ml Falcon tube. One milliliter of methanol, 2 mL of
trichloroacetic acid (5%) and 2 mL of ethyl acetate, cyclopentane and
isopropanol (50:50:1) were added to each tube. The samples were shaken for
1 minute, and the supernatant was transferred to another tube for
lyophilization. To each tube was added 200 pL of methanol (23%) in acetate
buffer (pH 5.0, 20 mM), which was filtered using a Millipore minifilter (0.45
um). The quantification of SA was carried out using HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) with a 4.8 minute retention time
(Saikia et al., 2006; Meher et al., 2012.)

2.3. Statistical analysis

Statistical analysis was carried out with software SPSS (version 16.0),
and the means were compared with Tukey’s test (p=0.05).

Principal components analysis (PCA) was performed to assess the
multivariate effect of each variable related to plant defense responses and
disease severity. The PCA tested induced resistance variables (PAL, LOX,
GLU, POX, SA) with RBS and DPI. The PCA was performed using Rcmdr
and FactormineR packages from 'R' software 2.15 (R Development Core

Team, Vienna, Austria).

3. Results

3.1. Growth promotion
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Plants treated with Serratia sp. isolate BRM 32114 were superior to
other treatments in all evaluated parameters. There were increases of 41.9%
and 43.4% in root (Fig. 1c) and shoot lengths, respectively, and increases of
46.5% in root biomass and 70% in shoot biomass (Table 1) when compared
to control treatments. The foliar area was 23.64% greater in rice plants treated
with the same isolate. Both PGPR isolates used in this study had no negative
effects on seed germination (data not shown). The NR activity on plants
treated with the isolates BRM 32114 and BRM 32110 were 43% and 62%,

lower than the control, respectively.

FIG. 1

Figl. Root growth of rice seedling 10 days after planting. Seeds were microbiolized
with water (A and D), with isolate BRM 32110 (B and E) and BRM 32114 (C and F)
and transferred to test tubes containing water-agar medium (0.8% w/v) (bar = 5 mm).

3.1. Leaf blast suppression

The positive control treatment presented 35% of the leaf area affected
by blast, which was significantly higher than other treatments (Fig. 2) at 7
days after challenge inoculation (Figure 2). The treatment with Bacillus sp.
isolate BRM 32110 and Serratia sp. isolate BRM 32114 reduced the RBS by
40% and 35%, respectively, compared to the control (M oryzae).

FIG. 2

Fig. 2 Area under the disease progress curve (AUDPC) of three different treatments:
control (diamond): seeds microbiolized and plants drenched with water only and
sprayed inoculated with M. oryzae conidial suspension; BRM 32110 (square): seeds
microbiolized and plants drenched with BRM 32110 suspension and sprayed
inoculated with M. oryzae conidial suspension; BRM 32114 (triangle): seeds
microbiolized and plants drenched with BRM 32114 suspension and sprayed
inoculated with M. oryzae conidial suspension. The bars above and below show
maximum and minimum values of disease severity, respectively. Curves followed by
the same letter are not statistically different by Tukey (p=0,05) test.

3.3. PRPs activity and salicylic acid content in rice plants

3.3.1. In the absence of Magnaporthe oryzae
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There was an increase of GLU activity at 1 and 3 DPI in plants treated
with the isolate BRM 32114 and at 2 DPI in plants treated with BRM 32110
compared to controls (H,O). There was no difference in LOX activity among
the treatments (Table 2). On the other hand, PAL activity was higher in plants
treated with BRM 32110 at 1 DPI. POX activity at 1 DPI was higher in the
controls. However, at 2 and 3 DPI, the highest POX activities were observed
in BRM32110 and BRM 32114 treated plants, respectively.
SA levels were higher in plants treated with BRM 32114 at 1 and 2
DPI. The contents of SA were higher in plants treated with BRM 32110 at 3
DPLI.

3.3.2. In the presence of M. oryzae

Plants that were induced and challenged with the pathogen (BRM
32114 + M. oryzae and BRM 32110 + M. oryzae), presented higher GLU
activity that was significantly different from controls, which were only
challenged with M. oryzae, on the third day (p = 0.05). The LOX activity was
higher in plants only challenged with M. oryzae in every analysis. However,
plants induced with isolate BRM 32114 and challenged by the pathogen
showed an increase in LOX activity from the first to the third rated day (p =
0.05). The control treatment (M. oryzae) showed the highest PAL activity in 1
DPI. In 2 DPI, the greatest activity was observed in treatment BRM 32110 +
M. oryzae, while in the 3 DPI, the highest activity was observed in 32114
BRM + M. oryzae treatment. From 1 to 2 DPI, PAL activity increased
significantly in induced and challenged plants (Table 2) as well as in control
plants (H,O). The POX activity was higher in the M. oryzae treatment at all
times analyzed except in 2 DPI, in which plants that were induced and
challenged presented the same level of POX activity than plants that were
only challenged. Salicylic acid levels in induced plants were higher than in
control plants (H20) in each of the three analyses. At 1 DPI, the plants
treated with BRM 32110 + M. oryzae presented the highest levels of SA.
However, over the next days, the plants induced by BRM 32114 and
challenged by M. oryzae also showed the highest levels of SA.
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Table 1. Length and biomass of roots and shoots, leaf area and Nitrate Reductase activity in leaves of rice plants treated with rhizobacteria BRM 32110 and BRM 32114,

Treatment Root length® Shoot length? Root biomass” Shoot biomass” Foliar area® Nitrate reductase activity®
BRM 32110 70.18 a 43.85a 33.22a 92.3a 11.74a 0.43b

BRM 32114 101.23 b 60.8 b 49b 136.7b 16.84 c 0.65b

H,0 71.34 a 42.4 a 33.44 a 80.4 a 13.62b 114a

!\/Iean values (n = 10). Means followed by the same letter are statistically similar, according to Tukey test (p=0,05).

IETr]nmg'of dry weight;

ccmZ;

dumol NaNO,.h%.g™ FW.

Table 2. proteins related to pathogenesis activity of B-1,3-glucanase (Glu), lipoxygenase (LOX), phenylalanine ammonia lyase (PAL), peroxidase (POX) and salicylic acid
contents (SA), in upland rice plants treated with the rhizobacteria followed, or not, by challenge inoculation with M. oryzae

Treatments

Variables DPI° BRM 32114 BRM 32110 H,O BRM 32114 + M. oryzae BRM 32110 + M. oryzae M. oryzae

1 12.74bC 9.60 aAB 9.92 bAB 10.41 bB 8.85 bA 9.59 bAB
GLU® 2 8.93 aAB 32.57bC 9.62 aAB 9.00 aAB 7.59 aA 11.71¢B

3 19.13¢cC 7.57 aA 10.15 cB 10.05 bB 8.91 bAB 7.78 aA

1 13.1x10° aAB 10.3x10” aAB 22.7x10” aB 7.1x10° aA 10x10™ aA 110x10° cC
LOX"® 2 46.5x10° cD 12.9x10° aBC 48.2x10° bD 14.3x10°° bA 29x10”° bB 37x10° aC

3 29.3x10° bA 60.9x10° bBC 58.6x10° bB 58.7x10° cBC 25x10° abA 69x10° bC

1 12x10° bB 20.6x10° cE 17.2x10° aD 10x10™ aB 5x10” aA 13x10° bC
PAL" 2 23x10° cD 5.6x10° aA 30.1x10° bE 14.4x10° bC 25x10° cD 9.1x10° aB

3 10.4x10° aA 11.6x10° bA 40x10° cB 12x10° aA 11x107° bA 12x10° bA

1 11.96x107% aB 11x22.107% aAB 15.23x10%bC 12.48x107bB 9.97x107 aA 20.91x10%cD
POX" 2 12.02x107% aB 30.23x10 bE 20.52x10% cD 10.46x107% aA 14x40.10%bC 14.65x107% aC

3 26.02x102 bD 11.28x107% aA 13.11x107% aB 13.73x10%bB 10.48x107% aA 16.73x10% bC

1 975.00 cD 881.67 bB 809.33 aA 1040.67 cE 1050.33 cF 906.00 cC
SA° 2 950.00 bD 692.33 aA 938.33 bD 1002.67 bE 846.67 aC 805.67 aB

3 864.67 aB 897.67 cC 809.33 aA 924.00 aD 867.00 bB 806.00 bA
RBS? - - - - 23 A 21 A 35B

Means followed by the same lowercase letters (column) are statistically similar according to Tukey's test (p = 0.05)
.Means followed by the same capital letters (rows) are statistically similar according to the Tukey test (p = 0.05)
® DPI= days post inoculation.
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® eaf blast severity was measured according to a rating scale ranging from 0.5 to 82% of the affected. leaf area.
°U.mg-}, “ng.g-1.
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3.4. Principal component analysis

The principal component analysis showed that the first two components were
responsible for 47.63% (PCA 1) and 23.65% (PCA 2) of the observed variance, making
a total of 71.28% (Fig. 3). We believe that the first and second components provide
sufficient information to support most of the results obtained. The protein variables
related to the pathogenesis, salicylic acid content and leaf blast severity were
responsible for most of the data variance.

The PAL activity was negatively correlated with GLU and POX activity, SA
contents, rice blast severity and days post-inoculation. Much of this variance is
explained by PCA 1. Such correlations indicate that PAL plays a key role in the
metabolic pathways of these defense proteins (GLU and POX) as well as salicylic acid
by getting involved in the early stages of hormone synthesis and in the cascade of
events related to these enzymes. LOX was negatively correlated with SA, indicating that
LOX and SA have antagonistically reciprocal effects upon each other, playing a key
role in the regulation of one another. Both showed a clear influence upon the variance,
and together with the SA, LOX showed a strong association with the second main

component (Table 3).

FIG. 3

Fig. 3 Principal Component Analyses plot with induced resistance variables investigated for
control of rice blast (M. oryzae) by plant growth-promoting rhizobacteria.

Table 3. Correlation matrix of variables related to induced resistance in rice to control rice blast
(Magnaporthe oryzae) by BRM 32114 and BRM 32110 isolates and dimensions of principal
component analysis with significance of p < 0.05.

Variables PCAl PCA2
Rice blast severity 0,86 NS
Days post inoculation 0,858 NS
B-1,3 Glucanase 0,829 NS
Peroxidase 0,691 NS
Phenylalanine ammonia-lyase -0,802 NS
Lipoxygenase NS 0,766
Salicylic acid NS -0,875
Explained Variance 47,63% 23,65%
Cumulative Variance 47,63% 71,28%

NS = not significant at p < 0,05.
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4. Discussion

The results suggested that the isolate BRM 32114 stimulated the growth of
upland rice plants because the length and dry weight of roots and shoots of plants
treated with BRM 32114 were higher than in plants treated with BRM 32110 and
control conditions (water) (Table 1). The gain in size and plant biomass can be
explained due to the characteristics of the isolate 32114 BRM, which synthesizes
indoleacetic acid and solubilizes phosphate (Martins, 2015). Some rhizobacteria have
the ability to produce a variety of biologically active compounds (enzymes, vitamins,
amino acids and plant hormones) that have active stimulating effect on plant growth and
development (Larsen et al., 2009; Filippi et al., 2011; Bhattacharya et al., 2012;
Dawwam et al., 2013). These results are relevant for agriculture and especially for rice
grown in uplands under no-tillage systems with a lower performance and productivity
when compared to flooded rice (Nascente et al., 2011). Statistically, there were no
significant differences between the NR activities among treatments with rhizobacteria;
however, the NR activities were lower than in control plants (Table 1). The NR enzyme
catalyzes nitrate reduction to nitrite and represents the first step in the nitrogen
assimilation pathway in the form of nitrate ions (NO3’) of organic components such as
glutamate (Konishi and Yanagisawa 2011; Nemie-Feyissa et al., 2013). The low levels
of NR activity in microbiolized and watered plants, especially on the treated plants with
BRM 32114, may be attributed to the fact that the presence of rhizobacteria on the
medium promoted N supply in the form of ammonium ions (NH4"), which would
prevent the upland rice plants from expending energy to reduce nitrate. This can be
confirmed with growth data because the plants with the lowest NR values were the ones
that showed the highest values in the analyzed growth promotion parameters (Table 1).

In addition to promoting the growth of plants, PGPRs can help in reducing
disease severity because they produce antimicrobial compounds and/or induce
resistance mechanisms (Son et al., 2014; Qin et al., 2015). In this study, the
development of leaf blast was reduced on the plants treated with rhizobacteria. The
disease progression indicates that treatment of the plants with inducer microorganisms
enable the plant to react against pathogen invasion by activating defense mechanisms
against M. oryzae more efficiently than untreated plants. Similar results were also

reported in rice plants (Filippi et al., 2011), peppers (Son et al., 2014), chickpeas

58



442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475

(Verma et al., 2014) and several other crops (Zaidi et al., 2015), suggesting an inducer
role of PGPR in plant defense mechanisms against various diseases.

The treatment of plants with rhizobacteria resulted in differences in the levels of
PRPs activity and SA content compared to plants that were only challenged with M.
oryzae. The activity of B -1,3-glucanase was higher in plants treated with PGPR and not
challenged with the pathogen. This enzyme belongs to the PR2 class from the PRP
family and is known to inhibit the mycelial growth of a broad range of fungi (Nishizawa
et al., 2003); it also plays a key role in cell division during the passage of cellular
materials by plasmodesmata and during flower formation (Balasubramanian et al.,
2012). Despite the fact that treatments receiving only rhizobacteria had shown an
increase of lytic enzyme activity, in the presence of pathogens, these plants maintained
constant GLU activity levels, with a small change occurring during the evaluation
period. The activity was not significantly different from the positive control (M. oryzae)
except at 3 DPI (BRM 32114 + M. oryzae).

The highest LOX activity was observed at 1 DPI in plants that were only
challenged with the pathogen. In the treatment that presented the lowest rates of RBS
(BRM 32114 + M. oryzae), the increase of LOX activity was gradual and continuous
during the measured periods, with the highest level of activity occurring in the last day
analyzed (Table 2). Similar results were obtained by Hao et al., (2009) when analyzing
defense responses in the same pathosystem. LOX are isoenzymes that catalyze the
oxidation of polyunsaturated fatty acids and are the first enzymes activated in the
metabolic pathway of the defense hormone jasmonic acid (Wang et al., 2008). This
hormone has a key role in plant defense responses against M. oryzae, especially in
necrotrophic phase of colonization, which happens after penetration and initial phase of
colonization (biotrophic) (Dean et al., 2012; De Vleesschauwer et al., 2013).

The PAL activity began to increase in the first 48 hours after challenge
inoculation at 2 DPI. This is important in defense responses because PAL is the first
enzyme of the phenyl-propanoid pathway and has important functions in plants exposed
to environmental stresses and pathogen attacks. It is also involved in the synthesis of
salicylic acid, phenolics and phytoalexins (Minami et al., 1989).

After induction, increases in POX activity were greater in non-challenged plants
than in challenged ones. Only at 1 DPI were POX levels higher in the challenged plants
(Table 2). The activity of enzymes related to oxidative stress may be modified by the

use of rhizobacteria (Garcia-Cristobal et al., 2015), and these differences may be

59



476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509

attributed to the interaction between rhizobacteria and upland rice plants (Bais et al.,
2006).

The leaf blast suppression was observed in rice plants treated with the
rhizobacteria, in the form of low disease rates and higher levels of salicylic acid. It is
well established that SA plays a key role in signaling of defense mechanisms, in rice
and other plants, leading to the increased PRPs activities as well as other biochemical
defense responses, such as the accumulation of phenolic compounds and phytoalexins
(De Vleesschauwer et al., 2013). In this work, the plants with higher salicylic acid
content were not necessarily the plants that presented the higher defense protein
activities; however, they had the lowest disease rates.

Multivariate analysis showed how induced mechanisms involved in defense
responses may contribute to a more effective response against pathogen attacks and thus
prevent or lessen the severity of the disease. Isolates of PGPR with the potential for the
promotion and induction of resistance of rice against M. oryzae have been characterized
as inducing pathogenesis-related protein activities (Filippi et al., 2011) and increasing
defense hormone levels; however, this analysis becomes more complex because other
PRPs are being quantified.

PCA analyses allowed for an exploratory interpretation of many variables
together as only two components summarized 71.28 % of all data variance. The variable
DPI is strongly correlated with increasing disease severity as expected, and with the
increase in POX and GLU activities, which may be attributed to the presence of the
pathogen and the continued progress of the disease (Figure 2). The PAL activity
decreased as the activity of other PRPs in the PCA1 increased. Unlike the PRPs from
PCAL, PAL is not an enzyme that acts directly on the pathogen, but rather is a key
signal in a number of other metabolic pathways and compounds related to plant defense.

Salicylic acid was negatively correlated with LOX (Table 3). This enzyme is the
precursor in the jasmonic acid pathway and is one of the most studied examples of
cross-talk signals between SA and JA (De Vleesschauwer et al., 2013) pathways where
the main interaction between them is antagonistic (Thaler et al., 2012). In rice, SA is
predominantly associated with resistance to biotrophic pathogens, while JA is
associated with defense responses against necrotrophic pathogens (Pieterse et al., 2009;
Robert- Seilaniantz et al., 2011). M. oryzae presents two types of colonization and,
therefore, is a hemibiotrophic fungus (De Vleesschauwer et al., 2013). The colonization

of the plant begins with appressoria formation followed by intercellular colonization in
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host cells. With the death of the colonized cells, the fungus begins to nourish itself with
dead cells, starting the necrotrophic phase of infection (Dean et al., 2012).

In the present study, SA levels were higher in plants treated with rhizobacteria
and challenged with M. oryzae in the first 24 hours and decreased over time, especially
for the treatment BRM 32114 + M. oryzae. This treatment showed a significant increase
in LOX activity on the last evaluation day (3 DPI), suggesting that an increase of JA
content occurs when the content of SA diminishes; an alternative is that JA levels might
trigger the decrease in SA. This demonstrates how essential SA is in the early hours
after onset of infection in this pathosystem and also suggests that other metabolic
pathways such as the jasmonates may be associated with defense responses in this
pathosystem. These results illustrate the complexity of plant defense responses against
pathogen attack and that numerous mechanisms that may be activated in different
periods of infection. Identifying joint actions and their interactions may be the best key

to understanding the defense mechanisms induced by PGPRs.

5. Conclusions

Isolate BRM 32114 showed beneficial effects by increasing root and shoot
biomass, lengths and foliar area in the upland rice cultivar BRS Primavera. Both PGPR
isolates enhanced GLU activity in rice plants. Plants treated with BRM 32114 and
challenged with M. oryzae presented the highest levels of salicylic acid, indicating that
this phytohormone may be used as a biochemical marker to select further resistance
inducers in rice.

The principal component analysis offered an appropriate approach for indicating
the importance of each of the evaluated variables and for establishing the correlation

among them during resistance induction.
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Fig. 2. Area under the disease progress curve (AUDPC) of three different treatments:
control (diamond): seeds microbiolized and plants drenched with water only and
sprayed inoculated with M. oryzae conidial suspension; BRM32110 (square): seeds
microbiolized and plants drenched with BRM 32110 suspension and sprayed inoculated
with M. oryzae conidial suspension; BRM32114 (triangle): seeds microbiolized and
plants drenched with BRM 32114 suspension and sprayed inoculated with M. oryzae

conidial suspension. The bars above and below show maximum and minimum values of

disease severity, respectively. Curves followed by the same letter are not statistically

different by Tukey (p=0,05) test.
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rhizobacteria.
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CAPITULO 2

Inducdo de resisténcia a brusone foliar em arroz por isolados avirulentos de
Magnaporthe oryzae
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Inducdo de resisténcia a brusone foliar em arroz por isolados avirulentos de

Magnaporthe oryzae.

RESUMO

A brusone do arroz é uma doenca de dificil controle devido & alta variabilidade
genética de M. oryzae. A resisténcia raca-especifica é associada com reacdo de
hipersensibilidade e pode induzir respostas de defesa da planta contra patdgenos
virulentos. O objetivo deste trabalho foi estudar os mecanismos de defesa envolvidos na
inducdo de resisténcia (IR) e a interagdo dessas respostas de defesa contra M. oryzae.
Quantificou-se a atividade das proteinas relacionadas a patogénese (PRP) contetdo de
compostos fenolicos (CF), teores de SA, além da identificacdo de modificacdes
histologicas em plantas de arroz induzidas com M. oryzae avirulento (PY10749) e
desafiadas com M. oryzae virulento (PY10900). Suspensédo de conidios de PY10749 foi
pulverizado nas folhas da cultivar de BRS Primavera 48 horas antes do desafio com
PY10900. Comparadas a testemunha, a severidade de brusone foliar (SBF) foi menor
nas plantas induzidas, que apresentaram lesdes tipicas de reacdo de hipersensibilidade.
As atividades de B-1,3-glucanase (GLU), fenil alanina-amonio liase (PAL) e peroxidase
(POX) foram maiores nas plantas induzidas nas primeiras horas ap6s o desafio com
PY 10900, bem como a quantidade de CF e teor de SA. As variaveis de PRPs bem como
CF, SA, dias apdés a inducdo (DPI) e SBF foram submetidas uma analise multivariada.
A andlise de componentes principais (PCA) revelou que GLU, PAL, SA e DPI foram a
principal fonte de variancia observada no primeiro componente; SBF, POX e PAL no
segundo e SBF e CF no terceiro. Esses resultados sugerem que, em interacdes
incompativeis entre Oryza sativa-M. oryzae, a atividade GLU ¢ alta nos primeiros dias,
decrescendo com o passar 0 tempo e que 0s niveis de SA e PAL alternam entre si. SBF
foi menor nas plantas com maior atividade de POX e indicam que essa PRP possui
papel-chave no desenvolvimento de lesdes do tipo RH. As andlises de microscopia
revelaram que as plantas induzidas responderam de forma rapida ao desafio de M.
oryzae virulento. Apesar de seus conidios germinarem e formarem apressorio, ndo

houve penetracdo e colonizacéo dos tecidos foliares.

Palavras-chave: Interacdo incompativel, Oryza sativa, reacdo de hipersensibilidade,

resisténcia sistémica adquirida.
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Induction of resistance in rice against leaf blast resistance by avirulent isolate of

Magnaporthe oryzae.

ABSTRACT

Rice blast is a disease of difficult control due to the high genetic variability of
the pathogen. Race-specific resistance is associated with sensitivity reaction and may
induce plant defense responses against virulent pathogens. The goal of this work was to
study the defense mechanisms involved in the induction of resistance (IR) through the
quantification of pathogenesis proteins related (PRP), phenolic compounds content
(CF), level of salicylic acid (SA) and to observe modifications at the cellular level in
plants iniduced by avirulent M. oryzae (PY10749) and challenged with virulent isolate
(PY10900). Suspension of PY10749 conidia was sprayed on the BRS Primavera rice
cultivar 48 hours prior to challenge with PY10900. Compared to the control, the leaf
blast severity (SBF) was lower in the induced plants, which presented lesions typical of
the hypersensitivity reaction. p-1,3-Glucanase (GLU), phenylalanine ammonium-lyase
(PAL) and peroxidase (POX) activities were higher in the plants induced during the first
hours after challenge with PY10900, as well as the amount of CF and SA content. The
variables of PRPs as well as CF, SA, days after induction (DPI) and SBF were
submitted to a multivariate analysis. Principal component analysis (PCA) revealed that
GLU, PAL, SA and DPI were the main source of variance observed in the first
component; SBF, POX and PAL in the second and SBF and CF in the third. These
results suggest that in incompatible interactions between Oryza sativa-M. Oryzae, GLU
activity is high in the early days, decreasing over time, and that SA and PAL levels
alternate with each other. SBF was lower in plants with higher POX activity and
indicate that this PRP has a key role in HR mediated by PY10749. Microscopy analysis
revealed that the induced plants responded rapidly to the challenge of virulent M.
oryzae. Although its conidia germinated and formed appressoria, there was no

penetration and colonization of the foliar tissues.

Key words: Incompatible reaction, hypersensitivity reaction, Oryza sativa, systemic

acquired resistance.
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1. INTRODUCAO

Uma caracteristica do sistema imune em eucariotos é a habilidade de reconhecer
patdgenos invasores e mobilizar apropriadamente as respostas de defesas. As plantas
sdo capazes de defenderem-se de uma ampla gama de patdgenos por meio de
mecanismos sofisticados de reconhecimento e sinalizacdo (Spoel & Dong, 2012).
Durante a interacdo planta-patogeno, a primeira linha de defesa da planta é seu sistema
de reconhecimento de padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMP) e a
microrganismos (MAMP) que confere resisténcia basal por meio da imunidade ativada
por PAMP (PTI) (Faulkner & Robatzek, 2012). Se o sistema de reconhecimento dos
MAMPs falharem contra microrganismos patogénicos, a segunda linha de defesa é
induzida (PTI). Esta é uma resisténcia especifica entre a cultivar da hospedeira e a raca
do patogeno, entretanto, com o aparecimento de novas ragas do patdgeno esse tipo de
resisténcia pode ser quebrada (Dang et al., 2012) o que acontece com frequéncia com
Magnaporthe oyzae, fungo causador da brusone do arroz (Dean et al., 2012). A
imunidade ativada por efetores (ETI) € um tipo de resisténcia a doencas que as plantas
ativam quando seus genes de resisténcia (R) reconhecem, direta ou indiretamente, um
produto especifico de genes do patégeno, também chamado de efetor, codificado por
gene(s) de aviruléncia (Avr) (Kunstler et al., 2016). Tanto em PTI quanto em ETI, o
resultado do reconhecimento do patdgeno é ativacao de respostas de defesas que podem
desencadear entre outros mecanismos, reacdo de hipersensibilidade (HR), que é uma
forma de morte celular programada que restringe o patégeno no sitio de infeccdo, o que
leva ao aparecimento de pontoagdes castanhas visiveis a olho na (Tsuda & Katagiri,
2010).

Como resultado do reconhecimento dos patégenos pelas plantas, a HR
desencadeia em cascata uma série de respostas de defesa. Ela induz sinais celulares e
bioguimicos, que ativa outras respostas de defesa que incluem fluxos de ions, inducéo
de cascata de sinais de proteinas quinases, explosdo oxidativa, aumento de hormdénios
elicitores como &cido jasménico, estimulam metabolismo secundario com a producéo de
compostos fenolicos e fitoalexinas e aumentam a expressdao de genes relacionados a
patogénese, que estdo envolvidos na producéo de proteinas relacionadas a patogénese
(Daymi et al., 2016; Kunstler et al., 2016). Essa sequéncia de modificacfes, juntamente
com respostas estruturais de defesa como deposicdo de lignina, formacéo de papilas e

deposicdo de calose, estdo relacionadas com a restricdo do patdégeno ao sitio de
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penetracdo, impedindo a colonizacdo das células e tecidos da planta pelo patdgeno por
meio da formacéo de barreias mecanicas ao crescimento do fungo.

A brusone do arroz é uma das doencas mais graves do mundo, sendo de dificil
controle, reduzindo a producéo anual de arroz entre 10 e 30% (Strange & Scott, 2005).
Varios genes de resisténcia a M. oryzae foram identificados (Monaco et al., 2013) e
muitos deles foram clonados, entretanto, a maioria dos genes R conferem resisténcia a
um ou poucos isolados devido a sua especificidade com a raga do patdgeno, nédo
protegendo a planta contra outras racas deste fungo. Tanto nos casos de compatibilidade
como de incompatibilidade, a expressdo de respostas de defesa depende da eficiéncia do
reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro (Filippi et al., 2007). Investigar a
interacdo entre M. oryzae-Oryza sativa, bem como a interacdo entre as respostas de
defesa da planta sdo pontos fundamentais para identificar medidas alternativas para o
controle da brusone.

Neste sentido, o uso de isolados avirulento para induzir respostas de defesa pode
ser uma ferramenta importante para entender os mecanismos envolvidos na indugéo de
resisténcia e representa uma estratégia inteligente na busca de novas fontes de
resisténcia a brusone, assim conferindo uma ampla resisténcia contra ndo s6 outros
isolados de M. oryzae, mas também contra outros patégenos do arroz.

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de inducédo de resisténcia em plantas
de arroz utilizando isolados avirulentos de M. oryzae, observando as respostas de defesa

bioquimicas e em nivel histologico pelas plantas de arroz.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecéo de isolados de Magnaporthe oryzae

Vinte e trés isolados de M. oryzae foram utilizados para teste de viruléncia,
foram eles: 4145, 4285, 4287, 4327, 4330, 4355, 4377, 4378, 4382, 4389, 4466, 4651,
10723, 10731, 10749, 10771, 10786, 10885, 10893, e 10900. Esses isolados pertencem
a Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo e foram
obtidos de monospdricos feitos a partir de lesdes esporulativas de folhas. A viruléncia
dos isolados foi testada utilizando dezesseis cultivares diferenciadoras, oito cultivares
comerciais nacionais de arroz de terras altas (Carajas, Confianca, Maravilha, Primavera,
Progresso, Caiapd, IAC 47 e IAC 201) e oito cultivares internacionais (Raminad,
Zenith, NP 125, Usen, Dular, Kanto S1, STT e Caloro). Sementes de cada cultivar
foram plantadas em linhas em bandejas de plastico (30x15x10 cm) contendo 3 Kg de
solo adubado (FTE 1g/ kg solo, Zn 1g/2 kg e NPK - 5/30/15g/kg), e mantidas em
condicGes de 60% de umidade e temperatura de média de 25 °C em casa de vegetacao.
Foram semeadas em média 10 sementes por cultivar. Os isolados de M. oryzae foram
reativados em meio BDA e multiplicado em placas de Petri contendo meio de Aveia
(50g de aveia, 10g dextrose, 15g agar, 1L agua), durante 10 dias a 28 °C. A
conidiogenese foi estimulada com a remoc¢do do micélio aéreo, feito com o auxilio de
um bastdo de vidro, e as placas expostas a luz continua, sob alta umidade, durante 48
horas. Os conidios foram coletados com &gua destilada e esterilizada, a suspensédo foi
ajustada a 3x10° conidios.mL™ seguindo o método de Filippi & Prabhu, 2001, e
pulverizada nas folhas em plantas, 21 dias apds a semeadura. Uma bandeja com as
mesmas cultivares inoculadas com &gua foi utilizada como controle e/ou deteccdo de
contaminagdo. A severidade de brusone foliar foi avaliada sete dias ap6s a inoculacéo
desafiadora utilizando uma escala que varia de 0 a 9 do International Rice Research
Institute (1988) que leva em consideragéo o tipo de leséo, onde plantas com lesdes de O,
1 e 3 sdo consideradas resistente (reacdo incompativel) e 4 a 9 como suscetivel

(compativel).

2.2. Plantio cultivar BRS Primavera
Sementes de arroz BRS Primavera foram esterilizadas com solugdes de alcool

70% e hipoclorito de sodio e plantadas em bandejas com 3 kg de solo adubado (FTE 1g/
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kg solo, Zn 1g/2 kg e NPK - 5/30/15g/kg), e mantidas em condi¢des de 60% de umidade e
temperatura média de 25 °C em casa de vegetacdo. Cada bandeja possui oito sulcos,
com 10 plantas em cada.

2.3. Inducao de resisténcia usando isolado avirulento de M. oryzae

O Isolado avirulento de M. oryzae proveniente da colecdo de microrganismos da
Embrapa Arroz e Feijdo foi selecionado com base nos critérios descritos no topico
anterior. Ele foi reativado em meio BDA (Batata-dextrose-agar) e multiplicado em
placas de Petri com meio de aveia (aveia 2%, 1,5% agar, p/v), durante 10 dias a 28 °C.
A producéo de conidios foi estimulada com a remocéo do micelio aéreo da col6nia de
M. oryzae. Os conidios foram coletados com agua destilada e esterilizada e 48 ap06s, a
suspensdo sera ajustada a 3x10° conidios.mL™ (Filippi & Prabhu, 2001) e inoculadas na
cultivar de arroz Primavera 19 dias apds a semeadura. A porcentagem de area foliar
afetada pela brusone foi quantificada usando uma escala de notas (0-82% de &rea foliar
afetada) de acordo com Notteghem (1981). As plantas foram avaliadas durante uma

semana apods a inoculacao de M. oryzae em condicOes de casa de vegetacao.

2.4. Desafio com M. oryzae

O isolado virulento PY10900 de M. oryzae proveniente da colecdo de
microrganismos da Embrapa Arroz e Feijao foi cultivado nas mesmas condicGes de
crescimento que o isolado avirulento, bem como os ajustes de concentracdo. A
suspensdo de conidios foi inoculada em cultivares primavera com 21 dias ap6s o
plantio. As plantas foram marcadas para obter-se a area abaixo da curva de progresso da
doenca (AUDPC - area under the disease progress curve) e a porcentagem de area
foliar afetada pela brusone foi medida usando uma escala de notas (0,5 a 82% de area
foliar afetada) de acordo com Notteghem (1981). As plantas foram avaliadas no 1°, 2°,
3°,5° e 7° dia apds a inoculacdo de M. oryzae em condi¢Oes de casa de vegetacao.

2.5. Desenho experimental

O delineamento realizado foi de blocos ao acaso (DBC). Os tratamentos foram:
testemunha M. oryzae avirulento (AVR), testemunha - M. oryzae virulento (VIR);
plantas induzidas com isolado AVR e desafiadas com VIR (AVR + VIR) e controle

negativo (H,0). Foram utilizadas trés bandejas por tratamento.
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2.6. Determinacio da atividade das enzimas f-1,3 glucanase, peroxidase,
fenilalanina amonia-liase, quantificacdo de compostos fenodlicos e &cido salicilico
em plantas de arroz

A fim de detectar propriamente o estado de priming nas plantas, os valores das
variaveis em questdo foram checados também nos seus respectivos controles (plantas
ndo-desafiadas com isolado virulento PY10900) tendo assim valores da atividade das
respectivas enzimas, tanto em plantas induzidas, induzidas e desafiadas e plantas ndo
induzidas e ndo desafiadas (H.O), para comparacfes e deteccdo de atividades
significativamente superior. Plantas tratadas apenas com M. oryzae foram utilizadas
como testemunhas e plantas tratadas com H,O como controle negativo. As coletas
foram feitas em 1, 2, 3, 5, 7 e 9 DPI. Toda parte aérea da planta foi coletada, dez plantas
por tratamento, e entdo acondicionadas em caixas de gelo e congeladas (-20 °C) para

uso posterior.

Extracéo de proteinas

As amostras da parte aérea das plantas de arroz foram maceradas em nitrogénio
liguido e em cada amostra foi adicionado solugdo-tampé&o (Tris-HCI 10 mM; NaCl [150
mM]; EDTA [2 mM]; DTT [2 mM]; PMFS [1 mM]; Leptina [10 pg.mL™]; Aprotinina
[10 pg.mL™]). Em seguida, as amostras foram agitadas num vortex durante 1 minuto e
centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para
quantificar as proteinas sollveis totais e nos ensaios de determinacdo de atividade
enzimatica. Cinquenta pL de cada amostra foram transferidos para tubos do tipo
Eppendorf acrescentando 1000 pL de CBB (comoassie brilliant blue). As amostras
foram homogeneizadas e colocadas em repouso durante 15 minutos. Apoés, transferiu-se
100 pL para placas de Elisa as quais foram colocadas em espectrofotometro (A 597 nm).
O conteudo de proteinas solUveis totais no extrato bruto foi medido de acordo com o

método de Bradford (1976), com albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

f-1,3-Glucanase (EC 3.2.1.39) (GLU)

Utilizou-se a metodologia descrita por Pan et al., (1991) com algumas
modificagOes. Atividade de GLU em extrato proteico de folhas de arroz de diferentes
tratamentos foram avaliados pela medicdo da taxa de reducdo de acucar utilizando

laminarina como substrato. O reagente DNS (&cido dinitrosalicilico) foi usado como
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agente colorimétrico. A atividade foi expressa em unidades por miligrama de proteina
(U.mg™). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como atividade enzimatica
catalisando a formacdo de agUcares redutores que aumenta a absorbancia de uma

unidade por hora.

Peroxidase (EC 1.11.1.7) (POX)

A atividade de peroxidase foi quantificada por meio da medi¢do do nivel de
oxidagdo de 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) usando suas
préprias atividades colorimétricas, onde a coloracdo fica mais intensa a medica que a
reagdo acontece. Uma unidade foi definida como atividade enzimética catalisando a
formagdo de 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) que aumenta a

absorbancia de uma unidade por hora (Keesey, 1987).

Fenilalanina Amoénia-liase (EC 4.3.1.24) (PAL)

A atividade de fenilalanina amonia-liase foi determinada, utilizando 2 ml de
solugdo de fenilalanina 10 mM, em solugdo tampao borato 0,1 M, pH 9,0 e 50 pl de
cada amostra, em triplicata. A mistura foi homogeneizada e submetida a quantificacdo
em espectrofotdmetro, em comprimento de onda 290 nm (ultravioleta) (Cortes et al.,
2008).

Compostos Fenolicos (CF)

A quantificacdo de compostos fendlicos totais foi realizada segundo a
metodologia de Dicko et al. (2002).A parte aérea das plantas de arroz foram coletadas
para quantificacdo dos compostos fendlicos. O material foi imediatamente congelado
em nitrogénio liquido apds a coleta. As plantas foram maceradas com auxilio de
cadinhos e pistilos até a obtercdo de um p6 fino e homogéneo. Trezentos microlitros dos
compostos fendlicos soluveis foram colocados em 1500 pL de metanol 70% e, apos
leva-las ao sonicador por 30 minutos, as amostras foram filtradas com auxilio de
algodéo. O ensaio foi feito em triplicata por cada amostra onde 120 pL do extrato foi
misturado com 220 pL de H,O milli-Q e 200 pL de Folin-Ciocalteu. Apos 5 min de
incubacdo foi adicionado solugdo de Na,CO3; a 20% e 600 uL de H,O milli-Q. A
mistura foi incubada por 30 min a temperatura ambiente e a leitura foi feita em

espectrofotdbmetro numa absorbancia de 720 nm.
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Acido Salicilico (SA)

Para quantificagdo de AS nas plantas de arroz, 200 mg da parte aérea de cada
tratamento foram maceradas e transferidas para microtubos (2 mL). Em cada microtubo
foi adicionado 1 mL de metanol (90%), seguido de agitacdo em agitador, por 1 minuto.
As amostras foram centrifugadas, a 5000 rpm por 10 minutos, e transferidas para um
tubo falcon, de 15 mL. Adicionou-se em cada tubo, 1 mL de metanol PA e 2 mL de
acido tricloroacético (5%), e 2 mL de acetato de etila, ciclopentano e isopropanol
(50:50:1). As amostras foram agitadas em agitador por 1 minuto, e 0 sobrenadante foi
transferido para outro tubo para liofilizacdo. Em seguida, foi adicionado em cada tubo
200 pL de metanol (23%), em tampao acetato (20 umol pH 5,0), que foram filtradas em
minifiltro milipore (0,45 um). A quantificacdo de acido salicilico foi realizada em um
aparelho de cromatografia liquida HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
apresentando tempo de retencdo de 4,8 minutos (Saikia et al., 2006; Meher et al., 2012).

2.7. Microscopia das folhas de arroz tratadas com isolado avirulento de M.
oryzae

Observacdo de estruturas de penetracdo via microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

As folhas de arroz foram coletadas no primeiro e segundo dia apés o desafio
com o patdgeno virulento (3 e 4DPI, respectivamente). Fragmentos de
aproximadamente 1 centimetro das folhas foram utilizados para MEV. Esses fragmentos
foram fixados em glutamina 2,5% (p/v) por 24 horas. Apés, as amostras foram lavadas
em tampdo fosfato 0,05M e submetidas a desidratacdo etandlica seriada de 30%, 40%,
50%, 60% e 70% durante cinco minutos cada série. A secagem das amostras foi feita na
condicdo de ponto critico com CO,. Os fragmentos foram colocados em stubs para
metalizacdo, sendo cobertas com ouro para posterior analise em microscopio eletrénico

de varredura.

Microscopia de luz de estruturas flngicas de colonizagéo

A colonizacéo a nivel anatdbmico foi observado por meio de microscopia de luz.
Folhas de arroz inoculadas com isolados avirulento de M. oryzae PY10749 foram
coletadas no quinto dia apds a inoculacdo desafiadora com o isolado virulento PY
10900. Para a caracterizagdo anatdmica das folhas de arroz, foram realizadas secc¢des

transversais nas folhas a mao livre com auxilio de lamina de ago e suporte de isopor.
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Em seguida os fragmentos foram imersos em azul de astra 0,3% e fucsina bésica 0,1%
(3:1) (KRAUS et al., 1998). As seccbes foram montadas entre [amina e laminula com
solucdo de glicerina hidratada a 50%. Os resultados foram analisados e documentados
em microscépico 6ptico (Leica® DM500) acoplado & camera fotografica Leica® ICC50,

usando a verséo 1.8.1 do software LAD EZ (Leica® Alemanha).

2.8. Andlise estatistica

Anélise univariada

Os dados SBF, GLU, PAL, POX, CF e AS foram avaliados utilizando uma
andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p=0.05).

Analise multivariada

Anélise de componentes principais (PCA) reuniu as varidveis relacionadas com
as respostas de defesa da planta e severidade de doenga. A PCA foi realizada utilizando
0s pacotes Rcmdr e FactoMineR, ambos do software 'R' 2.15 (R Development Core
Team, Vienna, Austria). Essa analise foi feita utilizando tanto os efeitos multivariados
das varidveis de inducdo de resisténcia (PAL, GLU, PO, AS) quanto as variaveis de

doenca (severidade e DPI).
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3. RESULTADOS

3.1. Quantificacéo de doenga
3.1.1. Selecéo de isolados de M. oryzae

Os isolados de M. oryzae PY10749 e PY10900, foram os isolados avirulentos e

virulentos selecionados para os ensaios realizados neste trabalho, respectivamente. O

isolados de M. oryzae PY10749 foi escolhido pelo fato de desencadear lesGes nas

plantas do tipo RH e o isolado PY10900 por causar lesdes grandes e esporulativas.

Além desses resultados, ambos isolados apresentam boa esporulacdo e rapido

crescimento em meio de aveia (dados ndo mostrados).

TABELA 1- Reacdo de cultivares a inoculacdo com diferentes isolados de M. oryzae. Os

nameros sdo referentes ao tipo de leséo.

Cultivar

Isolado M.
oryzae

Carajas

Caiapo
IAC 47

IAC 201

Zenith

NP 125
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SST
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4145
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4287
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4330
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4466

4651
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10749
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10786
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10893

OOIRPIWIO|IPIWO|O|0O|0O|0O|0O0O0O|l0OlO|O|O

OlFRIFPIFPIOOIOITIO|WO|O|0O|O/krI OO0 |O|O

OlWO|FRPIOFP|IPIOWO|O0O|0O 00|00 |O

ORIV |O|PIWOTWFR W OWw oo Ww

ONO|P|O|O|O|O|OTW|WwOo|o1jo1fOo1fO1|O1|O01| O

O OO UIFPWWIOIFRPIFPIOIOIFRPRIWWWwWwj w|o1|O

10900

WOO|WIO|W|IFP|IP|IO|O|0O|0O|0O|0O|0O|0OW|O|O|O

vork|u|o|w|k|rkro|lo|o|r|o|oo|lo|r|o|r|o]| Confianca

g|o|o|u|o|lr|lo|lr|lo|lo|o|lo|lo|r|o|lo|lo|o|~|o| Maravilha

NP0 OO0 N (N[O O1|O1|W Primavera

Nk |oN|k |k |o|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|~ || Progresso

1

WOFRPIWWOUO|N|O|P|IO|0O|0|0|U1|O|O|F|(F—|O

o|lo|lo|o|lo|r|r|lo|lo|r|lojlo|lo|o|lo|r|o|o|o|~| Raminad

1

5

5

9

9

S
8
;{%
5
9
5
7
7
7
5
0
5
7
7
3
1
0
0
5
9
0
0
9

OO WOIWOUO|INON|O|O|NO|IN OV O N Ovlo|lo

OOl INO|©O|O|OM|O|NO|IN O |N N Nfol|©

Plantas com 0, 1 e 3 séo consideradas resistente (reagdo incompativel) e 4 a 9 como suscetivel.
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3.1.2. Inducéo de resisténcia e supressao de brusone foliar

Dentre os isolados M. oryzae utilizados nos testes para selecionar individuos
avirulentos e virulentos por meio das cultivares diferenciadoras, foi escolhido o isolado
de M. oryzae PY10749 como agente indutor, visto que apresentou reacdo incompativel
com a cultivar BRS Primavera, portanto avirulento, e o isolado PY10900 como M.
oryzae virulento. Nas plantas de arroz suscetiveis & brusone induzidas com isolado
avirulento de M. oryzae, os sintomas tipicos apareceram entre 48 e 72 horas apds a
inducdo (dados ndo mostrados), com lesbes de reacdo de hipersensibilidade (Figura 1A
elB). As lesdes nas plantas induzidas com o isolado avirulento PY10749 e desafiado
com PY10900 (1C) foram semelhantes aquelas encontradas nas plantas quando somente
induzidas, ndo havendo diferencas estatisticas entre estes tratamentos e, quando
comparadas com a testemunha, a reducéo foi maior que 90%. Ja nas testemunhas, onde
o tratamento foi apenas o desafio com o patdgeno virulento (PY10900), a infeccdo
progrediu e as lesGes tipicas da doenca (Figura 1D) atingiu 30% da &rea foliar afetada
(Tabela 1).

it

FIGURA 1- Severidade de brusone foliar em folhas de arroz. Plantas controle (A), induzidas com
PY10749 (B), induzidas com PY10749 e desafiadas com PY10900 (C) e testemunha PY 10900 (D). Setas

indicam sintomas de RH em B e C e lesdes desenvolvidas e esporulativas em D.
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3.2. Atividades das enzimas relacionadas com a defesa da planta, e
quantificacdo dos compostos fenolicos e teores de acido salicilico

Plantas tratadas apenas com o isolado avirulento de M. oryzae

A atividade de GLU em plantas induzidas foi maior em todos os dias avaliados
quando comparados com o controle (H;O), exceto no 4 DPI (Tabela 2). Quando
comparada com o controle, a atividade de PAL em plantas induzidas foi maior apenas
no 4DPI e mostrou um aumento nos dois primeiros dias avaliados, entretanto decresceu
no 3 DPI, oscilando nos outros tempos amostrados. A atividade de POX apresentou um
aumento nas primeiras 48hs ap6s a inducdo, com 0s maiores valores nas plantas
induzidas com o isolado avirulento no 2DPI. A concentracdo de compostos fendlicos
(CF) decresceram no controle e permaneceu constante nas plantas induzidas,
aumentando apenas no 4DPI e 9DPI. Os teores de SA foram maiores nas plantas
induzidas nos dois primeiros dias avaliados apresentando um aumento constante até o
3DPI, oscilando nos dias seguintes. A concentracdo de SA também aumentou do 1 ao
3DPI no controle, reduzindo sua concentracdo de forma significativa nos dias

subsequentes.
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Tabela 2. Atividade de proteinas relacionadas a patogénese B-1,3 glucanase (GLU), fenilalanina amonia-liase (PAL), peroxidase (POX). e concentragdo de compostos
fendlicos (CF), teor de 4cido salicilico (SA) e severidade de brusone foliar em plantas de arroz de terras altas tratadas com os isolado avirulento seguidas ou ndo de inoculagéo

desafiante com isolado de M. oryzae PY10900 virulento.

TRATAMENTO
DPI*  H20 PY10749 AVR AVR+VIR PY10900 VIR
1 33,59 c 39,44 b
2 29,67 bc 37,61 b
3 28,08 abA 59,67 dC 38,75 cB 27,78 aA
GLU® 4 50,93 eB 30,02 aA 27,44 abA 31,82 abA
5 23,39 abA 31,27 aB 26,07 aA 30,13 abB
7 30,04 bcA 38,32 bB 31,55 bA 32,65 abA
9 40,18 dA 49,54 cB 50,42 dB 36,08 bA
1 2,05E-05 ab 1,41E-05 c
2 6,07E-05 d 4,35E-05 e
3 2,03E-05 abC 3,84E-06 aA 7,18E-06 aB 8,78E-06 aC
PAL" 4 1,58E-05 aA 3,14E-05 dC 2,96E-05 eC 2,60E-05 cB
5 2,24E-05 bB 1,28E-05 bcA  2,00E-05 cB 1,61E-05 bA
7 3,29E-05 cC 1,09E-05 bA  1,42E-05 bA 2,07E-05 bcB
9 6,33E-05 dcC 3,37E-05 dA  2,54E-05 dA 4,79E-05 dB
1 0,329 b 1,145 d
2 1,444 f 2,256 e
POX" 3 1,030 eD 0,744 bcB 0,398 aC 0,259 aA
4 0,883 dcC 0,744 bcB 0,351 aA 0,404 bA
5 0,193 aA 0,342 aC 0,409 ab 0,288 aB
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7 0,350 bA 0,530 abB 0,368 aA 0,309 aA

9 0,701 cB 1,080 cdC 0,678 bB 0,382 bA

1 10,59 cd 8,04 a

2 7,21 ab 8,99 ab

3 4,84 aA 9,33 abB 9,07 bB 8,44 aB
CF° 4 7,31 abA 11,31 bB 5,91 aA 10,08 bB

5 9,00 cB 7,00 aA 6,57 aA 7,51 aA

7 9,96 cdBC 9,22 abAB 8,42 bA 10,76 bC

9 12,30 dB 11,60 bB 9,04 bA 11,63 bB

1 918,67 c 962,67 d

2 845,33 a 880,67 c

3 1125,67 eD 1088,00 fC 1065,67 cB 990,67 cA
SA’ 4 1048,33 dbD 866,67 bA 904,00 bB 961,67 bC

5 861,33 bC 885,33 cD 794,00 aA 809,33 aB

7 926,00 cC 747,00 aA 911,33 bB 1041,00 db

9 1127,00 eD 1005,00 eA 1113,00 dC 1032,67 dB
SBF® 0 0,5 A 0,6875 A 29,5 B

Meédias seguidas por letras mindsculas (colunas) iguais ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p=0,05).
Meédias seguidas por letras maiusculas (rows) iguais na coluna ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p=0,05)
8 DPI="days post induction".

b U.mg_l

‘ug de acido galico.mL de extrato™

“ng.g-1.

¢ Severidade de brusone foliar foi medida seguindo uma escala de notas que varia de 0,5 até 82% de area foliar afetada.
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Plantas tratadas com o isolado avirulento e desafiadas com isolado virulento
de M. oryzae (PY10900)

A atividade das proteinas relacionadas a patogénese, concentracdo de compostos
fenolicos e teores de SA foram significantemente influenciadas pelo tratamento com o
isolado avirulento bem como pelo desafio com o patdgeno virulento, variando na sua
quantidade por miligrama de peso fresco. A atividade de GLU foi maior no tratamento
induzido com isolado avirulento nas primeiras 24 ap6s o desafio quando comparado
com a testemunha. A atividade declinou nos 3 dias seguintes voltando a aumentar e
atingindo seu maior valor no ultimo dia avaliado (5DPI). Os valores de PAL
apresentaram maior atividade na testemunha no 3, 7 e 9 DPI, e nas plantas induzidas e
desafiadas no 2 e 3 DPI. Em folhas das plantas controles e nas plantas induzidas, o
concentracdo de compostos fenolicos foi maior no controle no 1DPI e nas plantas
induzidas no 2 DPI. De acordo com os resultados de cromatografia, nas plantas
induzidas e desafiadas, a média de componentes fendlicos mostrou um pico de
concentracdo no 3DPI (24hs ap6s o desafio) com valor de 9,07 mg.FW™, ndo
diferenciando estatisticamente da testemunha, que apresentou concentracdo de
compostos fenolicos maiores no 4, 7 e 9DPI (Tabela 2). A enzima POX mostrou uma
maior atividade nas plantas induzidas do que na testemunha ja no 1DPI e, excetuando o
2DPI, manteve esse comportamento nos demais tempos analisados, com valor no
tratamento onde as plantas foram induzidas, com pico de atividade verificado no 9DPI.
No primeiro dia ap6s o desafio, o teor de SA foi maior nas plantas induzidas com o
isolado avirulento, entretanto, no dias subsequentes o teor foi menor quando comparado

aos valores encontrados na testemunha, aumentando no 9 DPI.

3.3. Analise de componentes principais (PCA)

A andlise de PCA mostrou que juntos, os trés primeiros componentes explicaram
87,87% da variancia observada, com valores de 47, 987%, 22,658% e 17,225%, como
demonstrado pela tabela 2. Visto que somados o primeiro e 0 segundo componentes da
PCA, mais de 70% da variancia observada foi explicada, os resultados e a discussao
sera realizada em cima dos valores apresentados por esses dois primeiros componentes.
Em relacdo as variaveis analisadas, o horménio SA, os dias apos a inducao (DPI) foram
responsaveis por grande parte das variancias nos dados. Entre as PRPs avaliadas, GLU
foi a que apresentou maior influéncia na variancia. Além dessa, POX e PAL, ambas

PRP, mostraram grande atuacdo na variancia observada no segundo componente.
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Acido salicilico e GLU foram negativamente correlacionadas com DPI (Tabela
3). Essa correlacdo indica que essas trés respostas de defesa foram maiores no inicio do
processo de inducdo, decrescendo seus niveis com o passar do tempo (Figura 2; Tabela
3). PAL também foi negativamente correlacionada com SA, sugerindo possuir um papel
chave na atividade desse horménio na planta. A atividade de POX mostrou uma forte
correlagdo com a severidade de brusone foliar, onde os tratamentos que apresentaram os

maiores niveis dessa enzima foram os que mostraram uma menor &rea foliar lesionada.
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Figura 2 - PCA biplot com variaveis de investigadas na inducdo de resisténcia de plantas de arroz com
isolado avirulento de M. oruzae de acordo com os dois primeiros componentes. A-correlacdo entre as

variaveis; B-distribui¢do dos dados.

87



Tabela3. Matriz de correlacdo das variaveis relacionadas a inducédo de resisténcia em arroz para controle
da brusone foliar (Magnaporthe oryzae) por isolado de M. oryzae avirulento (PY10749) e dimensdes da

analise de componentes principais com significancia de p < 0.05.

Varidveis PCAl PCA2 PCA3
Rice blast severity NS -0.574 0.716
Days post induction -0.835 NS NS
B-1,3 Glucanase 0.877 NS NS
Peroxidase NS 0.758 NS
Phenylalanine ammonia-lyase -0.557 0.629 NS
Phenolic compounds NS NS 0.668
Salicylic acid 0.903 NS NS
Explained Variance 47,99% 22,66% 17,22%
Cumulative Variance 47,99% 70,65% 87,87%

NS = ndo significante a p < 0,05.

3.4. Colonizagao de tecidos foliares de arroz cv. Primavera por Magnaporthe
oryzae

Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de folhas de arroz

Nas folhas de arroz da cultivar suscetivel induzidas com isolado PY10749 e
desafiadas com o isolado virulento PY10900, bem como nas plantas apenas desafiada
com o patdgeno virulento, foram observados conidios germinados com a formacéo de
apressorios formados e melanizados. Como ilustrado pela MEV (Figura 3), 24 horas
apos o desafio, o conidio estava murcho e o apressorio ndo estavam mais targidos,
apresentando-se murchos, indicando que houve sucesso na penetracdo dos tecidos
foliares, possibilitanto o desenvolvimento da infeccdo. Mesmo nas plantas induzidas
previamente com o isolado avirulento, conidios do isolado PY10900 germinaram e
formaram apressorio melanizado, entretanto, mesmo 48 horas ap6s o desafio (4DPI), os
apressorios observados permaneceram targidos, indicando que ndo houve penetracdo na
folha e consequentemente a colonizag¢do dos tecidos do mesofilo foliar ndo aconteceu

(Figura 4). Figura 5 representa as plantas- controle (H,0).
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461 test 24h

Figura 3 - Observacdo de microscopia eletronica de varredura. Folha de arroz inoculada com isolado de
Magnaporthe oryzae virulento PY10900 24h ap6s o desafio (3DPI). A: apressorio; GT: tubo germinativo;
C: conidio.
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SEl  5kV WD10mm  SS30
AVR + VIR 48h

Figura 4 - Observacdo de microscopia eletrénica de varredura. Folha de arroz induzida com isolado
avirulento PY10749 e inoculada com Magnaporthe oryzae virulento 48h apés o desafio (4DPI). A:

apressorio; GT: tubo germinativo.
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SEl 5kV WD11mm  SS40 X700 20pum
Controle H20

Figura 5 - Observacdo de microscopia eletronica de varredura de folha de arroz tratadas com H,O

(controle). E: estdbmato.

Microscopia 6tica de luz

Os cortes transversais das folhas de arroz mostraram uma das respostas
citologicas de defesas das plantas foi o aparecimento de células com sinais de RH
(reconhecidas pela cor castanha) observadas nos sitios de infeccdo. Nas células
adjacentes aquelas com RH, foi observado o acimulo do contetdo citoplasmatico em
vesiculas (Figura 6). Essas estruturas também foram observadas nas plantas que foram
apenas induzidas com isolado avirulento PY10749 (Figura7) Nas plantas utilizadas
como testemunha, o fungo iniciou causou a morte do tecido foliar (Figura 8). Nessa
fase, verifica-se a formacdo de estruturas esporulativas (conidiéforos e conidios) no
centro das lesdes (Figura 1D). Nessas plantas também foi observado o aparecimento do
contetdo citoplasmaticos em vacuolos de células circunvizinhas aquelas infectadas, mas
essas respostas nao foram efetivas para deter o crescimento fungico nos tecidos foliares.
Algumas células mortas dos tecidos colonizados estavam plasmolisadas, com evidente

dimunuicdo do volume celular, com a membrana plasmatica retraida e distante da
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parede celular, sendo que muitas dessas paredes estavam também degradadas (Figura
8).

VE_ 4 ’%I\
e — ‘
.

Figura 6 - Microscopia 6ptica de luz em plantas de arroz. Corte transversal de folhas de plantas induzidas
com M. oryzae avirulento (PY10749) e desafiadas 48hs ap6s com M. oryzae virulento (PY10900). BC:
células buliformes; UE: epiderme superior; LE: epiderme inferior; PC: parénquima clorofiliano; V:

vesiculas com contetido citoplasmético; HR: reagdo de hipersensibilidade - células mortas.
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Figura 7 - Microscopia 6ptica de luz em plantas de arroz. Corte transversal de folhas de plantas induzidas

com M. oryzae avirulento (PY10749). AP: parénquima aquifero; BC: células buliformes; CP: parénquima
clorofiliano; CT: células propriamente ditas; F: fibras; V: vesiculas com conteido citoplasmatico; P:

floema; X: xilema.

93



Figura 8 - Microscopia Optica de luz em plantas de arroz. Corte transversal em folhas de plantas

desafiadas com PY10900 virulento (testemunha). BC: células buliformes; PC: célula plasmolisada; NT:

tecido necrosado.

Deposicao de calose em cortes paradérmicos

A observagdo por meio de microscopia de epiflorescéncia revelou a deposigdo
de calose na parede celular de células epidérmicas das folhas de plantas induzidas com
isolado PY10749 e desafiadas com PY10900, com fluorescéncia nas células vizinhas as
lesBes. N&o foi observada fluorescéncia nos outros tratamentos (Figura 9).
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Figura 9 - Observacdo de microscopia Optica de epifluorescéncia. A e B: plantas de arroz induzidas com

isolado PY10749 e desafiados com PY10900 mostrando células epidérmicas com flurescéncia indicando
deposicdo de calose (CD) ao redor de areas lesionadas (L); C: plantas tratadas com PY210900

(E=estbmatos); D: plantas controle (H,0) com tricomas (T).
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, a indugédo de resisténcia foi comprovada em plantas de arroz
contra M. oryzae utilizando um isolado avirulento deste mesmo patégeno. Este trabalho
€ pioneiro no estudo da interacdo das variaveis de defesa bioquimicas e estruturais em
plantas de arroz induzidas com isolado avirulento de M. oryzae. A porcentagem de area
foliar afetada foi significativamente maior nas plantas desafiadas com isolado virulento
do que nas plantas que, mesmo desafiadas, foram previamente inoculadas com isolado
avirulento de M. oryzae (Figura 1), com diferencas também no tipo de leséo. A ativacédo
de mecanismos de defesa pode levar a uma rapida resposta da planta ao ataque de
patdgenos, o que pode ter acontecido nas plantas induzidas com M. oryzae avirulento
com a presenca de HR. Essa mudanca no metabolismo da planta induz a uma alteragédo
na bioquimica da célula, restringindo a colonizacdo de seus tecidos por delimitar a
regido infectada pelo patégeno, levando a uma reacdo de hipersensibilidade (HR)
(Kunstler et al., 2016). Em arroz, as lesbes do tipo HR caracterizam-se por serem
pontuais, ndo abertas e ndo esporulativas. Esse tipo de lesdo € demonstrada nas figuras
1B e 1C, onde pontuac¢bes marrons indicam necrose celular nos sitios de penetracdo do
patdgeno. Essa morte celular causada pela HR desencadeia uma resposta de defesa local
e sistémica, iniciando, por exemplo, a producdo de fitoalexinas, espécies reativas de
oxigénio e ativacao de proteinas relacionadas a patogénese (Dickman & Fluhr, 2013).
Essa resposta indica que ha uma relacdo raca-especifica entre o gene R do hospedeiro e
0 gene Avr do patégeno, entretanto, a inoculacdo do isolado avirulento conferiu
resisténcia a planta contra o isolado PY10900, mesmo este isolado sendo virulento a
cultivar BRS Primavera. Resultados de outro trabalho indicaram essa especificidade
entre genes R e genes Avr, onde isolados avirulentos de M. oryzae conferiu protecdo as
planta de arroz mesmo contra racas de M. oryzae virulentas, aquelas capazes de
estabelecer infeccéo (Filippi et al., 2007).

Verificou-se diferencas nas atividades de PRPs entre os tratamentos utilizados
antes do desafio com M. oryzae virulento. A atividade de GLU foi aumentada pela
presenca do isolado avirulento PY10749. O valor de GLU foi constante nos dois
primeiros dias apos a inducdo e foi maior do que os valores encontrados no controle
(H20) (Tabela 2). No 3DPI, quando as plantas induzidas foram inoculadas (AVR+VIR)
(24hs apos o desafio com M. oryzae virulento) a atividade de GLU continuou mais alta,

com 38,75 U.mg™, 28,3% maior do que na testemunha. Esses resultados sugerem que
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que a presenca do fitopatdgeno, avirulento ou virulento, possui a habilidade de
intensificar a atividade de enzimas glucanases, j& que essas enzimas hidrolisam 0s
polimeros de B-1,3-glucana, um dos principais constituintes da parede celular de fungos
(Ferreira et al., 2007). A atividade de POX foi estimulada nas plantas induzidas com
isolado AVR, aumentando significativamente nas primeiras horas ap0s a inducdo,
aumentando mais de trés vezes no 1DPI e o dobro do valor observado no 2DPI, em
relacdo ao controle. Durante uma interagdo patdgeno-hospedeiro, a resisténcia raca-
especifica age de forma especifica e rapida, reconhecendo o patdgeno e levando a
ativacdo de respostas de defesa (Veneault-Fourrey et al., 2005). O nimero de lesdes do
tipo HR foi alta tanto nas plantas induzidas com isolado avirulento quanto naquelas
induzidas e desafiadas com isolado virulento. Peroxidases sédo produzidas pela planta
hospedeira também em respostas a estresses bioticos, pode produzir espécies reativas de
oxigénio e levar a uma resposta de hipersensibilidade, ativando o fortalecimento da
parede celular e aumentando a producéo de lignina (Camejo et al., 2016).

Os valores e o padrdo de atividade de PAL ndo foram os mesmos de GLU, onde
os valores desta enzima foram maiores no controle do que nas plantas induzidas no
periodo que antecedeu ao desafio, oscilando nos periodos subsequentes avaliados. PAL
¢ a primeira enzima na via de biossintese dos fenilpropanoides e possui uma importante
funcdo nas plantas ap6s o ataque de patdégenos (Zabala et al., 2006) entretanto, diferente
de outros trabalhos em que apresentou uma atividade maior nas plantas induzidas do
que nos controles/testemunhas, PAL mostrou um padrdo diferente de indugdo ap6s o
contato com M. oryzae, onde os maiores valores foram encontrados no controle (H,0) e
na testemunha (M. oryzae).

Assim como PAL, uma enzima que atua na biossintese de compostos fendlicos
com atividade antimicrobiana (Montesinos, 2000), os valores dos compostos fendlicos
(CF) também foram menores nas plantas desafiadas com M. oryzae, entretanto, nos dois
primeiros dias ap6s a induc¢do a sua quantidade manteve-se constante e no primeiro dia
apos o desafio (3DPI), o tratamento AVR+VIR apresentou concentracdo de CF superior
ao encontrado na testemunha (Tabela 2). Compostos fendlicos sdo produtos do
metabolismo secundéario das plantas e possuem atividade antimicrobiana, podendo ser
induzidos por patdgenos em respostas de defesa das hospedeiras (Ferreira et al., 2007).

O tratamento das plantas com o isolado de M. oryzae avirulento (AVR)
desencadeou um aumento no teor de SA, permanecendo alto no dia subsequente ao do

desafio (3DPI). A presenca de patdgenos pode desencadear um aumento no nivel de SA
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em hospedeiras (De Vleesschauwer et al., 2013) nada obstante, o alto nivel de SA nos
controles (H,0). Diferente das dicotiledéneas, nas quais os niveis de SA sdo baixos e
podem aumentar exponencialmente durante o ataque de patégenos, as plantas de arroz
acumulam altos niveis deste horménio mesmo em condi¢cBes de néo-infeccédo
(Silverman et al., 1995).

Neste trabalho, PCA revelou como os mecanismos de inducdo de resisténcia
interagiram e como essa interacdo influenciou as respostas de defesa da planta para
controle da brusone foliar. Utilizando apenas trés componentes, a PCA resumiu mais
87% da variancia observada (Tabela 3). A variavel DPI estd negativamente
correlacionada com a atividade de GLU e com o teor de SA, onde niveis decresceram
com o passar do tempo e, cujos valores maiores de avitidade de teor, respectivamente,
foram encontrados nos tratamentos induzidos e desafiados com M. oryzae. SA também
foi correlacionado negativamente com o a enzima PAL. Houve uma alternancia entre a
atividade de PAL e o teor de SA. Quando o valor de uma dessas variaveis subia, o valor
da outra decrescia (Tabela 2). PAL é uma enzima chave na sintese dos fenilpropandides
e tem no 4cido trans-cinamico, precursor do SA, o seu substrato. Sua atividade decresce
a medida que o substrato € consumido e o produto da reacdo vai sendo formado
(Ferreira et al., 2007). A correlacdo entre SBF e a atividade de POX foi negativa no
segundo componente da PCA. Os tratamento com menores indices de area foliar afetada
foram aqueles nos quais observou-se uma maior atividade de POX. Isso sugere que essa
enzima contribuiu para que a infeccdo ndo ocorresse. A atividade de peroxidase da
familia PR9 pode agir no fortalecimento da parede celular por meio da catéalise da
lignina, como também pode atuar contra 0 patégeno através de respostas rapidas que
podem levar a uma HR (Camejo et al., 2016). A variavel CF correlacionou-se
positivamente com o aumento da severidade da brusone foliar. Esta correlacdo pode ser
atribuida a presenca crescente do patdgeno em desenvolvimento provocando o
progresso continuo da doenca. Os compostos fendlicos possuem atividade
antimicrobiana, como as fitoalexinas, mecanismos de defesa induzidos em resposta ao
ataque de fitopatdégenos (Kuc, 1995).

A analise da superficie foliar via MEV ilustrou e comparou o inicio do processo
de colonizacao, evidenciando a formacéo de apressorios tanto na testemunha (PY10900)
bem como nas plantas tratadas com PY10749 + PY10900. Na figura 3 pode-se observar
que o apressorio formado deu continuidade ao processo de colonizagdo ao penetrar no

tecido foliar nas primeiras 24hs apds o desafio nas plantas ndo induzidas. J& no
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tratamento PY10749 + PY 10900, mesmo apds 48hs o apressorio permaneceu turgido,
sugerindo que ndo houve sucesso na penetracdo na folha (Bechinger et al., 1999).

Os cortes das folhas observados em microscopia éptica revelaram a presenca de
grupos de células mortas nas plantas induzidas com isolado avirulento e desafiadas com
M. oryzae virulento, sem a presenca de crescimento micelial do patégeno (Figura 6),
como também ndo revelaram nenhum sintoma de brusone foliar (Figura 1). Manchas
necréticas caracteristicas de respostas de hipersensibilidade e a presenca de vesiculas
com contetdo citoplasmatico marrons foram observadas tanto nas plantas somente
induzidas no 2DPI (Figura 7), como também nas plantas desafiadas, no 4 DPI (segundo
dia apds o desafio) (Figura 6), confirmando a ocorréncia da inducdo de resisténcia. As
reacOes de hipersensibilidade estimulam a producdo de compostos que fortificam a
parece celular fazendo-a mais resistente a pressdo mecanica aplicada durante a
penetracdo feita pelo apressério, além de levar ao acumulo de produtos de oxidacao
fendlica amarronzados (Heath, 2000; Bolwell et al., 2001; Kadota et al., 2015).

Observou-se a fluorescéncia de células epidérmicas nas plantas induzidas e
desafiadas, indicando a presenca de calose na parede celular vegetal. A deposicdo
desses compostos na parede celular é uma reacdo de defesa a estresses bidticos e,
juntamente com acumulacdo de EROs e compostos fendlicos, constituem em

mecanismos de inducdo de defesa contra o ataque de patdgenos.
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5. CONCLUSAO

Plantas induzidas com isolado avirulento PY10749 apresentaram uma &rea foliar
afetada significativamente menor; nestas ndo houve o estabelecimento da infeccéo.
Apbs o desafio com isolado virulento de M. oryzae (PY10900), a resisténcia das plantas
mostrou-se estar relacionada com um rapido reconhecimento do patdgeno, expressa por
meio de uma resposta de hipersensibilidade.

Conidios do fitopatdgeno germinaram e formaram apressorio, entretanto ndo
foram capazes de penetrar a folha das plantas previamente induzidas com isolado
avirulento. O tratamento das plantas com PY10749 também foi eficiente em impedir a
colonizagdo das plantas por M. oryzae virulento, com a formagdo de estruturas
vesiculares nas plantas previamente induzidas.

Em plantas de arroz, o isolado PY10749 aumentou a atividade das enzimas de
defesa GLU, PAL e POX, além de aumentar a concentracdo de CF e SA nos primeiros
dias ap6s o desafio com PY10900. SAR em arroz desencadeada por M. oryzae
avirulento pode estar associada a essas cinco varidveis de defesa. Estudos como este de
interacdo planta-patdgeno ajuda na elucidacdo dos mecanismos pelos quais a célula
vegetal lida com essas situacdes de estresse. Uma visao geral das variaveis de defesa foi
dada pela andlise multivariada, estabelecendo a importancia da relagcdo entre as
respostas de defesa desencadeadas pelo isolado avirulento para o controle da brusone

foliar.
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CAPITULO 3

Inducdo de resisténcia em arroz por meio de indutores abioticos para controle de
Magnaporthe oryzae.
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Inducdo de resisténcia em arroz por meio de indutores abidticos para controle de

Magnaporthe oryzae.

RESUMO

Acibenzolar-S-metil (ASM) e &cido jasmonico (JA) sdo indutores abidticos
capazes de ativar respostas de defesa de plantas. A comunicagéo existente entre as rotas
de sinalizacdo ativadas por ASM e JA, comumente se manifesta como um antagonismo
reciproco. Foi examinado o efeito de ambos no controle da brusone do arroz a fim de
revelar como o processo de inducdo de defesa desencadeada por eles e interferéncia nas
atividades de B-1,3-glucanase (GLU), fenil alanina-amonio liase (PAL), Lipoxigenase
(LOX), Peroxidase (POX), compostos fendlicos (CF) totais, teor de &cido salicilico
(SA) e no desenvolvimento da doenca. Plantas de arroz foram tratadas com JA, ASM e
com a mistura de ambos (JA+ASM) e entdo desafiadas com Magnaporthe oryzae. ASM
pode ativar a resisténcia sisttmica induzida;, JA promoveu um aumento da
suscetibilidade de arroz ao ataque de M. oryzae. O antagonismo entre ASM e JA foi
demonstrado pela aplicacdo conjunta de ambos, onde a severidade de brusone foliar
(SBF) foi maior em plantas induzidas com ASM mas foi menor do que aquelas tratadas
com JA. A atividade de LOX, maior em plantas tratadas com JA, mostrou estar
correlacionado positivamente com o aumento da severidade. Plantas tratadas com ASM
que apresentaram maior atividade de POX tiveram menor SBF. Esta enzima mostrou
estar ligada ao metabolismo secundario de defesa devida a sua correlagdo com
componentes da via dos fenilpropandides como PAL, SA e compostos fenolicos (CF).

Este é o primeiro relado de efeito cruzado entre ASM e JA em arroz.

Palavras-chaves: Acibenzolar-S-metil, 4cido jasmonico, brusone, crosstalk,

fitormonios, lipoxigenase, Oryza sativa.
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Induction of resistance in rice by abiotic inducers to control M. oryzae.

ABSTRACT

Acibenzolar-S-methyl (ASM) and jasmonic acid (JA) are abiotic inducers
capable of activating plant defense responses. The cross-talk between the ASM and JA-
activated pathways commonly manifests as reciprocal antagonism. We examined the
effect of both on rice blast control in order to discover how the induction triggered by
them and their reciprocal interaction interfere with the defense responses and disease
development. Rice plants were treated with JA, ASM and the mixture of both (JA +
ASM) and then challenged with Magnaporthe oryzae. ASM can activate systemic
resistance induced; JA promoted an increase in rice susceptibility to M. oryzae attack.
The antagonism between ASM and JA was demonstrated by the joint application of
both, where rice blast severity (SBF) was higher in ASM-induced plants but was lower
than those treated with JA. Lipoxygenase activity (LOX), higher in plants treated with
JA, was positively correlated with increased severity. Plants treated with ASM that had
higher peroxidase activity (POX) had lower SBF. This enzyme has been shown to be
linked to secondary defense metabolism due to its correlation with phenylpropanoid
pathway components such as phenylalanine ammonia-liase (PAL), salicylic acid (SA)
and phenolic compounds (CF). This is the first report of cross-effect between ASM and

JA in rice.

Key words: Acibenzolar-S-methyl, crosstalk, jasmonic acid, phytormons, lipoxygenase,

rice blast, Oryza sativa.
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1. INTRODUCAO

Plantas possuem mecanismos de defesa latentes que podem ser ativados ou
reforcados quando em contato com agentes indutores, onde vias sinalizadoras
governadas por horménios vegetais tém papel preponderante.

O acido salicilico (SA) é um hormonio fenolico, derivado do triptofano e esta
envolvido em diversos processos metabolicos (Vlot et al., 2009). O aumento da
concentracdo de SA nas plantas pode desencadear resisténcia sistémica adquirida
(SAR). Este fenbmeno é associado com o acumulo de SA; este horménio € requerido
para a transducdo de sinal, sendo efetivo na elicitacdo das defesas contra patdgenos
biotréficos. A ativacdo de genes relacionados a patogénese (PR), acumulo de proteinas
PR (PRPs), producéo de espécies reativas de oxigénio e sintese de fitoalexinas, fazem
parte das mudancas expressada pela planta quando tem suas defesas elicitadas por SA
(Thaler et al., 2012; Camejo et al., 2016). A aplicacdo exdgena de SA e seus analogos,
como acibenzolar-S-metil (ASM) em plantas pode induzir resisténcia contra diversos
fitopatdgenos (de Vleesschauwer et al., 2013). O uso do ativador de plantas ASM pode
induzir a expressdao de genes responsivos a SA, induzindo resisténcia, ativando a
protecdo contra uma ampla gama de patdgenos de diferentes tipos e diferentes modos de
colonizacdo (Jiang et al., 2010; Nahar et al., 2012; de Vleesschauwer et al., 2013).

Acido jasmonico (JA) e seu derivados, comumente chamados de jasmonatos, sdo
reguladores derivados de lipidios sintetizados a partir do acido linoléico, e estdo
envolvidos em respostas de defesa e varios outros processos metabolicos. JA é um
hormbnio que ativa a protecdo de plantas contra patdgenos necrotréficos, como
Rhizoctonia solani, e hemibiotréficos, como M. oryzae. Assim como SA, o aumento do
nivel de JA pode levar inducdo de resisténcia, chamada resisténcia sistémica induzida
(ISR), ativando também genes responsivos a JA, tais como genes PR, com o
consequénte acimulo de PRPs.

Quando desafiada por patégenos, as células das plantas reprogramam-se para
ativar seus mecanismos de defesa. A morte celular programa nos sitios de infeccéo é
uma resposta de defesa comum contra patogenos biotréficos e também contra insetos
sugadores, que necessitam do tecido vivo para se nutrirem. Por outro lado, a morte
celular € um pré-requisito para a colonizacdo do tecido por patdgenos necrotroficos,
devido ao fato desses fungos se nutrirem de células mortas. Por isso mesmo é essencial
que as plantas ativem o mecanismo apropriado de defesa de acordo com o tipo do

patdgeno. A resisténcia mediada por SA é efetiva contra patdgenos biotréficos enquanto
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que o JA e/ou etileno (ET) medeiam respostas de defesa mais efetivas contra patdégenos
com estilo necrotrofico de colonizagdo, sendo também importantes em respostas contra
herbivoria (Glazebrook, 2005; Steven & Dong, 2008). Além de elicitar vias de defesa,
horménios também interagem, apresentando efeitos regulatérios entre si, relacdo essa
conhecida como crosstalk. O crosstalk entre SA e JA se manifesta comumente como
um reciproco antagonismo, podendo ser adaptativo, dependendo das condi¢des em que
a planta se encontra; em plantas que exibem altos niveis de SA apresentam baixa
quantidade de JA, bem como o acimulo de JA induz uma queda na concentracao de SA.
Nessas situacoes, o efeito cruzado entre essas vias de sinalizacdo constituem um dos
mecanismos que permitem as plantas ajustar as suas respostas de defesa de acordo com
o tipo do patogeno. Evolutivamente, alguns patdgenos como M. oryzae, adquiriram a
capacidade de interferir no crosstalk entre os horménios como estratégia de viruléncia,

alterando o balan¢o hormonal para seu beneficio (Thaler et al., 2012).

Para alcancar niveis de resisténcia efetivos ap6s o reconhecimento de M. oryzae, as

plantas de arroz devem ajustar as diferentes vias sinalizadoras por meio das interagoes

sinérgicas e antagonicas. O antagonismo entre SA e JA ja conhecido, entretanto, ndo se

sabe se existe interacdo entre as vias indutoras de ASM e de JA quando esses indutores sao

aplicados, qual o efeito dessa relagdo no desenvolvimento do patégeno na planta e no

consequente controle da doenca.

O objetivo desse trabalho foi determinar se existe antagonismo entre acido jasmonico

e ASM, aplicando-os nas plantas de forma conjunta e separada, e comparar as respostas de

defesa que desencadeiam em plantas de arroz contra M. oryzae.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Desenho experimental.

O delineamento realizado foi de blocos ao acaso (DBC). Os tratamentos foram:

M. oryzae virlento - testemunha; plantas induzidas com ASM (Bion®, Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda), JA e desafiadas com M. oryzae virlento (ASM e/ou JA + VIR)

e controle negativo (H,O). Foram utilizadas trés bandejas por tratamento.

2.2. Plantio cultivar BRS Primavera.

Sementes de arroz BRS Primavera foram esterilizadas com solugdes de alcool 70%
(1 min) e hipoclorito de sodio (3 min), enxaguadas em agua e plantadas em bandejas com 3
kg de solo adubado (FTE 1g/ kg solo, Zn 1g/2 kg e NPK - 5/30/15¢g/kg), e mantidas em
condicdes de 60% de umidade e temperatura média de 25 °C em casa de vegetacdo. Cada

bandeja possui oito sulcos, com 10 plantas em cada.

2.3. Aplicacéo das moléculas quimicas de ASM e JA em plantas de arroz para
controle da brusone.

Vinte e um dias ap6s o plantio, a ultima folha emitida até entdo foi induzidas com
quatro solugdes: ASM 0,5 mM (50%), JA 0,25 mM, JA 0,25 mM + ASM 0,5 mM e &gua
destilada. A suspensdo de conidios & 10° conidios.mL-' de M. oryzae (PY10900) foi
inoculada 48h apos a inducdo abiotica. Foram utilizadas 10 repeticdes por tratamento. A
porcentagem de area foliar afetada pela brusone foi avaliada usando uma escala de notas
(0,5 a 82% de éarea foliar afetada) de acordo com Notteghem (1981). As plantas foram
avaliadas durante uma semana apdés a inoculacdo de M. oryzae em condicdes de casa de

vegetacédo

2.4. Desafio com M. oryzae.

O isolado virulento de M. oryzae 10900 proveniente da cole¢do de microrganismos
da Embrapa Arroz e Feijdo foi reativado em meio BDA (Batata-dextrose-agar) e
multiplicado em placas de Petri com meio de aveia (aveia 2%, 1,5% agar, p/v), durante 10
dias a 28 °C. A producéo de conidios foi estimulada com a remocéo do micelio aéreo da
colonia de M. oryzae. Os conidios foram coletados com agua destilada e esterilizada e 48
ap6s, a suspensdo foi ajustada a 3x10° conidios.mL™ (Filippi & Prabhu, 2001) e inoculadas

em plantas 19 dias apds a semeadura. A porcentagem de area foliar afetada pela brusone
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foi quantificada usando uma escala de notas (0-82% de area foliar afetada) de acordo com
Notteghem (1981). As plantas foram avaliadas durante uma semana apos a inoculagao de
M. oryzae em condicOes de casa de vegetacao.

2.5. Determinac¢dao da atividade das enzimas B-1,3 glucanase, lipoxigenase,
peroxidase, fenilalanina amonia-liase, quantificagdo de compostos fendlicos e teor de
acido salicilico em plantas de arroz.

Plantas tratadas apenas com M. oryzae foram utilizadas como testemunhas e plantas
tratadas com H,O como controle negativo. As coletas foram feitasem 1, 2, 3,5, 7 e 9 DPI.
Toda parte aérea da planta foi coletada, dez plantas por tratamento, e entdo acondicionadas
em caixas de gelo e congeladas (-20 °C) para uso posterior.

Extracéo de proteinas

As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e em cada amostra foi
adicionado solugdo-tampéo (Tris-HCI 10 mM; NaCl [150 mM]; EDTA [2 mM]; DTT [2
mM]; PMFS [1 mM]; Leptina [10 ug.mL™]; Aprotinina [10 pg.mL™]). Em seguida, as
amostras foram agitadas num vortex durante 1 minuto e centrifugadas por 5 minutos a
10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para quantificar as proteinas sollveis
totais e nos ensaios de determinacdo de atividade enzimética. 50 uL de cada amostra
foram transferidos para tubos do tipo Eppendorf acrescentando 1000 pL de CBB
(comoassie brilliant blue). As amostras foram homogeneizadas e colocadas em repouso
durante 15 minutos. Logo apds, transferiu-se 100 pL para placas de Elisa as quais foram
colocadas em espectrofotometro (A 597 nm). O contetdo de proteinas solGveis totais no
extrato bruto foi medido de acordo com o método de Bradford (1976), com albumina
sérica bovina (BSA) como padrao.

f-1,3-Glucanase (EC 3.2.1.39) (GLU)

Utilizou-se a metodologia descrita por Pan et al., (1991) com algumas
modificagOes. Atividade de GLU em extrato proteico de folhas de arroz de diferentes
tratamentos foram avaliados pela medicdo da taxa de redugdo da producdo de agucar
utilizando laminarina como substrato. O reagente DNS (&cido dinitrosalicilico) foi

usado como agente colorimétrico. A atividade foi expressa em unidades por miligrama
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de proteina (U.mg™). Uma unidade foi definida como atividade enzimatica catalisando a

formacéo de agUcares redutores que aumenta a absorbancia de uma unidade por hora.

Lipoxigenase (EC:1.13.11.12) (LOX)

A atividade de LOX foi determinada de acordo com Axelrod et al. (1981)
usando &cido linoléico como substrato. 50 ul do extrados da parte aérea de arroz foi
adicionado em 2 mL de solucéo de &cido linoléico (10 mM) em tampao fosfato (50 mM,
pH 6.0) (0,1% v/v), em temperatura ambiente. A atividade de LOX foi quantificada em

espectrofotometro (A=234 nm).

Peroxidases (EC 1.11.1.7) (POX)

A atividade de peroxidase foi realizada por meio da medicdo do nivel de
oxidagdo de 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) usando suas
proprias atividades colorimétricas. Uma unidade foi definida como atividade enzimatica
catalisando a formagdo de 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) que

aumenta a absorbancia de uma unidade por hora (Keesey, 1987).

Fenilalanina Amoénia-liase (EC 4.3.1.24) (PAL)

A atividade de fenilalanina amonia-liase foi determinada, utilizando 2 ml de
solucéo de fenilalanina 10 mM, em solugdo tampdao borato 0,1 M, pH 9,0 e 50 ul de
cada amostra, em triplicata. A mistura foi homogeneizada e submetida a quantificacdo
do produto em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda 290 nm (ultravioleta)
(Cortes et al., 2008).

Compostos Fenolicos (CF)

A quantificacdo de compostos fendlicos totais foi realizada segundo a
metodologia de Dicko et al. (2002).A parte aérea das plantas de arroz foram coletadas
para quantificacdo dos compostos fendlicos. O material foi imediatamente congelado
em nitrogénio liquido apds a coleta. As plantas foram maceradas com auxilio de
cadinhos e pistilos até a obtencdo de um pé fino e homogéneo. Trezentos miligramas
dos compostos fendlicos soluveis foram colocados em 1500 pLL de metanol 70% e, apos
leva-las ao sonicador por 30 minutos, as amostras foram filtradas com auxilio de
algoddo. O ensaio foi feito em triplicata por cada amostra onde 120 uL do extrato foi

misturado com 220 pL de H,O milli-Q e 200 pL de Folin-Ciocalteu. Apos 5 min de
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incubacdo foi adicionado solugdo de Na,COsz a 20% e 600 puL de H,O milli-Q. A
mistura foi incubada por 30 min a temperatura ambiente e a leitura foi feita em

espectrofotdmetro numa absorbéncia de 720 nm.

Acido Salicilico (SA)

Para quantificagdo de AS nas plantas de arroz, 200 mg da parte aérea de cada
tratamento foram maceradas e transferidas para microtubos (2 mL). Em cada microtubo
foi adicionado 1 mL de metanol (90%), seguido de agitacdo em agitador, por 1 minuto.
As amostras foram centrifugadas, a 5000 rpm por 10 minutos, e transferidas para um
tubo falcon, de 15 mL. Adicionou-se em cada tubo, 1 mL de metanol PA e 2 mL de
acido tricloroacético (5%), e 2 mL de acetato de etila, ciclopentano e isopropanol
(50:50:1). As amostras foram agitadas em agitador por 1 minuto, e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo para liofilizacdo. Em seguida, foi adicionado em cada tubo
200 pL de metanol (23%), em tampdo acetato (20 umol pH 5,0), que foram filtradas em
minifiltro milipore (0,45 um). A quantificacdo de acido salicilico foi realizada em um
aparelho de cromatografia liquida HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
apresentando tempo de retencdo de 4,8 minutos (Saikia et al., 2006; Meher et al., 2012).

2.6. Analise estatistica

Analise univariada
Os dados de severidade de brusone foliar (SBF), GLU, PAL, LOX, POX, CF e
AS foram avaliados utilizando uma andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (p=0.05).

Analise multivariada

Anédlise de componentes principais (PCA) reuniu as variaveis relacionadas com
as respostas de defesa da planta e severidade de doenga. A PCA foi realizada utilizando
0s pacotes Rcmdr e FactoMineR, ambos do software 'R' 2.15 (R Development Core
Team, Vienna, Austria). Essa analise foi feita utilizando tanto os efeitos multivariados
das variaveis de indugéo de resisténcia (PAL, LOX, GLU, PO, AS) quanto as variaveis
de doenca (severidade e DPI).
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacgéo de severidade de brusone foliar.

Em plantas tratadas com ASM e desafiadas com o patégeno, ndo se observou a
formacdo de lesbes esporulativas, mas evidenciou-se os sintomas de RH, que séo
pontoacgdes castanhas que indicam morte celular, sem a presenca de lesdes esporulativas
(Figura 1A). Quando as plantas de arroz foram tratadas com a mistura de ASM e JA, a
porcentagem de area foliar afetada foi maior do que em plantas tratadas com ASM,
apresentando lesdes abertas com bordas marrons e centro acinzentado (indicando
esporulacdo do fungo) (Figura 1B) e, quando comparado com a testemunha, houve
reducdo de 44% de &rea foliar afetada (Tabela 1). Ao contrario de ASM, a severidade de
brusone foliar (SBF) nas plantas tratadas com JA foi muito superior em tamanho
aquelas observadas nos outros tratamentos, inclusive na testemunha (Figura 1D). As
lesGes atingiram grande parte da extenséo foliar, causando a morte de muitas das plantas
avaliadas (Figura 1C), indicando que a aplicacdo de JA, 48 horas antes da inoculagéo
desafiante, ndo elicitou a defesa da planta e induziu a suscetibilidade das plantas de

arroz a M. oryzae.

115



FIGURA 1- Severidade de brusone foliar em folhas de arroz. Tratamento controle (H,O) (A). B-E:
plantas induzidas com ASM (B), induzidas com JA+ASM (C), induzidas com JA (D) e testemunha
(PY10900) (E).
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3.2. Atividades das enzimas relacionadas com a defesa da planta, e
quantificacdo dos compostos fenolicos e teores de acido salicilico.

Plantas tratadas apenas com os agentes indutores JA, ASM e JA+ASM.

De modo geral, os valores de PRPs, compostos fenolicos (CF) e AS variaram
tanto entre quanto dentro dos tratamentos. A atividade de GLU foi estimulada em todos
os tratamentos nos dois primeiros dias de indugéo (1DPI e 2DPI), sendo maior nas
plantas induzidas com os agentes indutores do que nas plantas controle (H,O). No 1DPI,
seu valor foi maior em plantas tratadas com JA, seguidas de JA+ASM e ASM, em
ordem decrescente. No 2DPI, somente os tratamentos JA e JA+ASM que se
diferenciaram do controle. Dentre os tratamentos, apenas as plantas tratadas com
JA+ASM apresentaram atividade de PAL maior do que o controle (Tabela 1). Nos dois
dias subsequentes (2DPI e 3DPI), os maiores valores foram observados em plantas
induzidas com ASM. Todos os tratamentos diferiram do controle no 1DPI, apresentando
valores superiores. No 1DPI, a maior atividade de LOX foi observada nas plantas
induzidas com JA. No 2DPI, o valor maximo de atividade de LOX foi encontrado no
tratamento ASM. Ja no 3DPI, o pico de atividade foi observado novamente em plantas
tratadas com JA. Dentre os agentes indutores, a atividade de POX foi maior nas plantas
induzidas com ASM no 1DPI e 2DPI. No 3PDI, além das plantas induzidas com ASM,
a atividade de POX foi maior também em plantas tratadas com JA (Tabela 1). Os niveis
de compostos fenolicos (CF) foi maior no 1DPI em plantas tratadas com JA, sendo este
0 Unico tratamento que diferiu do controle nesse primeiro tempo de avaliagdo. No 2DPI,
todos os tratamentos diferiram do controle e o pico do teor de CF também foi maior no
tratamento JA e no 3DPI, plantas induzidas com ASM mostraram os maiores valores de
CF. Os teores de SA foram maiores nos trés primeiros dias naqueles tratamentos que
receberam ASM tanto em forma conjunta com JA, quanto aplicado isoladamente. No
1DPI, plantas induzidas com JA+ASM apresentaram 0s maiores valores de SA. No
2DPI, o pico do teor foi observado em plantas tratadas com ASM e no 3DPI, em
JA+ASM (Tabela 1).
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Table 1. Atividade de proteinas relacionadas a patogénese p-1,3 glucanase (GLU), fenilalanina amonia-liase (PAL), lipoxigenase (LOX), peroxidase (POX) e concentracao de
compostos fenolicos (CF) e de acido salicilico (SA) e severidade de brusone foliar (SBF) em plantas de arroz de terras altas tratadas com JA, ASM, e JA+ASM seguidas ou

ndo de inoculagdo desafiante com M. oryzae (PY10900).

Tratamento
Varidreis ~ DPI® JA JA+ASM ASM H20 AT M. IATASMEM. ASMM. M. oryzae
oryzae oryzae ortyzae
1 26,65 cC 14,64 aB 11,55 aAB 9,84 aA
2 27,22 cB 29,93 dB 18,23 cA 18,48 bcdA
3 27,40 cC 24,00 cBC 44,27 dD 59,29 eE 17,29 bAB 30,56 cC 16,36 aA 10,26 aA
GLU® 4 34,76 dB 14,07 aA 17,38 bcA 18,06 bcA 14,92 aA 16,49 aA 49,15 eC 17,50 bA
5 8,67 aA 14,56 aB 14,67 bB 22,26 cdD 18,69 bC 21,46 bD 37,84 dF 30,28 eE
7 42,99 eF 24,24 cD 10,71 aA 14,25 abB 23,02 dcb 17,24 aB 30,00 cE 20,68 cC
9 19,26 bA 20,03 bA 18,70 cA 25,09 dB 20,92 cA 52,97 dc 25,90 bB 24,18 dB
1 1,15E-05 cA  578E-05 fC 2,19E-05 dB 2,43E-05 eB
2 775E-06 bA  652E-06  bcA  2,02E-05 cC 1,52E-05 dB
3 162E-05 dD  7,28E-06 cB 1,13E-05 bC 3,27E-07 aA 1,25E-05 dc 5,90E-06 aB 6,47E-06 aB 1,24E-05 bC
PAL® 4 821E-06 bB  1,93E-06 aA 9,74E-06 bB 132E-05  cdC  6,03E-05 eF 1,42E-05 cCD  1,59E-05 bD 3,64E-05 cE
5 161E-05 dC  1,85E-05 eD 2,50E-05 eE 1,15E-05 cB 6,69E-06 cA 8,64E-06 bA 1,64E-05 bC 1,12E-05 cB
7 446E-06 aB  154E-05 dc 2,06E-05  cdD  2,23E-05 eD 5,59E-06 bB 5,86E-06 aB 3,03E-05 cE 2,25E-06 aA
9 2,76E-05 eC  4,87E-06 bB 4,64E-06 aB 5,67E-06 bB 1,57E-06 aA 4,70E-06 aB 5,05E-06 aB 4,45E-06 aB
1 572E-05 eD  2,67E-05 cB 3,53E-05 cC 5,18E-06 cA
2 491E-05 dC  542E-06 aA 6,15E-05 eD 1,51E-05 B
3 419E-05 cE  801E-06 aBC  3,80E-06 aA 7,84E-06 eB 2,65E-05 bD 6,29E-06 aB 1,03E-05 bC 2,84E-05 cD
LoX" 4 2,11E-05 aB  4,48E-05 dD 4,23E-05 dD 2,96E-05 qC 4,50E-05 cD 1,99E-05 cB 3,29E-06 aA 3,39E-05 dc
5 2,13E-04 fG  2,13E-05 bC 3,22E-05 cD 1,10E-06 aA 5,70E-05 eF 1,51E-05 bBC  9,25E-06 bB 4,42E-05 eE
7 153E-05 aC  6,20E-06 aB 5,11E-07 aA 6,83E-06 dB 1,94E-05 aD 1,48E-05 bC 1,98E-06 aA 6,21E-06 aB
9 3,38E-05  bF  181E-05  bBC _ 1,29E-05 bB 2,97E-06 bA 2,02E-05 _ aCD 6,75E-06 aA 2,72E-05 cE 2,49E-05  bDE
1 1,10 bA 1,08 bA 1,49 cdC 1,29 bB
2 152 cA 1,46 cA 178 eB 1,87 cB
POX® 3 1,36 cB 0,83 aA 142 cB 0,86 aA 1,55 abB 1,02 aA 1,92 cB 1,95 beC
4 113 bBC 1,43 cDE 0,86 aA 1,25 bCD 1,57 abE 1,05 aB 1,59 bEF 178 cF
5 0,86 aA 121 bC 1,26 bC 1,06 abB 1,94 cD 1,34 bC 131 aC 2,06 cD
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7 0,66 aA 0,83 aAB 0,95 aB 1,02 abBC 1,50 aD 1,78 bE 1,17 aC 1,20 aC
9 1,46 cB 0,75 aA 1,56 dB 1,72 cB 1,65 bB 1,38 cB 2,16 dc 2,51 dD
1 7,43 eC 5,60 dB 3,96 cA 5,55 dB
2 8,88 fC 5,86 dB 6,13 dB 514 cA
3 4,01 bB 2,63 aA 8,28 eF 514 cC 512 dc 5,69 dD 6,81 cE 11,98 eG
CF* 4 4,30 cD 717 eG 2,73 aA 4,16 bD 4,63 cE 341 bB 3,92 bC 6,78 cF
5 3,41 aB 9,12 fF 2,80 aA 3,45 aB 4,97 dC 7,16 eD 2,63 aA 8,45 dE
7 3,14 aB 5,09 cE 2,70 aA 5,28 cE 4,34 bD 3,94 cC 7,94 dF 2,63 aA
9 5,48 dD 3,28 bB 3,38 bB 7,19 eE 2,63 aA 2,63 aA 8,64 eF 3,91 bC
1 807,67 bA 817,00 aB 807,00 bA 809,33 cA
2 835,33 dB 860,33 cC 865,33 db 823,33 dA
3 817,33 cA 862,00 ch 850,33 cC 826,33 deB 820,67 bA 889,00 cE 887,00 dE 894,00 eE
SAC 4 895,67 eB 926,00 eC 873,33 eA 895,67 B 889,67 dB 872,33 bA 916,33 eC 889,67 dB
5 926,00 fE 955,33 fF 927,33 fE 832,33 eB 883,33 dc 904,33 dD 798,67 aA 798,67 cA
7 769,00 aAB 913,00 db 929,00 fF 765,00 aA 776,00 aB 920,33 eE 826,67 cC 776,00 aB
9 807,67 bD 826,67 bE 789,67 aBC 795,33 bC 868,67 cF 762,33 aA 804,67 bD 784,00 bB
SBF® - - - - - - - - - 40,3125 D 12,375 B 1,234375 A 22,125 C

Meédias seguidas por letras minudsculas (colums) iguais ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p=0,05).
Médias seguidas por letras maitsculas (rows) iguais na coluna ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p=0,05)
4 DPI= days post induction

b U.mg_l

‘ug de acido galico.mL de extrato™

“ng.g-1.

¢ Severidade de brusone foliar foi medida seguindo uma escala de notas que varia de 0,5 até 82% de area foliar afetada.
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Plantas tratadas com JA, ASM e JA+ASM e desafiadas com isolado
virulento de M. oryzae (PY10900).

Assim como na auséncia do fitopatdgeno, as atividades das PRPs, bem como
valores de CF e teores de SA oscilaram entre os tratamentos e, principalmente, dentre o0s
tratamentos (Tabela 1). A atividade de GLU foi mais intensa nas plantas que receberam
a aplicacdo dos indutores em conjunto (JA+ASM) no primeiro dia apds o desafio com o
patdégeno (3DPI e 9DPI). Nos quatros periodos seguintes avaliados (4DPI, 5DPI e
7DPI) os maiores valores foram encontrados nas plantas induzidas com ASM. De modo
geral, a atividade de PAL foi crescente nos dois primeiros dias apos o desafio (3DPI e
4DPI) em todos os tratamentos; nenhum tratamento apresentou atividade superior ou
estatisticamente diferente daquela encontrada na testemunha. No 4DPI as plantas
induzidas com JA foram as Unicas superiores a testemunha e no 5DPI, foram as
induzidas com ASM. Somente no 7DPl é que todos os outros tratamentos se
diferenciaram da testemunha, onde as plantas induzidas com ASM apresentaram
maiores de PAL. Os maiores valores de LOX foram observadas nas plantas induzidas
apenas com JA, exceto no 5DPI. LOX apresentou um aumento continuo do 3DPI ao
5DPI, decrescendo nos ultimos periodos avaliados. Dentre os tratamentos que
receberam agentes indutores, as plantas tratadas com ASM tiveram maior atividade de
POX. Apenas no penultimo periodo avaliado (7DPI) é que observou-se uma atividade
de POX nos tratamentos induzidos (JA e JA+ASM) superior aquela registrada nas
testemunhas. Os valore de CF foram maiores no 3DPI do que no 4DPI. Os valores de
CF foram maiores na testemunha quase todos os tempos analisados, exceto no 7 DPI,
onde as plantas induzidas tiveram maiores indices de CF, e no 9 DPI onde somente as
plantas induzidas com ASM apresentaram valores superiores aos demais. De modo
geral, houve um decréscimo constante na quantidade de CF nos tratamentos analisados,
com excecdo das plantas tratadas com ASM onde no 7DPI os valores aumentaram e no
9DPI observou-se seu pico. Na presenca de M. oryzae, os teores de SA, no 3DPI, foi
maior nas plantas induzidas com JA+ASM sem, no entanto, diferir da testemunha. Ja no
4DPI, ASM apresentou o maior teor de SA e foi o Unico tratamento superior a
testemunha. Plantas induzidas com JA+ASM apresentaram os maiores teores de SA no
5DPI e, juntamente com JA, foram os tratamentos com niveis deste hormonio maior do
que os da testemunha. No 7 DPI1 e 9DPI, os maiores niveis de SA foram observados nos

tratamentos JA+ASM e JA, respectivamente.
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3.3. Analise de Componentes Principais (PCA).

Os trés primeiros componentes explicaram 74,13% da variancia observada, com
valores de 35,78%, 21,55% e 16,8% para PC1, PC2 e PC3, respectivamente (Figura 2).
A maioria dos resultados foram suportados principalmente pelos trés primeiros
componentes da PCA. As PRPs LOX, POX e GLU, juntamente com SBF mostraram
grande influéncia na variancia observada no PC1. A variancia encontrada no PC2 foi
influenciada principalmente pelo DPI, SA e CF. A variancia encontrada no terceiro
componente (PCA3) foi influenciada por PAL e também por POX, CF e SA.

Severidade de brusone foliar (SBF) foi negativamente correlacionada com GLU.
Em contraste com GLU, LOX e POX por sua vez foram positivamente correlacionadas
com SBF (Tabela 2). A variavel DPI esta correlacionada de forma negativa com CF e
SA, indicando que seu valores tendem a diminuir com o passar do tempo. Os niveis de
CF foram correlacionados positivamente com POX e claramente influenciaveis pelo
horménio SA e pela enzima PAL, ambos com valores negativos de correlacdo com esta

primeira variavel.
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Figura 2 - PCA biplot com variaveis de investigadas na inducdo de resisténcia de plantas de arroz com
JA, ASM e JA+ASM desafiadas com M. oruzae (Mo) de acordo com os dois primeiros componentes. A-

correlacdo entre as varidveis; B-distribuicdo dos dados.

Tabela 2. Matriz de correlagdo das variaveis relacionadas a inducdo de resisténcia em arroz para controle
da brusone foliar (Magnaporthe oryzae) por JA, ASM e JA+ASM e dimencbes da andlise de

componentes principais com significancia de p < 0.05.

Variables PCAl PCA2 PCA3
Rice blast severity 0.838 NS NS
Days post induction NS 0.784 NS
B-1,3 Glucanase -0.723 NS NS
Peroxidase 0.656 NS 0,542
Phenylalanine ammonia-lyase NS NS -0,672
Lipoxygenase 0,9 NS NS
Phenolic compounds NS -0,621 0,452
Salicylic acid NS -0,559 -0,443
Explained Variance 47,99% 22,66% 17,22%
Cumulative Variance 47,99% 70,65% 87,87%

NS = not significant at p < 0,05.
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4. DISCUSSAO

Neste presente trabalho, as plantas de arroz tratadas com o0s agentes indutores
abioticos JA e ASM apresentaram diferentes porcentagens de severidade de doenca
quando desafiadas por M. oryzae. A aplicacdo de JA tornou as plantas mais suscetiveis
a infeccdo causada por M. oryzae. A maior area foliar afetada pela doenca foi
encontrada neste tratamento, inclusive maior do que na testemunha, no qual apresentou
0 coalecimento de lesdes o que levou a morte de muitas folhas desafiadas e,
eventualmente, da planta inteira (Figura 1D).

A aplicacdo de ASM nas plantas 48hs antes do desafio com o patégeno suprimiu
a doenca, com a presenca de lesGes de respostas de hipersensibilidade (Figura 1B) e tem
demonstrado ser ativador de mecanismos de defesa, com caracteristicas de inducéo de
resisténcia sisttémica (Liu et al., 2008). A inducdo feita com a mistura dos dois
compostos (JA+ASM) diminuiu a severidade da brusone foliar (Tabela 1). Apesar de
ndo impediu o estabelecimento da infeccdo, com a presenca de lesGes abertas (Figura
1C), a area lesionada foi menor do que na testemunha (M. oryzae) (Figura 1E).

Entretanto, os resultados da SBF sugerem que ha um antagonismo entre ASM e
JA. O crosstalk entre JA e SA é bem documentado e comumente se manifesta como
antagonismo reciproco (Thaler et al., 2012). Também ha evidéncias que plantas de
abobora induzidas com a mistura de JA com ASM, que é analogo do SA, ficaram mais
suscetiveis ao ataque de patdégenos do que plantas tratadas apenas com o indutor ASM
(Liu et al., 2008). A suscetibilidade de plantas ao ataque de patogenos biotréficos pode
acontecer quando suas folhas sdo expostas ao JA (Liu et al., 2008). SA é relacionado
com resisténcia a patdégenos biotroficos e JA ativa as defesas da planta contra patdgenos
necrotroficos (Thaler et al., 2012). M. oryzae é um patdgeno hemibiotréfico, iniciando a
infeccdo com a forma biotréfica de colonizacdo (Dean et al., 2012) e nessa fase da
doenga, 0 SA desempenha papel importante nas respostas de defesa. Devido ao
crosstalk existente entre esses dois hormonios vegetais, a aplicacdo de JA aumenta a
resisténcia contra a colonizagdo necrotréfica, entretanto, provoca uma queda nos niveis
de SA e aumenta a suscetibilidade a fase biotréfica da colonizagdo (Robert-Seilaniantz
etal., 2011).

Nos dois primeiros dias apés a inducdo, todos os tratamentos apresentaram
niveis crescentes da atividade de GLU. J& nos periodos avaliados apds o desafio com M.

oryzae, a atividade dessa enzima oscilou. A presenca de acibenzolar-S-metil aumentou a
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atividade de GLU nas plantas ap6s o desafio com o patdégeno. No 3DPI e 4DPI, os
maiores valores foram encontrados em plantas tratadas com JA+ASM e ASM,
respectivamente. Assim como demonstrado neste trabalho, o pré-tratamento de plantas
com ASM induziu a um aumento na atividade de GLU e em outras defesas das plantas,
demonstrando ser efetivo na protecdo contra patogenos virulentos (Niki et al., 1998;
Fidantsef et al., 1999; Liu et al., 2008).

Neste estudo nos examinamos se 0s tratamentos influenciam na atividade de
PAL. Nos dois primeiros dias de inducéo, plantas que receberam ASM como tratamento
apresentaram maior atividade dessa enzima. Outros estudos também demonstraram a
atividade indutora de ASM em plantas induzidas por aumentar a expressao de PAL em
plantas tratadas (Cools & ISHII, 2002). Na presenca do patdgeno, os maiores indices de
PAL foram observados nas plantas que foram induzidas somente com JA nos dois
primeiros dias apds o desafio (3DPI e 4DPI), com valores muito superiores aqueles
registrados nos tratamentos com ASM. Ao contrario do que acontece na interacdo
muitas vezes antagdnicas entre acido jasmonico e acido salicilico, ha estudos que
sugerem o papel indutor de jasmonatos na atividade de PAL (Sharan et al., 1998)
indicando a existéncia de outra natureza de regulacéo entre a via dos fenilpropandides e
0S jasmonatos.

Os maiores valores referentes a atividade de LOX foram observado em plantas
induzidas somente com JA. Apenas no 1DPI é que todos os tratamentos tiveram uma
atividade de LOX acima do nivel observado no controle. A aplicacdo exdgena de acido
jasmonico induziu a atividade de LOX. Em todos os dias avaliados, 0s maiores picos de
atividade dessa enzima foram encontrados nas plantas induzidas com este hormonio, na
presenca ou na falta de M. oryzae (Tabela 1). JA é o produto final da via dos
octadecandides e é uma molécula sinalizadora importante para ativacdo de vias de
defesa nas plantas da qual LOX é uma das principais enzimas envolvidas (Liu et al.,
2015). Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que JA pode estimular a
atividade de LOX via mecanismo de retroalimentacdo. Kim et al. (2003) observaram em
plantulas de milho a ativacéo de genes relacionados com LOX pela aplicacdo de metil-
jasmonatos. Antes do desafio, a atividade de LOX nas plantas tratadas com ASM foi
maior do que no controle (H,O) no 1DPI e 2DPI e quando inoculadas, apresentaram
uma baixa atividade comparada aos outros tratamentos também desafiados, ndo sendo
superior a testemunha em nenhum dos tempos avaliados. Resultados semelhantes foram

encontrados por Khalili et al. (2009) quando aplicou SA em Silybum marianum, onde a
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atividade de LOX foi maior nas primeiras horas apds a inducdo, decrescendo nos
periodos seguintes avaliados. Alguns fitopatdgenos podem estimular a producdo de
hormonios vegetais, como etileno e JA; este Gltimo possui efeito antagbnico ao SA
fazendo seu nivel decrescer, favorecendo assim a colonizacédo (Pieterse et al., 2009).

A atividade de POX foi crescente em todos os tratamentos antes do desafio. A
aplicacdo de ASM induziu um aumento na atividade dessa enzima, sendo este o Unico
tratamento que se diferenciou do controle na auséncia do patégeno e, na presenca de M.
oryzae, apresentou o maior nivel de atividade de POX no dia imediato ao desafio
(3DPI) (Tabela 1). A aplicacdo de JA e ASM em conjunto, quando comparado a outros
tratamentos, mostrou-se ineficaz na inducdo dessa enzima. Assim como a aplicacédo
conjunta dos agentes indutores, as plantas induzidas com JA ndo apresentaram um
aumento na atividade de POX quando comparados ao controle. Na presenca do
patdgeno, os niveis de POX sé foram maior do que os da testemunha no 7DPI. Uma das
primeiras respostas de defesa produzida pelas plantas é a explosdo oxidativa, com a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), evento no qual POX tem papel
importante (Dayme et al., 2016). Além de afetar diretamente o patégeno, EROs atua
como mensageiros ativando outros mecanismos de defesa, desencadeando reacdes de
hipersensibilidade (RH) (Liu et al., 2008; Dayme et al., 2016), como observado nas
plantas induzidas com ASM (Figura 1B).

Os valores de CF variaram dependendo do(s) elicitor(es) aplicado(s). Nas
plantas induzidas com JA, o nivel de CF ap6s o desafio foi crescente e maior do que o
controle nos dois dias antes do desafio. Quando aplicados em conjunto, 0s agentes
indutores ndo alteraram o conteddo de CF nas plantas de arroz. Nas plantas induzidas
com ASM, os valores de CF foram crescentes, mas apenas no 2DPI que diferenciaram-
se do controle (Tabela 1). Ap6s o desafio, nos trés primeiros dias subsequentes a
inoculagéo, os valores de CF foram maiores na testemunha. No 3DPI, somente plantas
tratadas com ASM diferiram do controle (H,O) sem, no entanto, diferir da testemunha
(M. oryzae), diminuindo com o tempo. Em bananas, o nivel de CF aumentou apos a
exposicdo de plantas a metil-jasmonato, com valores superiores do que em plantas
induzidas com SA, apesar de este Ultimo tratamento ser superior aos controles (Ncho et
al., 2016). Estes resultados sugerem que em arroz, a acao elicitora na producéo de CF é
relacionada ao tipo do elicitor.

As plantas tratadas com os indutores abi6ticos mostraram diferentes niveis de

SA. Em geral, antes do desafio, as plantas apresentaram niveis crescentes de SA. Neste
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trabalho, os maiores valores de SA foram anotados nas plantas induzidas com ASM, de
forma isolada ou conjunta com JA (Tabela 1). A aplicacdo em conjunto de JA e ASM
provocou um aumento de SA no 1DPI quando comparado com o controle. No 2DPI
todos os tratamentos diferiram do controle, onde o pico de SA foi observado nas plantas
tratadas com ASM. Observou-se um acumulo de SA nos dois primeiros periodos
avaliados ap6s o desafio em plantas induzidas com ASM, com valores iguais ou
superiores aos da testemunha em 3DPIl e 4DPI, respectivamente. A auséncia do
acumulo de SA em plantas induzidas com ASM tem sido confirmada em plantas de
abobora (Orober et al., 2002) bem como em plantas de fumo (Friedrich et al., 1996)
entretanto, essas plantas exibiram sinais de inducéo de resisténcia com um aumento na
producdo de PRPs, de uma forma ndo-dependente de SA. Isso sugere que em arroz,
ASM pode induzir a resisténcia de modo similar aquele desencadeado por SA.

Trés componentes da PCA foram responsaveis por 74,13% da informacéo
presente no conjunto das oito varidveis analisadas. A severidade de brusone foliar (SBF)
e atividade de LOX foram fortemente associadas ao primeiro componente da PCA
(Tabela 2) e ambas com altos valores de correlacdo. A maior atividade de LOX foi
observada em plantas com altos indices de doenca (Tabela 2). LOX sdo enzimas que
catalisam a oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados e sdao uma das principais enzimas
envolvidas na biossintese de JA (Wang et al., 2008). Esse hormonio possui papel
importante na defesa da planta na fase necrotofica da infeccdo de M. oryzae. Por ser um
fungo hemibiotréfico, M. oryzae possui 0 modo biotrofico de nutricdo (Vleesschauwer
et al., 2013), e nesse estilo de colonizacdo SA estd associado as respostas de defesa,
entretanto, JA e SA possuem uma relacdo antagbnica. Quando niveis de JA estdo altos
nas etapas iniciais da infeccdo, a colonizacdo dos tecidos foliares pelo patégeno é
favorecida devido ao baixo teor de SA nesse periodo (Thaler et al., 2012). Esses
resultados corroboram com aqueles encontrados no capitulo 1, onde plantas com
maiores concentragdo de SA apresentaram menor severidade e plantas com maiores
valores de LOX mostraram maiores indices de brusone. SBF também foi correlacionada
com GLU. A associagdo dessa PRP com a severidade de doenga indica a sua
importancia no controle da brusone foliar. Isso foi confirmado por outros trabalhos
(Filippi et al., 2007; Filippi et al., 2011) e demonstrado aqui onde apds o desafio com o
patogeno, os tratamentos JA+ASM e principalmente ASM, plantas com maiores niveis
de GLU, tiveram menor indices de SBF. GLU hidrolisa polimeros $-1,3-glucana que é

um dos principais componentes da parede celular de fungos (Ferreira et al., 2007).
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Apesar de plantas tratadas com ASM mostrarem os menores indices de SBF e uma alta
atividade de POX, as testemunhas e plantas induzidas com JA, que tiveram altos indices
de doenca, também apresentaram uma alta atividade de POX. Isso pode ser devido a
presenca do patdgeno e o continuo progresso da doenca. Proteinas da familia PR9
possuem atividade de peroxidase podem ser ativadas por indutores abiétcos como ASM
(Liu et al., 2008) e também por estresses bidticos como ataque de patdégenos (Daymi et
al., 2016). A correlagdo negativa de DPI com CF e SA indica que os niveis dessas duas
ultimas variaveis tendem a decrescer com o tempo. SA e CF mostraram influéncia na
variancia do segundo componente, com correlacdo positiva entre si. O aumento na
quantidade de CF é uma resposta observada quando plantas possuem SA como elicitor.
Ambos sdo componentes importantes em respostas de defesa de plantas onde SA atua
como componente elicitor e CF sdo uma das respostas de defesa desencadeada por este
horménio (Misra et al., 2014). A correlacao positiva entre POX e CF observada em PC3
sugere uma relacdo entre essas duas variaveis. Uma das primeiras respostas de defesa da
planta a estresses é a producdo de EROs onde POX desempenha papel primordial
(Camejo et al., 2016). Dentre os mecanismos desencadeados por EROs estdo a morte
celular via HR e producéo de CF. A producéo de compostos fenolicos pode desencadear
como lignificacdo da parede celular, estimulo da via dos fenilpropandides, aumentando
a sintese de SA e também o acumulo de fitoalexinas (Misra et al., 2014). Essas duas
caracteristicas, atividade de POX e acumulo de CF, foram observadas neste trabalho e
sdo comumente utilizadas para identificar respostas de hipersensibilidade. PAL também
foi correlacionada negativamente com os CF. Houve uma alternancia entre a atividade
de PAL e a quantidade de CF. Na maioria dos tratamentos, quando o valor de uma
dessas variaveis estava em alta, o valor da outra estava em baixa (Tabela 1). PAL é uma
enzima chave na sintese dos CF (Ferreira et al., 2007). Sua atividade decresce a medida

que o substrato é consumido e o produto da reacao vai sendo formado.

128



5. CONCLUSAO

A aplicagéo de acibenzolar-S-metil foi eficiente na supressdo da doenca; plantas
com ele tratadas apresentaram RH entre 48-72hs apds o desafio com o isolado
PY10900.

Houve cross-talk entre JA+ASM em plantas induzidas com ambos indutores.
Em plantas tratadas com JA+ASM a SBF foi maior do que nas plantas induzidas s6 com
ASM. Entretanto, a area afetada pela doenca foi menor do que aquela observada nas
plantas que receberam apenas JA como indutor.

A aplicacdo de JA aumentou a suscetibilidade do arroz a M. oryzae onde a SBF
de plantas por ele induzidas apresentaram maiores valores do que na testemunha.

A inducdo de resisténcia observada nas plantas pulverizadas com ASM pode
estar também relacionada com a atividade de GLU, POX e concentracdo de SA, que
foram maiores e crescentes nessas plantas.

A atividade de LOX foi estimulada pela aplicacdo exdgena de JA e foi
relacionada com alta porcentagem SBF, sugerindo que o aumento da atividade dessa
enzima nas fases iniciais da infeccdo ndo favorece a defesa da planta. A analise
multivariada mostrou a importancia da interacdo entres as respostas de defesa para o
controle da doenga.

Apesar de muitos autores estudarem o antagonismo entre as rotas de sinalizacao
do SA (e analogos) e JA, este é o primeiro trabalho que registra o antagonismo entre
esses dois indutores aplicados de forma exdgena em arroz, avaliando suas respostas de

defesa e sua consequéncia no controle e/ou evolucao da brusone.

129



6. LITERATURA CITADA

AXELROD, B.C.; CHEESBROUGH, T.M. & LAASKO, S.L. 1981. Lipoxygenase
from soybean. Methods in Enzymology 71:441-451.

BRADFORD, M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantification of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Annals of Biochemistry 72:248-254.

CAMEJO, D.; GUZMAN-CEDENO, A. & MORENO, A. 2016. Reactive oxygen
species, essential molecules, during plant-pathogen interactions. Plant
Physiology and Biochemistry 103:10-23.

CORTES, M.V.C.B.; VIANA, H.F.: SILVA, F.R.; SILVA-LOBO, V.L.; SILVA, G.B.;
PRABHU, AS. & FILIPPI, M.C.C., 2008. Quantificacdo da atividade
enzimaticas de proteinas relacionadas a patogénese no patossistema Oryza

sativa/Magnaporthe oryzae. Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Antonio de Goias.

COOLS, H.J. & ISHII, H. 2002. Pre-treatment of cucumber plants with acibenzolar-S-
methyl systemically primes a phenylalanine ammonia lyase gene (PAL1) for
enhanced expression upon attack with a pathogenic fungus. Physiological and
Molecular Plant Pathology 61:273-280.

DAYMI, C.; GUZMAN-CEDENO, A. & MORENO, A. 2016. Reactive oxygen
species, essential molecules, during plant-pathogen interactions. Plant

Physiology and Biochemistry 103:10-23.

DEAN, R.; VAN KAN, J.A.L.; PRETORIUS, Z.A.; HAMMOND-KOSACK, K.E.; DI
PIETRO, A.; SPANU, P.D.; RUDD, JJ.; DICKMAN, M.; KAHMANN, R.;
ELLIS, J. & FOSTER, G.D. 2012. The Top 10 fungal pathogens in molecular
plant pathology. Molecular Plant Pathology 13:414-430.

DICKO, M.H.; HILHORST, R.; GRUPPEN, H.; TRAORE, A.S.; LAANE, C.; van
BERKEL, W.J.H. & VORAGEN, A.G.J. 2002. Comparison of content in

130



phenolic compounds, polyphenoloxidase, and peroxidase in grains of fifty
sorghum varietis from Burkina Faso. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 50:3780-3788.

FERREIRA, R.B.; MONTEIRO, S.; FREITAS, R.; SANTOS, C.N.; CHEN, Z;
BATISTA, L.M.; BORGES, A. & TEIXEIRA, A.R. 2007. The role of plant
defense proteins in fungal pathogenesis. Molecular Plant Pathology 8:677-700.

FIDANTSEF, A.L.; STOUT, M.J.; THALER, J.S.; DUFFEY, S.S. & BOSTOCK, R.M.
1999. Signal interactions in pathogen and insect attack: expression of
lipoxygenase, proteinase inhibitor I, and pathogenesis-related protein P4 in the
tomato, Lycopersicon esculentum. Physiological and Molecular Plant Pathology
54:97-114.

FILIPPI, M.C. & PRABHU, A.S. 2001. Phenotypic virulence analysis of Pyricularia
grisea isolates from Brazilian upland rice cultivars. Pesquisa Agropecuéria
Brasileira 36:27-35.

FILIPPI, MARTA C.C,; SILVA, GISELE B. & PRABHU, ANNE S. 2007. Inducéo de
resisténcia a brusone em folhas de arroz por isolado avirulento de Magnaporthe

oryzae. Fitopatologia Brasileira 32:387-392.

FILIPPI, M.C.C., SILVA, G.B., SILVA-LOBO, V.L., CORTES, M.V.C.B., MORAES,
AJ.G., PRABHU, A.S., 2011. Leaf blast (Magnaporthe oryzae) suppression and
growth promotion by rhizobacteria on aerobic rice in Brazil. Biological Control,
58:160-166.

FRIEDRICH, L.; LAWTON, K.; RUESS, W.; MASNER, P.; SPECKER, N.; RELLA,
M.G.: MEIER, B.; DINCHER, S.: STAUB, T.; UKNES, S.: METRAUX, J.P.:
KESSMANN, H. & RYALS, J. 1996. A benzothiadiazole derivative inducers

systemic acquired resistance in tobacco. The Plant Journal 10:61-70.

KEESEY, J. 1987. Biochemica Information. Boehringer Manhein Biochemicals,

Indianapolis.

131



GLAZEBROOK, J. 2005. Contrasting mechanisms of defense against biotrophic and
necrotrophic pathogens. Annual Review of Phytopathology 43:205-227.

JIANG, CJ.; SHIMONO, M.; SUGANDO, S.; HOJIMA, M.; YAZAWA, K.; YOSHIDA,
R.; INOUE, H.; HAYASHI, N.; SAKAKIBARA, H. TAKATSUJI, H. 2010.
Abscisic acid interacts antagonistically with salicylic acid signaling pathway in

rice—Magnaporthe grisea interaction. Molecular Plant Microbe Interactions
23:791-798.

KHALILI, M.; HASANLOO, T.; TABAR, S.K. & RAHNAMA, H. 2009. Influence of
exogenous salicylic acid on flavonolignans and lipoxygenase activity in hair root
cultures of Silypbum marianum. Cell Biology International 33:988-994.

KIM, ES.; CHOI, E.; KIM, Y.; CHO, K.; LEE, A.; SHIM, J.; RAKWAL, R,
AGRAWAL, G.K. & HAN, O. 2003. Dual positional specificity and expression
of non-traditional lipoxygenase induced by wounding and methyl jasmonate in
maize seedlings. Plant Molecular Biology 52:1203-1213.

LIU, C.; RUAN, Y.; LIN, Z; WEI, R.; PENG, Q.; GUAN, C. & ISHII, H. 2008.
Antagonism between acibenzolar-S-methyl-induced systemic acquired resistance
and jasmonic acid-induced systemic acquired susceptibility to Colletotrichum

orbiculare infection in cucumber. Physiological and Molecular Plant Pathology
72:141-145.

LIU, Z.; ZHANG, S.; SUN, N.; LIU, H.; ZHAO, Y.; LIANG, Y.; ZHANG, L. & HAN,
Y. 2015. Functional diversity of jasmonates in rice. Rice 8:5:1-13.

MISRA, N.; MISRA, R.; MARIAM, A,. YUSUF, K. & YUSUF, L. 2014. Salicylic acid
alters antioxidant and phenolics metabolism in Catharanthus roseus grown
under salinity stress. African Journal of traditional, complementary, and
alternative medicines: AJTCAM 11:118-25.

132



MEHER, H.C.; GAJBHITE, V.T. & SINGH, G.A. 2012. Liquid chromatography
method for determination of selected amino acids, coenzymes, growth
regulators, and vitamins from Cicer arietinum (L.) and Solanum lycopersicum
(L.). Journal AOAC International 95:1142-1152.

NAFISI, M.; FIMOGNARI, L. & SAKURAGI, Y. 2015. Interplays between the cell
wall and phytormones in interaction between plants and necrotrophic pathogens.
Phytochemistry 112:63-71.

NAHAR, K.; KYNDT, T.; NZOGELA, Y.B. & GHEYSEN, G. 2012. Abscisic acid
interacts antagonistically with classical defense pathways in rice-migratory
nematode interaction. New Phytologist 196:901-913.

NCHO, X.E.; DOUMBIA, M.L.; TRAORE, S.; KONAN, Y.K.F.; KONE, M. &
KOUAKOU, T.H. 2016. Estimation of total phenolic compounds in treated
leaves with methyl jasmonate and salicylic acid of banana (Musa acuminata L.
AAA group cv. Grand Naine) susceptible to the Black Leaf Streak Disease.

Agricultural Science Research Journal 6:175-181.

NIKI, T.; MITSUHARA, 1; SEO, S.; OHTSUBA, N. & OHASHI, Y. 1998.
Antagonistic effect of salicylic acid and jasmonic acid on the expression of
pathogenesis-related (PR) protein genes in wounded mature tobacco leaves.
Plant and Cell Physiology 39:500-7.

NOTTEGHEM, J.L. 1981. Cooperative experiment on horizontal resistance to rice
blast. In: BLAST and upland rice: report and recommendations from the meeting
for international collaboration in upland rice improvement. International Rice

Research Institute, Los Bafios, p.43-51.
OROBER, M.; SIEGRIST, J.; BUCHENAUER, B. & STAUB, T. 2002. Mechanism of

phosphate-induced disease resistance in cucumber. European Journal of Plant
Pathology 108:345-53.

133



PAN, S.Q.; YE, X.S. & KUC, J. 1991. Association of a b-1,3-glucanase activity and
isoform pattern with systemic resistance to blue mold in tobacco induced by
stem injection with Peronospora tabacina or leaf inoculation with Tobacco
Mosaic Virus. Physiological and Molecular Plant Pathology 39:25-39.

PIETERSE, C.M.J.; LEON-REYES, A.; VAN DER ENT, S. & WEES, C.M.V. 20009.
Networking by small-molecule hormones in plant immunity. Nature Chemical
Biology 5:308-316.

ROBERT-SEILANIANTZ, A.; GRANT, M. & JONES, J.D.G., 2011. Hormone
crosstalk in plant disease and defense: more than just jasmonate-salicylate
antagonism. Annual Review of Phytopathology 49:317-43.

SAIKIA, S.; PARKER, E.J.; KOULMAN, A. & SCOTT, B. 2006. Four gene products
are required for the fungal synthesis of the indole-diterpene, paspaline. FEBS
Letters 580:1625-1630.

SHARAN, M.; TAGUCHI, G.; GONDA, K.; JOUKE, T.; SHIMOSAKA, M.
HAYASHIDA, N. & OKAZAKI, M. 1998. Effects of methyl jasmonate and
elicitor on the activation of phenylalanine ammonia-lyase and the accumulation

of scopoletin and scopolin in tobacco cell cultures. Plant Science 132:13-19.

SPOEL, S.H. & DONG, X. 2008. Making sense of hormone Crosstalk during plant

immune responses. Cell Host and Microbes 3:347-351.

THALER, J.S.; HUMPHREY, P.T. & WHITEMAN, N.K. 2012. Evolution of

jasmonate and salicylate signal crosstalk. Trends in Plant Science 17:260-270.
De VLEESSCHAUWER, D.D.; GHEYSEN, G. & HOFTE, M. 2013. Hormone defense

networking in rice: tales from a different world. Trends in Plant Science 18:555-
565.

134



VLOT, AC.; DEMPSEY, D.M.A. & KLESSING, D.F. 2009. Salicylic acid, a
multifaceted hormone to combat disease. Annual Review of Phytopathology
47:177-206

135



CAPITULO 4

Comparacao do traspcritoma de arroz de terras altas induzidos com rizobactéria

promotora de crescimento Serratia sp. e isolados avirulento e virulento de Magnaporthe

oryzae.
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Comparacdo do trascriptoma de arroz de terras altas induzidos com rizobactéria
promotora de crescimento Serratia sp. e isolados avirulento e virulento de Magnaporthe

oryzae.

RESUMO

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) e fitopatdgenos
ativam mecanismos de defesa contra uma ampla gama de patégenos de plantas por meio
da inducdo de resisténcia. Este estudo objetivou identificar alguns genes
diferencialmente modulados em planta de arroz tratado com um isolado de Serratia sp.,
e dois isolados de Magnaporthe oryzae, um avirulento (AVR) e outro virulento (VIR),
comparando as respostas de defesa desencadeados por esses agentes indutores, em
buscas de novas fontes de resisténcia a brusone foliar. Plantas induzidas com PGPR,
AVR e desafiadas com VIR tiveram seu RNA total extraido e levados a sequenciamento
do transcritoma via RNAseq. A analise dos genes diferencialmente expressos (DEG)
identificaram 1666, 2118 e 1600 genes modulados em respostas a PGPR, AVR e VIR,
respectivamente. As rotas do acido salicilico (SA), acido jasménico (JA) e etileno (ET)
e genes responsivos foram ativadas em PGPR, AVR e VIR, com DEGs exclusivos em
cada tratamento. Proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) de sete atividades
enzimaticas diferentes apresentaram DEG nas condi¢fes avaliadas, muitas com
diferenca expressiva entre os tratamentos. Um maior nimero de genes de fatores de
transcricdo da familia WRKY foram encontrados em AVR e PGPR. Genes que
codificam proteinas quinases ativadas por mitogeno e aqueles conhecidos com genes R
foram DEG principalmente em AVR, entretanto, apresentaram-se genes exclusivos a
cada agente indutor. Plantas em VIR apresentaram maior numero de DEGs que
codificam fitoalexinas. Genes que medeiam a interacdo entre vias hormonais também
foram DE. OsNPR4 foi modulado diferencialmente em AVR e PGPR; ja OsSLR1 foi
responsivo apenas em VIR. Os dados de gPCR confirmaram a validade dos niveis de
expressao encontrados pela técnica de RNAseq. Este € o primeiro estudo comparativo
entre respostas de defesas ativadas por diferentes agentes indutores. Os resultados
sugerem genes que podem ser usados como marcadores de indugdo bem como possiveis
candidatos a fontes de resisténcia para melhoramento visando controle de fitodoencas

do arroz.

Palavras-chave: Brusone, priming, RNA-seq, Serratia sp., sinalizagdo hormonal.
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Comparison of the transcriptome of upland rice induced by growth promoting

rhizobacterium Serratia sp. and avirulent and virulent isolates of Magnaporthe oryzae.

ABSTRACT

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and phytopathogens can enable
defense responses by inducing resistance, activating defense mechanisms against a wide
range of pathogens. This study aimed to identify differentially modulated genes in rice
inoculated with Serratia sp., Magnporthe oryzae avirulent (AVR) and M. oryzae
virulent (VIR), comparing the defense responses triggered by these inducing agents, in
search of new sources of resistance to leaf blast. Plants induced with PGPR, AVR and
challenged with VIR had their total RNA extracted and led to transcriptome sequencing
through RNAseq. Analysis of differentially expressed genes (DEG) identified 1666,
2118 and 1600 genes modulated in responses to PGPR, AVR and VIR, respectively.
Salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA) and ethylene (ET) and responsive genes were
activated in PGPR, AVR and VIR, with DEGs unique to each treatment. Pathogenesis
related proteins (PRPs) of seven different enzymatic activities had DEG under the
conditions evaluated, many with great difference between treatments. A higher number
of DEG WRKY transcription factors were found in AVR and PGPR. Genes that encode
mitogen activated protein kinases and those known as R genes were mainly found in
AVR, however, presented unigue genes to each inducing agent. Plants challenged with
VIR had higher numbers of DEGs that encode phytoalexins. Genes that mediate the
interaction between hormonal pathways were also differentially expressed. OsNPR4
was differentially modulated in AVR and PGPR and OsSLR1 was responsive only in
VIR. The gPCR data confirmed the validity of expression levels found by the RNAseq
technique. This is the first comparative study approaching responses of defenses
activated by different inducing agents. The results provide support for the importance of
the activation of genes involved in the induction of resistance at initial moments of the
response defense responses, highlighting genes that can serve as induction markers as
well as possible candidates for resistance sources for plant breeding aimed at genetic

control of diseases .

Key words: Hormonal signaling, priming, rice blast, RNA-seq, Serratia sp.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € a segunda espécie de planta mais cultivada no
mundo, e devido ao crescimento da populacdo mundial, hd uma necessidade do aumento
de aproximadamente 40% da producao desse cereal (Khush, 2005). Além desse desafio,
a orizicultura é faceada por estresses bidticos, sendo a brusone a principal doenca que
acomete a cultura. Esta doencga, causada por Magnaporthe oryzae, € de dificil controle.
O melhoramento visando resisténcia durdvel a brusone é tarefa dificil devido a alta
variabilidade do patdgeno, sendo necessaria a busca de novas ferramentas de manejo e o
melhoramento das estratégias ja existentes.

Para se contra-atacarem patégenos, plantas se protegem principalmente com
sistema imune de duas categorias. Servindo-se de receptores localizados nas superficies
das células, plantas reconhecem padrées moleculares associados a patégenos (PAMP)
e/ou a microrganismos (MAMP). Esses receptores sdo moléculas estruturalmente
conservadas presentes em uma ampla gama de microrganismos patogénicos,
relacionados com PAMP, e benéficos, relacionados com MAMPs. Muitos desses
padrdes moleculares sdo produtos de genes housekeeping ou componentes de paredes
celulares e podem induzir resisténcia em plantas. As respostas de defesa das plantas
desencadeadas por padrdes moleculares s&o conhecidos como imunidade desencadeada
por PAMP e MAMP (PTI e MTI, respectivamente) (Schwessinger & Zipfel, 2008;
Boller & Felix, 2009). Para que a infeccdo tenha sucesso, os patdgenos usam efetores
para suprimir as respostas de defesa ativada pelas plantas. O sistema defesa das plantas
também evoluiu e possui a capacidade de detectar, direta ou indiretamente, esses
efetores, colocando em acdo a imunidade ativada por efetores (ETI). Véarios desses
elementos ativadores sdo comuns tanto a patdgenos quanto a microrganismos benéficos,
havendo semelhanca também nas respostas de defesa por eles desencadeadas. ETI é
constantemente acompanhada por reacfes de hipersensibilidade, incluindo a morte
celular programada. No conjunto dessas respostas de defesa, acido salicilico (SA)
possui fun¢do importante na transdugdo de sinais. Outra molécula sinalizadora, etileno
(ET), também estd envolvido na manutencdo dos reconhecimentos dos padrdes
moleculares na imunidade por eles ativadas (Mersmann et al., 2010). Esse sistema é
efetivo contra patdgenos biotroficos e hemibiotrdficos, entretanto, plantas possuem
sistema de defesa contra patdgenos necrotroficos onde ET, juntamente com 4&cido

jasmonico (JA), também esta envolvido (Bakker et al., 2007).
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Para caracterizar respostas de plantas a determinados patdgenos, a producao de
hormonios e a ativagdo de outras componentes das respostas imunes responsivos aos
horménios podem servir como indicadores de indugéo de resisténcia. A interacdo entre
arroz e M. oryzae é do tipo gene-a-gene, por isso mesmo, racas incompativeis de M.
oryzae podem ser usadas como ferramentas para investigar 0s mecanismos de
resisténcia em arroz (Filippi et al., 2007).

A cooperagéo entre microrganismos benéficos como rizobactérias promotoras de
crescimento (PGPR), além de resultar no aumento dos processos de crescimento,
também ativa respostas de defesa das plantas. Estes fendmenos ja foram estudados em
arroz (Filippi et al., 2011) entretanto, pouco se sabe das mudancas envolvidas a nivel
molecular, especialmente em arroz de terras altas. Ha trabalhos que relatam que
metabolitos secundarios, proteinas relacionadas a patogénese (PRP) e hormdnios sdo
mecanismos encontrados em plantas tratadas com PGPR e que essas respostas podem
ser potencializadas quando as rizobactérias sdo utilizadas em suas cultivares de origem
(Drogue et al., 2014).

A caracterizacdo dos determinantes genéticos, semelhantes e diferentes, envolvidos
na regulacdo das respostas de defesa induzidas por patdgenos e rizobactérias fornecem
elementos para compreender os mecanismos envolvidos na inducdo de defesa em arroz e
fornecem novas possibilidades de ferramentas para controle da doenca e manejo da cultura.
Estudos como este permite a identificacdo dos principais processos bioldgicos e categorias
funcionais de genes relacionados a defesa contra brusone do arroz, ndo sé em interacdes
compativeis e incompativeis entre M. oyzae e O. sativa mas também em plantas de arroz
induzidas com PGPR. Nesse sentido, RNAseq e outras ferramentas para o estudo de
expressao génicas dao ensejo a essas oportunidades, possibilitando a identificacdo de genes
modulados e envolvidos nos diversos processos desencadeados por esses agentes
indutores.

O objetivo deste capitulo foi comparar o perfil dos transcriptomas obtidos durante a
interacdo planta-indutor bidtico/abidtico, analisando os genes modulados diferencialmente
em resposta aos agentes indutores Serratia sp. e isolados avirulento e virulento de M.

oryzae.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producéo de suspensdo da PGPR Serratia sp. BRM 32114,

A rizobactéria utilizada neste estudo foi isolada da rizosfera de plantas de arroz
provenientes de solos amazonicos, em primeiro ano de plantio de arroz, no municipio de
Paragominas, Para - Brasil e pertence a Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa com o nimero de acesso BRM32114. Esta bacteria fora identificada como
pertencente ao género Serratia (nUmero de acesso no GeneBank: KX378747). A PGPR
foi crescida em placas de Petri, com meio 523 (Kado & Heskett, 1970) a 28 °C, por 24
horas. A suspensdo de células bacterianas obtida foi ajustada para a uma absorbancia de
550 nm de absorbancia, correspondente a 10° UFC.mL™ e entéo aplicadas via rega em
solos com plantas de arroz com 21 dias, 100 mL por bandeja.

Sementes da cultivar de arroz de terras altas BRS Primavera foram esterilizadas
com alcool 70% e hipoclorito 2%, microbiolizadas com a suspensdo bacteriana (150
rpm por 24h) e secas a temperatura ambiente antes de realizar o plantio. Sementes

microbiolizadas com agua foram utilizadas como tratamento controle.

2.2. Producéo de in6culo do isolado avirulento de M. oryzae.

O isolado avirulento de M. oryzae PY10749 proveniente da colecdo de
microrganismos da Embrapa Arroz e Feijdo foi reativado em meio BDA (Batata-dextrose-
agar) e multiplicado em placas de Petri com meio de aveia (aveia 2%, 1,5% &gar, p/v),
durante 10 dias a 28 °C. A producdo de conidios foi estimulada com a remocdo do micélio
aéreo da colbnia de M. oryzae. Os conidios foram coletados com agua destilada e
esterilizada e 48 apds, a suspensdo sera ajustada a 3x10° conidios.mL™ (Filippi & Prabhu,
2001) e inoculadas em plantas 21 dias apds a semeadura.

2.3. Desafio das plantas de arroz com isolado virulento de M. oryzae.

Os isolados de M. oryzae foram reativados em meio BDA e multiplicado em
placas de Petri contendo meio de Aveia (509 de aveia, 10g dextrose, 159 agar, 1L agua),
durante 10 dias a 28 °C. A conidiogénese foi estimulada com a remocdo do micelio
aéreo, feito com auxilio de um bastdo de vidro e as placas expostas a luz continua sob

alta umidade, durante 48horas. Os conidios foram coletados com &gua destilada e
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esterilizada e a suspensdo ajustada a 3x10° conidios.mL™ seguindo o método de Filippi

& Prabhu, 2001, e inoculadas em plantas, 19 dias ap6s a semeadura.

2.4. Extracdo de RNA.

Para analise dos transcriptomas, amostras da parte aérea das plantas induzidas
com a rizobactéria BRM321144, M. oryzae VIR (PY10900), M. oryzae AVR
(PY10749) foram coletadas juntamente com o controle (H,O). O experimento foi
delineado em blocos ao acaso (DBC). Cada tratamento possui 3 bandejas com uma
média de 80 plantas em cada. Vinte e quatro horas ap6s a inducdo, coletou-se
aleatériamente das bandejas 30 plantas por tratamento. A cada dez plantas foi
considerado uma réplica bioldgica, sendo, portanto, trés réplicas por tratamento. As
partes aéreas das plantas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer -80°C. O RNA total foi extraido usando nitrogénio liquido. A
extracdo de RNA foi realizada com o kit Sigma’s SpectrumTM Plant Total RNA Kit
seguindo as instrucdes do fabricante. O RNA extraido foi ressuspendido em agua milli-
Q RNase-free e armazenado a -80°C. A quantidade e a qualidade do RNA foi analisada

por meio do NanoVue™ (GE Healthcare Life Sciences).

2.5. Sequenciamento de RNA e analise de bioinformatica.

No total 12 amostras (trés de cada tratamento) foram enviadas para
sequenciamento no Centro de Gendmica Funcional - Esalq (Piracicaba, SP, Brasil). As
amostras foram submetidas a exame de qualidade e aquelas cujo perfil do BioAnalyser
(Agilent Technologies CA, USA) com um RIN maior do que 6.5 foram sequenciadas. A
plataforma utilizada foi Illumina HiSeq2500 e as reads geradas foram do tipo paired-
end (PE) com tamanho de 100 pb. As andlises de bioinformética foram realizadas no
laboratério de enzimologia do ICB - UFG. Os arquivos FastQC foram usados para
observar a qualidade das bibliotecas antes e depois da trimagem. O tratamento inicial
dos dados foi feito removendo as regides com baixa qualidade (Phred < 20) e de
adaptadores usando o programa Trimmomatic (versdao 0.30). As reads foram filtradas e
as que tinham menos de 25 nucleotideos foram descartadas. As reads foram entdo
alinhadas e mapeadas contra um genoma de referéncia de arroz (Oryza sativa ssp.
japonica, Nipponbare- MSU Rice Genome version 7.0) usando o software TopHat
(versdo 2.0.8) em sua configuracdo padrdo. A montagem do trascriptoma e a anélise de

expressdo diferencial dos genes de cada biblioteca foi realizada com o software
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Cufflinks (versdo 2.1.1). Os niveis de expressdo foram determinados usando o software
Cuffdiff dentro do Cuflinks. As reads de cada biblioteca foram normalizadas levando
em consideracdo o tamanho dos genes, tamanho da biblioteca e o nimero de reads de
cada gene, levando em conta a abundancia de fragmentos por quilobase de exon por
milhGes de fragmentos mapeados. Os niveis de expressao de cada amostra foram
normalizadas com a amostra do tratamento controle (H,O). Foram considerados up-
regulated e down-regulated o0s genes com valores positivos e negativos,
respectivamente. Dessa forma foi possivel inferir quais genes foram também
diferencialmente expressos quando comparado os trés tratamentos indutores entre si.
Isso nos permitiu saber se houve DEGs exclusivos em algum tratamento e se estes
continuariam sendo DEG mesmo quando comparado com as outras condi¢des. Os
niveis de expressao diferencial foram considerados significativos utilizando o False
discovery rate (FDR) do teste de Beijamini-Hochberg (P<0.05).

2.6. Validacdo de RNAseq pela reacdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa quantitativa.

Vinte genes foram selecionados entre os genes diferencialmente expressos in
silico para anélise de expressao via RT-qPCR. O conjunto de primers foram desenhados
com o sofware Primer Express Software v2.0 (Applied Biosystems) baseado nas
sequéncias codificantes (CDS) dos genes selecionados a partir de seus transcritos. A
qualidade dos primers foram avaliadas pelo programa OligoAnalyzer 3.1 (IDT
Technologies). O RNA foi extraido a partir da parte aérea macerada em nitrogénio
liquido usando cadinho e pistilo usando Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen) de
acordo com as instrugdes do fabricante. 500 pL do reagente Concert™ Plant RNA
gelado foi adicionados aos microtubos com 200 mg do tecido macerado. A mistura foi
homogeneizada em virtex e deixada em repouso na horizontal em temperatura ambiente
por 5 min. As amostras foram centrifugadas por 5 min a 5°C a maxima velocidade. O
sobrenadante foi transferido para novos microtubos com 100 pL de NaCl 5M ja
adicionados aos tubos e entdo misturados por inversdo. Posteriormente foram
adicionados 300 pL de cloroféormio gelado. Os tubos foram homogeneizados em vortex
e centrifugados por 10 min a 4 °C a 12000g para separar as fases. A fase aquosa
superior foi transferida para um novo tubo; o mesmo volume de isopropanol gelado foi
adicionado; as amostras foram homogeneizadas e deixadas em repouso por 10 min a

temperatura ambiente para precipitar. As amostras foram novamente centrifugadas por
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10 min a 4 °C a 120009 e o sobrenadante foi entdo descartado. O pellet foi lavado com
1 mL de etanol 75% gelado e levados a centrifugacdo por 1 min a 12000g a 4 °C. O
liquido residual foi removido com auxilio de pipeta e os microtubos postos a
temperatura ambiente para secagem total do etanol. O RNA foi ressuspendido em 30 puL
de agua milli-Q e armazenado a -80 °C. Para sintese de cDNA, o RNA total foi tratado
com DNase | (Invitrogen™) para digerir o DNA presente nas amostras. Quatro
microgramas de RNA de cada amostra passaram por transcricdo reversa usando a
trascriptase reversa Superscript 11 (Invitrogen™) seguindo as instrucdes do fabricante.
Ao RNA foi adicionado 2 pg de oligo dT, 2 ug de dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP -
10 mM) e o volume final ajustado para 24 pul. com H,O milli-Q. Os microtubos foram
levados a incubacdo por 65 °C por cinco minutos. Em seguida, adicionou-se 8 pL de
tampéo 5X (250 mM Tris-HCI,pH 8,3; 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 4 uL. de DTT 100
mM, 2 pL de RNaseOUT™ e 2 uL de transcriptase reversa SuperScript II. O mix foi
incubado por 40 °C por 50 min. A reacdo foi inativada a 70 °C por 15 min. As amostras
agora contendo cDNA foram imediatamente congeladas a -20 °C. A PCR quantitativa
foi realizada utilizando o Kit Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen™). O volume total de cada reacdo foi de 10 pL, contendo 5 pL de
SuperMix-UDG, 1 uL de cDNA (12,5 ng x pL™). O volume de cada primer bem como o
volume de agua variou para cada gene, sendo ajustado a concentracdo ideal para cada
oligo (Anexo tabela 1). As reacdes foram feitas no aparelho 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems®). O programa de amplificagdo foi o seguinte: 50 °C por 2
minutos, 95 °C por 2 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C durante 30
segundos. Os transcritos dos genes UBQ5 e ACTIN foram usados como referéncias
internas para normalizar o total de RNA presente em cada reacdo. As reacGes foram
feitas em triplicata e a analise de expressdo foi feita usando o programa DataAssit'™
(Life Technologies) calculando o nivel do ciclo de threshold de acordo com o método 2°
ACT Ao final das reaces foi feita uma curva de dissociacdo para conferir a

especificidade do produto amplificado.
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3. RESULTADOS

3.1. Bibliotecas de RNA-seq.

Apos a quantificacdo e determinagéo da qualidade do RNA extraido de folhas de
arroz 24 horas apés a inducdo com Serratia sp. (BRM 32114), M. oryzae avirulento
(PY10749), M. oryzae virulento (PY10900) e com H,O (controle), as amostras foram
submetidas ao sequenciamento de todo transcriptoma via RNA-seq. A partir do
sequenciamento do trascritoma das 12 bibliotecas (trés bibliotecas por tratamento), foram
gerados um total de 542.562.962 de reads de 100 pb paired-ends (PE) (Tabela 1).

Para realizar as andlises relativas ao trascritoma, foi utilizado o genoma de
referéncia da espécie de arroz O. sativa japonica, versdao 323 v7, ID: 29143, com
tamanho de 374,471,240 bp. A cobertura total do genoma obtida por tratamento com os
reads foi 60 vezes em media.

Posteriormente, as reads foram mapeadas e alinhadas por meio do software

TopHat totalizaram 88,58% do nimero total das sequéncias de cada biblioteca.

3.2. Anotacéo global dos genes identificados em plantas de arroz submetidas
a diferentes agentes indutores.

A analise da expressao diferencial dos transcritos relacionados com respostas de
defesa desencadeadas por diferentes agentes indutores foi estimada a partir da cultivar
de arroz de terras altas BRS Primavera. As reads encontrados nessa analise global do
transcritoma nos auxilia a entender os mecanismos e diferencas envolvidas na indugéo
de resisténcia desencadeada por diferentes agentes indutores. Foram selecionados
candidatos a genes envolvidos na sintese de hormdnios/moléculas elicitoras e também
aqueles genes responsivos a esses fitormonios ativados pela aplicacdo dos indutores
bidticos.

Identificacéo dos genes diferencialmente expressos (DEGS).

A proporcéo de genes diferencialmente modulados variou entre os tratamentos,
com AVR apresentando maiores DEG up e down-regulated (Figura 1). Quando o
tratamento indutor foi o M. oryzae avirulento (AVR), o nimero de DEGs foi 2118
(1627 up e 492 down-regulated), o maior dentre os tratamentos. Ja& quando a planta foi
desafiada com M. oryzae virulento (VIR) esse nimero foi de 1600 (Figura 2), com 1282

up-regulated e 318 down-regulated. Em plantas induzidas com PGPR, foi encontrado
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1666 DEGs (Figura 2). Desse total, 1079 DEGs foram up-regulated e 587 down-
regulated (Figura 3). O diagrama de Venn (Figura 4) mostrou que dos DEGs
identificados, 936 sdo comuns aos trés tratamentos, 397, 341 e 50 DEGs foram
compartilhados pelas condi¢cbes AVR-VIR, AVR-PGPR e VIR-PGPR, respectivamente.
O maior numero de DEGs exclusivos foram encontrados em AVR (444), seguido por
PGPR (339) e VIR (217).

Para investigar as funcdes e os papéis dos DEGs selecionados nas plantas
induzidas, foi utilizado a anotacdo funcional dos transcritos de arroz disponibilizados
por RAP-DB (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/). Para a descricdo dos genes nas sessdes
seguintes, o critério adotado foi baseado no papel de defesa dos genes relacionados com
brusone ou em outros patossistemas, de acordo com o valor de fold changes (FC)

apresentados pelos DEGs.
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Figura 1 - Grafico de média de expressdo versus log fold change (MA-plots). Mudangas transcricionais
estdo presentes nas plantas de arroz ap6s a inducdo. Valores de média de expressdo normalizadas sdo

plotadas contra log2 fold changes. Genes com um FDR < 0.05 sdo plotados em vermelho.
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AVR

Figura 4. Diagrama de Venn ilustrando a relacdo entre os genes modulados nas condi¢fes PGPR, AVR e
VIR.

3.3. DEGs em plantas induzidas com Serratia sp. BRM32114.

Trés genes relacionados com via do chiquimato foram diferencialmente
expressos em PGPR, todos up-regulated. Na biossintese do triptofano foram
encontrados dois DEGs: Aminodeoxi-corismato sintase (0s06g48620) e Antranilato
fosforibosiltransferase (Os05¢g30750). Dos genes relacionados com salicilato, trés
foram diferencialmente modulados, todos eles com atividade de fenilalanina amonio-
liase (PAL), sdo eles: OsPALO1, OsPALO2 e OsPALO8. Desses trés genes, OsPALOL1 foi
DEG nas plantas induzidas com a rizobactéria. OsSGT, um gene envolvido com
glicosilacdo de SA, foi DEG e superexpresso apenas em PGPR (Figura 5; Anexo tabela
2).
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Figura 5. Clusterizagdo e heat map da expressdo de genes da biossintese de SA e genes responsivo a SA
modulados segundo os diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expresséo. O heat map foi
gerado no programa R v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Analise com distancia euclidiana e usando o
algoritimo UPGMA. O agrupamento do genes foi baseada na semelhanca do padréo de expressao.

PGPR-VIR

Oito genes que fazem parte da biossintese do JA foram diferencialmente
expressos nas plantas tratadas com a rizobactéria, onde dois foram superexpressos e seis
foram reprimidos (Figura 6; Anexo tabela 3). Trés genes com atividade de Lipoxigenase
foram DEGs. Genes que codificam enzimas que atuam nas moléculas precursoras do
metil-éster &cido jasménico, OsAOS2 (oxidase do alene) (Os03g12500) e fosfolipases
A2 (0s01g40070 e 0s039g50030) foram superexpressos em PGPR. O gene oryzain beta
(Os04g57440) foi DEG exclusivo dessa condi¢do. Genes de proteinas reguladoras da
ativacao e biossintese de JA como a familia das proteinas JAZ (Jasmonate Zim Domain)
foram reprimidos. Seis genes dessa classe foram encontrados. Varios genes ativados por
JA também foram diferencialmente modulados. OsMYC2, um gene de um fator de
transcri¢cdo relacionado com ativagdo de genes responsivos ao JA, foi reprimido nas

plantas tratadas com Serratia sp. Genes relacionados com a acumulacdo de JA, como
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OsRERJ1 foi superexpresso. Outros genes responsivos ao JA também foram modulados

(Figura 6; Anexo tabela 3).
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Tabela 1. Descricdo das bibliotecas sequenciadas (RNA-seq) de plantas de arroz.

Reads Reads % % Reads % reads Multi % multi .
Tratmento totais filtradas filtradas Mapeadas mapeadas Unicas Unicas reads reads Cobertura Trascriptoma
H20_1 46563860 42447620 91,16001 37160668 87,54476 36365597  97,86045 795071  2,13955 61,67711 53065125
H20 2 41746416 37495276 89,81675 32804051 87,48849 31993749  97,52987 810302  2,470128 54,26233 53065125
H20 3 44643638 40146602 89,92682 35488495 88,39726 34135094  96,18637 1353401 3,813633 57,89412 53065125
PGPR_1 46604942 42070598 90,27068 37738441 89,70265 34774958  92,14731 2963483 7,852691 58,97934 53065125
PGPR 2 42404548 38177556 90,03175 33956432 88,94344 33216607  97,82125 739825  2,178748 56,33633 53065125
PGPR_3 47092532 42713220 90,70062 39282066 91,967 38354981  97,63993 927085  2,360072 65,05117 53065125
AVR_1 40450488 36641020 90,58239 32514312 88,73746 31822638  97,87271 691674  2,127291 53,97212 53065126
AVR_2 44840962 40515176 90,35305 36349458 89,71813 35634144  98,03212 715314  1,967881 60,43655 53065127
AVR_3 42446670 38503816 90,71104 33709987 87,54973 32943115  97,72509 766872  2,27491 55,87248 53065128
VIR 1 46049680 41558736 90,24761 36266841 87,26647 35493040  97,86637 773801  2,133632 60,19723 53065129
VIR 2 46129858 41608946 90,1996 36879057 88,63252 36116780  97,93304 762277  2,066964 61,25511 53065130
VIR 3 53589368 48508928 90,51969 42251816 87,10111 41340798  97,84384 911018  2,156163 70,11519 53065131
TOTAL 542562962 490387494 - 434401624 - 422191501 - 12210123 - 716,0491 -
MEDIA 45213580 40865624,5 90,37667 36200135 88,58742 35182625,1 97,20486 1017510 2,795139 59,67076
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Figura 6. Clusterizagdo e heat map da expressdo de genes da biossintese do JA e genes reponsivos a JA
modulados segundo os diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expressdo. O heat map foi
gerado no programa R v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Analise com distancia euclidiana e usando o
algoritimo UPGMA. O agrupamento do genes foi baseada na semelhanca do padréo de expresséo.

Trés genes de arroz relacionados com a sintese de etileno foram encontrados
(Anexo tabela 4), todos eles reprimidos. OSACO5 (0s059g05680) foi DEG apenas nas
plantas induzidas com a rizobactéria (Figura 7; Anexo tabela 4)..OsERFs regulam a
transcricdo des genes envolvidos em resposta ao etileno. Trés deles foram DEGs neste
trabalho. OsERF1 (0s04g46220) foi superexpressos, OSERF91 e OsERF101 foram
reprimidos (Figura 7; anexo tabela 4).
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Figura 7. Clusterizacdo e heat map da expressdo de genes da biossintese de etileno (ET) e de genes
responsivos ao ET modulados segundo os diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de
expressdo. O heat map foi gerado no programa R v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Anélise com
distancia euclidiana e usando o algoritimo UPGMA. O agrupamento do genes foi baseada na semelhanga
do padréo de expressao.

Proteinas PR (PRP) possuem atividades antimicrobianas contra uma ampla gama
de fitopatdgenos, sendo conhecidas dezessete familias de PRPs. Genes relacionados a
patogénese de diferentes familias foram encontrados (Anexo tabela 5). Um gene da
familia proteica PR10, com atividade de ribonuclease, foi superexpresso: OsPR10B
(0s12g36850). OsPR5 (0s03g45960), pertence a familia PR5, que possuem atividade
de taumatina e permeabilizam a membrana fungica, também foi superexpresso (Figura
8; anexo tabela 5). A famila PR6, que possuem atividade inibidora de proteinase, é aqui
representada pelo gene OsScil (0s12g25090), foi superexpressa e apresentou 0s
maiores valores de FC em PGPR.

B-1,3-Glucanases (GLU) pertence a familia PR2 e possuem atividade de B-1,3-

glucanases. Sete DEGs membros dessa familia foram encontrados em planas tratadas
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com Serratia sp. Desse total, apenas dois genes foram reprimidos e cinco
superexpressos, e um gene (0s03g46666) foi exclusivo dessa condicao.

Quitinases (CHI) pertencem a familias de proteinas PR PR3, 4, 8 e 11. Cinco
genes foram DEGs em PGPR, sendo todos eles superexpressos. Estes genes foram
modulados diferencialmente também nos outros tratamentos (Figura 8; anexo tabela 5).

PR9 sdo proteinas PR que possuem atividade de peroxidase (POX). Entre as
proteinas PRs que tiveram o nivel transcricional avaliados, POX foram as enzimas com
maior quantidade de genes diferencialmente expressos: 33 no total. Vinte genes foram
superexpressos. Cinco deles foram DEGs exclusivos deste tratamento, sendo 4
reprimidos (0s04g52300, Os07g47990, Os07g48010 e 0s08g02110). Apenas dois
genes da maquinaria celular de detoxificagdo de EROs, como ascorbato-peroxidase
(OsAPX8) e catalase (OsCATB), foram encontrados.
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Figura 8. Clusterizagdo e heat map da expressdo de genes de proteinas relacionadas a patogénese (PRP)
modulados segundo os diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expressdo. O heat map foi
gerado no programa R v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Anélise com distancia euclidiana e usando o
algoritimo UPGMA. O agrupamento do genes foi baseada na semelhanca do padréo de expresséo.
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WRKY sdo fatores de transcricdo relacionados a respostas de defesa. Em plantas

tratadas com Serratia sp., dez genes foram diferencialmente expressos: oito reprimidos
(WRKY 4, 18, 22, 46, 63, 69, 60 e 61) e dois superexpressos (WRKY 17 e 31).

OsWRKY®69 foi diferencialmente expresso apenas em PGPR (Figura 9; anexo tabela 6).
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Figura 9. Clusterizacdo e heat map da expressdo de genes fatores de trasncricdo WRKY modulados
segundo os diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expressdo. O heat map foi gerado no
programa R v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Andlise com distancia euclidiana e usando o
algoritimo UPGMA. O agrupamento do genes foi baseada na semelhanca do padréo de expressao.

Nove genes de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK, MAPKK e

MAPKKK) foram identificados como diferencialmente expressos, trés superexpressos e
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seis com FC negativo. Os genes que foram DEGs e superexpressos sdo: MAPK10
(0s01g43910), MAPKKK30 (0s02g02780) e MAPKKK74 (0Os01g66860) (Figura 10;
anexo tabela 7).
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Figura 10. Clusterizacdo e heat map da expressdo de genes MAP quinases modulados segundo os
diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expressdo. O heat map foi gerado no programa R
v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Analise com distancia euclidiana e usando o algoritimo UPGMA.
O agrupamento do genes foi baseada na semelhanga do padréo de expressao.

Em plantas de arroz induzidas com Serratia sp. sete genes relacionados com
fitoalexinas foram superexpressos (Anexo tabela 9). Destes, dois genes relacionados sdo
relacionados com maaquiaina (0s01g01650 e Os01g660), uma fitoalexina do grupo dos
isoflavonoides. Dois genes sdo relacionados com fitocassano e trés com momilactonas,
duas das fitoalexinas sintetizadas a partir da via metabdlica dos fenilpropanoides

(Figura 11; anexo tabela 9).
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Figura 11. Clusterizacdo e heat map da expressdo de genes da biossintese de fitoalexinas modulados
segundo os diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expressdo. O heat map foi gerado no
programa R v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Analise com distancia euclidiana e usando o
algoritimo UPGMA. O agrupamento do genes foi baseada na semelhanca do padréo de expresséo.

P450s é um grupo de enzimas do grupo das monoxigenases envolvidas na
catalise da oxidacdo de diversos substratos por meio da ativacdo do oxigénio molecular.
Elas estdo envolvidas no processo metabdlico de vérias vias de sinalizacdo relacionadas
com respostas de defesa da planta, como hormonios vegetais, fitoalexinas e lignina.
Vinte e oito genes foram diferencialmente expressos nessa condicdo, sendo 11
reprimidos e 17 superexpressos. (Anexo tabela 10; Figura 12). Dois desses genes P450,
localizados no cromosso 7 (LOC_0S07g23570 e LOC_0S07g44140), séo relacionados
com respostas de defesa mas sem fungdo definida, foram superexpressos nas trés

condigdes avaliadas.
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Figura 12. Clusterizacdo e heat map da expressdo de genes do citocromo P450 modulados segundo 0s
diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expressdo. O heat map foi gerado no programa R
v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Analise com distancia euclidiana e usando o algoritimo UPGMA.
O agrupamento do genes foi baseada na semelhanga do padréo de expressao.
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Sete genes relacionados com resisténcia contra diversos patdgenos foram

diferencialmente modulados em planas induzidas com Serratia sp. (Figura 13; Anexo

tabela 8). Quatro deles foram reprimidos, entre eles o gene Pi2/9 que possui 0 sitio

NBS-LRR e confere resisténcia & algumas racas de M. oryzae. Trés genes foram

superexpressos, entre eles OsXB3, relacionado a resisténcia de arroz a Xanthomonas

oryzae pv. oryzae.
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Figura 13. Clusterizacdo e heat map da expressao de genes relacionados com resisténcia (R) modulados
segundo os diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expressdo. O heat map foi gerado no
programa R v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Analise com distancia euclidiana e usando o
algoritimo UPGMA. O agrupamento do genes foi baseada na semelhanca do padréo de expressdo.

Dois genes responsivos a mais de um horménio de defesa foram encontrados
sendo diferencialmente expressos neste trabalho: OsNPR4 e OsStrll (0s02g49680).
OsNPR4, responsivo a JA e SA, foi reprimido. Quando os valores de expressdo (FC) de
PGPR foram normalizados com VIR, houve diferenca significativa nos niveis de

expressao (Figura 14; anexo tabela 11).
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Figura 14. Clusterizagdo e heat map da expressdo de genes envolvidos na interacdo de hormdnios de
defesa e modulados segundo os diferentes tratamentos. A escala de cor indica o valor de expressdo. O
heat map foi gerado no programa R v.3.2.0 utilizando o pacote heatmap.2. Andlise com distancia
euclidiana e usando o algoritimo UPGMA. O agrupamento do genes foi baseada na semelhanca do padréo
de expressao.

3.4. DEGs em plantas induzidas com M. oryzae avirulento PY10749.

Para investigar os genes envolvidos com SA, foi avaliada a expressdo de genes
relacionados com a biossintese de SA e genes a eles responsivos, bem como a via
biossintética de duas vias precursoras ao SA: rota do chiquimato e do triptofano (Figura
5; Anexto tabela 2). No presente trabalho, seis genes relacionados com via do
chiguimato foram superexpressos em AVR, sendo o gene 0s10g42700 (uma quinase-
chiguimato que transforma 3-dehidro-chiquimato em chiquimato) exclusivo desta
condicdo. Trés genes relacionados a biossintese do triptofano foram DEGs: um
reprimido e dois superexpressos. Apenas um gene envolvidos com a sintese de
salicilatos foi diferencialmente expresso em AVR: OsPALO2 foi superexpresso nesta
condigéo (Figura 5; Anexo tabela 2).

Onze genes que fazem parte da biossintese do JA foram diferencialmente
expressos, a maioria reprimido (7 genes) e apenas 4 superexpressos (Figura 6; Anexo
tabela 3). Dos sete genes com atividade de Lipoxigenase que foram DEGs, apenas

OsLOX8 foi superexpresso. OsOPR1 (atua no precursor do isojasmonato), proteina
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ribossomal L7/L12 (Os01g47330), OsAOS1 (oxidase do alene) (Os03g55800) e
fosfolipases A2 (Os01g40070 e Os03g50030), genes estes que atuam nas moléculas
precursoras do metil-éster acido jasmonico, também foram DEG nas plantas que
receberam M. oryzae avirulento. Genes envolvidos na regulacéo da sintese de JA, como
JAZ (Jasmonate Zim Domain) também foram diferencialmente modulados: todos os
cinco foram reprimidos. Genes responsivos a JA também foram diferencialmente
modulados. OsMYC2, um gene de um fator de transcrig¢do relacionado com ativagéo de
genes responsivos ao JA, foi reprimido. OsRERJ1, genes envolvido na acumulagéo de
JA, foi superexpresso (Figura 6; Anexo tabela 3).

Trés genes de arroz relacionados com a sintese de ET foram encontrados (Anexo
tabela 4). Um gene ACC sintase (OsACS5 - 0s01g09700) foi reprimido. Dois genes
ACC oxidase, envolvidos na segunda etapa da biossintese desse hormodnio, OSACO3 e
OsACO7, foi reprimido e superexpresso, respectivamente. A transducdo de sinal do
etileno entre os receptores e o nucleo é governado por produtos dos genes EBF (EIN3-
BINDING F-BOX); estes foram reprimidos apenas neste tratamento apenas AVR
(OsEBF1 e OsEBF2).Genes ERF regulam a transcricdo des genes envolvidos em
resposta ao etileno, deles foram DEGs em AVR (Figura 7; anexo tabela 4).

Genes de proteinas relacionadas a patogénese de diferentes familias foram
encontrados (Anexo tabela 5). O gene OsPR1la, cujo produto possui atividade de
proteinase, foi reprimido em AVR. Um gene da familia PR5 (OsPR5 - 0s03g45960) foi
encontrado com valores positivos de FC (Figura 8; anexo tabela 5). O produto do gene
OsScil, que pertence a famila PR6, possui atividade inibidora de proteinase, também foi
superexpresso em AVR. Enzimas com atividade de B-1,3-glucanase pertencem a familia
PR2. Onze DEGs dessa familia foram encontrados neste tratamento. Nove foram
superexpressos e apenas 2 foram reprimidos, fazendo deste tratamento (AVR) aquele
que mais ativou essas enzimas, inclusive apresentando DEGs exclusivos (Figura 8;
anexo tabela 5). A presenca de M. oryzae avirulento aumentou a expressao de genes que
codificam enzimas com atividade de quitinase (CHI). Estas enzimas pertencem a
familias de proteinas PR PR3, 4, 8 e 11. Dez membros dessas familias foram DEGs em
AVR, sendo este tratamento aquele com mais genes CHI que foram DEG, onde todos
eles foram superexpressos. Alguns desses DEGs foram exclusivos a esta condigéo
(Figura 8; anexo tabela 5). Trinta e um genes que codificam enzimas com atividade de
peroxidase foram DEG. Nove deles foram reprimidos; os outros 22 foram

superexpressos. 0s03g55420 foi o Unico DEG presente nas plantas tratadas com M.
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oryzae, sendo up-regulated na condicdo AVR. Assim como em PGPR, dois DEGs da
maquinaria celular de detoxificagcdo de EROs como ascorbato-peroxidase (OsAPX3) e
catalase (OsCATB) foram encontrados (Figura 8; anexo tabela 5).

Onze genes da superfamilia de genes WRKY, que sdo fatores de transcricdo
envolvidos em respostas de defesa, foram diferencialmente expressos neste tratamento.
Nove deles foram modulados negativamente, com excegdo dos genes OsWRKY17 e
OsWRKY31. Deste total, dois foram DEG somente em AVR (OsWRKY42 e
OsWRKY96) (Figura 9; anexo tabela 6).

De forma semelhante aos fatores de transcricdo mencionados anteriormente, 11
genes pertencentes a familia de proteinas quinases ativadas por mitdégenos foram
encontrados em plantas induzidas com M. oryzae avirulento, onde oito deles foram
reprimidos (MAPK 1 e 5; MAPKK 4 e 10-2; MAPKKK 3, 20, 62 e 70) e apenas trés
superexpressos (MAPK 10; MAPKKK 30 e 74) (Figura 10; anexo tabela 7).

Dos genes relacionados com fitoalexinas que foram diferencialmente expressos,
apenas trés foram encontrados em AVR: um gene relacionado com momilactonas
(OsKO4), uma fitoalexina sintetizada a partir dos fenilpropanoides, e dois genes
relacionados com maaquiaina (0s01g01650 e Os01g660), uma fitoalexina do grupo dos
isoflavonoides (Figura 11; anexo tabela 9).

Em plantas de arroz tratadas com M. oryzae AVR, encontramos 21 genes que
pertencem a essa classe de monooxigenases (Figura 12; anexo tabela 10). O nimero de
DEGs que foram superexpressos foi maior do que aqueles reprimidos, 13 e 8,
respectivamente.

Nove genes relacionados com resisténcia contra diversos patégenos foram
diferencialmente modulados nas condi¢des estudadas (Anexo tabela 8). Trés deles
foram comum a todas as condi¢es. OsRF2B (0s01g03310), que confere resisténcia ao
virus RTBV foi reprimido e DEG nos trés tratamentos. Dois genes R contra infeccdo
causada por Xanthomonas oryzae pv. oryzae foram DEGs: OsXA13 (0Os08g42350) e
OsXA21 (0s11g35500) ambos superexpressos. O gene PIBH8 (0s08g42700), que
confere resisténcia a M. oryzae, foi reprimido. Genes que codificam as proteinas RPP13
protein 1 e RPP13-like protein 1 (Os10g04090 e Os03g14900, respectivamente) e que
contém o dominio NB-LRR foram superexpressos em AVR. Outros genes relacionados
com resisténcia a patogenos foram encontrados (Figura 13; anexo tabela 8).

Genes responsivos a mais de um horménio de defesa foram encontrados sendo

diferencialmente expressos neste trabalho. Neste tratamento (AVR), o gene OsNPR4 foi
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e reprimido em AVR. Houve diferenca significativa nos niveis de expressao quando 0s
valores de expressdo (FC) desses tratamentos foram normalizados com VIR (Figura 14;
anexo tabela 11).

3.5. DEGs em plantas induzidas com M. oryzae virulento PY10900.

Cinco genes relacionados com via do chiquimato foram diferencialmente
expressos nas condigdes avaliadas, todos up-regulated, séo eles: OsSDHQDT/OsSDH,
OsDAHP1, OsDAHPS1, OsEPSPS5 e OsSK3. Apenas dois genes relacionados com a
sintese do triptofano foram DEGs em VIR: Anitrilato fosforibosiltransferase e Indol-3-
glicerol fosfato-liase. Estes foram superexpresso e reprimido, respectivamente.
OsPALO2 e OsPALO3, ambos com atividade de fenilalanina amdnio-liase e relacionados
com biossintese de salicilatos, foram superexpressos em plantas tratadas com M. oryzae
virulento (Figura 5; Anexo tabela 2).

Apenas oitos genes envolvidos na biossintese do JA foram diferencialmente
expressos em VIR. Entretanto, diferente de plantas tratadas com Serratia sp. e M.
oryzae AVR onde houve mais DEGs reprimidos do que superexpressos, cinco genes
foram positivamente regulando e apenas trés apresentaram valores de FC negativos
(Figura 6; Anexo tabela 3). Apenas um DEG foi exclusivo desse tratamento: OsLOX1.
Dois genes das proteinas JAZ (Jasmonate Zim Domain) (proteinas reguladoras da
ativacdo da biossintese de JA) bem como outros genes responsivos ao JA também foram
modulados (Figura 6; Anexo tabela 3).

Trés genes envolvidos na sintese de ET foram modulados diferencialmente em
plantas de arroz neste tratamento (Anexo tabela 4). OsACS5 (ACC sintase) foi
reprimido. OSACO3 e OsACO5, ambos envolvidos na segunda etapa da biossintese de
etileno, foram reprimidos e superexpressos, respectivamente. Apenas dois genes ERFs
(regulam a transcrig@o de genes envolvidos em resposta ao ET) foram DEG: OSERF93
(reprimido) e OSERF101 (superexpresso) (Figura 7; anexo tabela 4).

Vaérias proteinas PR tiveram seus respectivos genes diferencialmente expressos.
OsPR1b, cujos produtos séo inibidores de proteinases, foi DEG exclusivo de VIR, com
valor de FC positivo, com valores também significativo quando normalizado com o0s
valores de FC dos demais tratamentos. Dois genes da familia proteica PR10, com
atividade de ribonuclease foram encontrados: OsPR10 e OsPR10B PBZ1, ambos

superexpressos. Assim como em PGPR e AVR, OsPR5 foi superexpresso (Figura 8;
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anexo tabela 5). A famila PR6 é aqui representada pelo gene OsScil (0s12g25090),
também superexpresso em VIR.

Apenas sete genes relativos a [B-1,3-glucanase foram DEGs. OsEGL2 foi
reprimido e DEG exclusivo de AVR. Seis genes com atividade de GLU foram
superexpressos. Oito genes com atividade de quitinase (CHI) foram superexpressos em
plantas tratadas com M. oryzae virulento, quantidade inferior ao observado em AVR
mas superior a PGPR.

Dos genes que codificam enzimas com atividade de peroxidase (POX), apenas
20 foram DEG em VIR; menor numero dentre os tratamentos deste trabalho. Deste
total, somente 1 foi reprimido, a maioria foi superexpresso (19). NADPH oxidase de
plantas, aqui representadas pelos genes OsRbohC (0Os05g45210) e OsRbohH
(0s12935610) foram DEGs e superexpressos apenas nas plantas desafiadas com M.
oryzae virulento. Entre as funcdes atribuidas a estes genes, estdo a producao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e morte celular programada. DEGs da maquinaria celular
de detoxificacdo de EROs como oxidase-alternativa (OsAOX1a) e ascorbato-peroxidase
(OsAPX3 e OsAPX7) também foram DEG; diferente das POXs, esses genes foram mais
numerosos neste tratamento.

A superfamilia de WRKY, fatores de transcri¢do, possui mais de 100 genes em
arroz. Deste total, apenas 5 foram diferencialmente modulados em VIR (Figura 9; anexo
tabela 6). Dois apresentaram valores positivos de FC e trés genes foram reprimidos.
Dentre estes reprimidos, OsWRKY58 foi exclusivo de plantas tratadas com M. oryzae
virulento.13 foram DEG nas condic¢des avaliadas (Figura 9), também apresentando FC
significativo quando seus valores de expressao foram normalizados com PGPR.

Plantas tratadas com M. oryzae AVR apresentaram sete genes de proteinas
quinases ativadas por mitdgenos, sendo este 0 menor nimero dentre as condicOes
avaliadas. Desse total, quatro foram reprimidos (MAPK1, MAPKK10-2, MAPKKK3 e
MAPKKK?70) e trés apresentaram valores de FC positivos (MAPK10, MAPKKK30 e
MAPKKK74) (Figura 10; anexo tabela 7).

Nas condigfes em que plantas de arroz foram aqui estudadas, 10 genes
relacionados com fitoalexinas foram diferencialmente expressos com valores positivos
de FC (Anexo tabela 9). A presenca do isolado M. oryzae virulento PY10900 modulou
positivamente esses genes. Todos genes foram DEG e superexpressos em VIR. Desse
total, oito DEGs s&o relacionados com fitocassano e momilactonas, duas das

fitoalexinas sintetizadas a partir da via metabodlica dos fenilpropanoides e dois genes
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relacionados com maaquiaina (0s01g01650 e Os01g660), uma fitoalexina do grupo dos
isoflavonoides.

Vinte e dois genes do citocromo P450, um grupo de enzimas envolvidas na
catalise da oxidacdo de diversos substratos por meio da ativacdo do oxigénio molecular,
foram DEG em VIR. Elas estdo envolvidas no processo metabolico de varias vias de
sinalizac&o relacionadas com respostas de defesa da planta, como hormonios vegetais,
fitoalexinas e lignina. A maioria dos genes (16) foram superexpressos € apenas seis
foram reprimidos (Figura 12; anexo tabela 10).

Genes relacionados com resisténcia contra diversos patdgenos foram
diferencialmente modulados em VIR (Figura 13; anexo tabela 8). Dois genes R contra
infeccdo causada por Xanthomonas oryzae pv. oryzae foram superexpressos (OsXA13 e
OsXA21) em AVR e VIR, todos eles superexpressos. O gene PIBH8 (0Os08g42700) bem
como o gene homdlogo ao Pi2/9 (ambos conferem resisténcia a M. oryzae) foram
reprimidos.

Genes responsivos a mais de um hormonio de defesa foram encontrados sendo
diferencialmente expressos neste trabalho. O gene SAM (acido salicilico carboxil
metiltransferase, 0s06920960) foi superexpresso. Ja o gene OsSLR1 foi DE e reprimido
apenas em VIR (Figura 14; anexo tabela 11).

3.6. Validacéo dos dados de RNAseq via gRT-PCR

Para validacdo dos dados do sequenciamento do transcriptoma via RNA-seq, dez
DEGs foram selecionados baseados no seu padrdo de expressdo (FC) para fazer
quantificacdo de expressdao também via RT-PCR quantitativo (QRT-PCR) usando as
mesmas amostras utilizadas para RNA-seq. O resultado da expressdo fornecida pelo
técnica de RNA-seq e aqueles mostrados pela gqRT-PCR mostraram concordancia entre
si (Figura 15), demonstrando similaridade no nivel de expresséo analisados pelas duas
técnicas, fornecendo solidez ao dados de inducdo aqui apresentados.
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166



4. DISCUSSAO

E notavel que o perfil dos transcritoma dos trés tratamentos foram diferentes
(Figura 1). Levando-se em consideracdo a quantidade de genes modulados de forma
diferencial, M. oryzae avirulento (AVR) foi 0 que apresentou o maior numero de DEGs,
seguido pelo indutor PGPR que pertence ao género Serratia sp. BRM32114 (PGPR) e
M. oryzae virulento (VIR) (Figura 3).

A base genética dos componentes envolvidos na transducdo de sinal que
medeiam a relacdo entre PGPR e plantas é pouco conhecida com poucas informacoes
relacionadas com a mudanca no transcritoma de plantas colonizadas por rizobactérias
(Stearns et al., 2012; Poupin et al., 2013). Até onde sabemos, esse € o primeiro relato de
estudo relacionado com a mudanca global na transcricdo de genes em arroz induzido
por Serratia sp. Os dois isolados de M. oryzae foram diferentes em relagdo ao
trascritoma. Levando-se em consideracdo genes relacionados as resposta de defesa, a
mudanca no nivel de expressdo desencadeados na relacdo Oryzae sativa-M. oryzae é
maior na interacdo incompativel do que na compativel. Isso sugere que as reacoes
responsivas envolvidas na defesa da planta ao ataque do patdgeno sdo mais ativas na
interagdo incompativel (Kawahara et al., 2012).

O perfil dos genes diferencialmente expressos nas plantas tratadas com os
isolados de M. oryzae foram semelhantes. A quantidade de genes superexpressos em
relacdo aos genes reprimidos foi maior nos tratamentos com o fungo M. oryzae (tanto
AVR quanto VIR) do que nas plantas tratadas com PGPR (Figura 2). A quantidade de
DEGs em comum entre AVR e VIR pode ser atribuido a natureza dos microrganismos,
que apesar da diferenca entre a viruléncia, se trata da mesma espécie de fungo, nada
obstante a diferenca entre o nimero de DEG observado em cada uma dessas condicdes
(Figura 4). Apesar de se tratarem de agentes indutores diferentes, AVR e PGPR tiveram
uma alta quantidade de DEGs compartilhados. 1sso sugere que embora sejam agentes
indutores distintos, ha semelhancas nos mecanismo por eles sdo ativados nas plantas,
contudo, existem particularidades no perfil génico ativado em cada um desses
tratamentos, como demonstrado pelos DEGs exclusivos em cada um. A alteracdo na
resposta diferencial dos transcritos relacionados a defesa do arroz pode ser atribuida a
diferenca dos agentes indutores, indicando que fungos fitopatogénicos virulentos e
rizobactérias desencadeiam diferentes respostas na planta de arroz. Além daqueles

genes envolvidos em vias de sinalizacdo de defesa, PGPRs podem promover o

167



crescimento e alteram rotas metabdlicas envolvidas em outros processos fisioldgicos da
planta (Stearns et al., 2012).

SA desempenha papel importante na resisténcia e defesa contra ataque de
fitopatdgenos. Em plantas induzidas com Serratia sp. BRM32114, genes envolvidos na
sintese de SA e dos seus precursores, chiquimato e triptofano, foram modulados de
forma diferencial. Trés genes relacionados ao chiquimato foram superexpressos, bem
como dois genes relacionados ao triptofano. Trés genes com atividade de PAL também
foram superexpressos nesta condi¢do. Isso sugere que ha uma modulacéo desses genes
envolvidos com SA em plantas de arroz apds a inoculagdo com Serratia sp. Trabalhos
com Azospirillum também em arroz demonstraram a expressao diferencial de genes
envolvidos na sintese de SA (Drogue et al., 2014). Estes resultados corroboram com
aqueles apresentados neste trabalho no capitulo 1, onde plantas induzidas com Serratia
sp., quando comparadas com o0s demais tratamentos, apresentaram maiores
concentragcOes de SA antes e apds o desafio com M. oryzae. Usa-se o termo SAR para
inducdo de resisténcia ativada por patdgenos ou dependente de SA e para ISR quando a
inducdo de resisténcia é ativada por microrganismos benéficos (por exemplo: PGPR ou
PGPF) de forma independente de SA e dependente de JA/ET (Pieterse et al., 2014).
Entretanto, diferente das informagdes contidas na maioria dos trabalhos, os resultados
aqui apresentados indicam que inducdo de resisténcia em arroz ativada por rizobactérias
aconteca de forma dependente de SA e que este hormdnio interfere nas respostas de
inducdo governadas por de JA e ET. Isso sugere que, em algumas situacGes, o termo
SAR possa ser utilizado para inducGes dependentes de SA ativadas por PGPR ou que
ISR englobe esse tipo de situacéo.

Jasmonato é um fitormdnio que desempenha papel fundamental no crescimento
de plantas e em respostas de defesa (Liu et al., 2015). No total, 8 genes envolvidos na
biossintese de JA foram DEG em PGPR, porém, a maioria desses genes foram
reprimidos. Genes que codificam enzimas com atividade de LOX tiveram valores
negativos de FC; o mesmo se deu com genes responsivos a JA. Esses resultados estdo
de acordo com aqueles encontrados no capitulo 1 onde avaliou-se a atividade dessa
enzima. Nos primeiros momentos avaliados, a atividade de LOX foi menor nas plantas
tratadas com rizobactérias do que nas testemunhas (plantas apenas desafiadas com M.
oyzae). Esses resultados diferem de alguns trabalhos nos quais verificou-se a

superexpressdo de genes envolvidos na biossintese de JA bem como aqueles
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responsivos a este hormonio em plantas tratadas com rizobactérias (Pieterse et al., 2014;
Kouzai et al., 2016).

Todos os trés genes envolvidos na sintese etileno encontrados em PGPR foram
reprimidos. O gene ACC sintase apresentou um FC negativo (OsACS5), (Figura 7;
anexo tabela 4). Essa enzima catalisa 0 primeiro passo da via do etileno clivando o
acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC), precursor imediato do etileno
(Rzewuski, et al., 2008). Os outros dois genes reprimidos foram OsACO3 e OsACO?7.
ACC oxidase catalisa a segunda etapa da biossintese deste hormoénio. Quando estirpes
de Azospirillum foram inoculadas em arroz, genes da sintese de ET foram reprimidos
(Drogue at al., 2012). Quatro genes ERF com modulagéo diferencial foram encontrados
em AVR e PGPR. Genes OsERF regulam a transcricdo de genes envolvidos em
resposta ao etileno (Riechman & Meyerowitz, 1998). PGPRs podem interferir na sintese
de etileno nas plantas, diminuindo o nivel desse horménio por ter a capacidade de
também produzi-lo (Stearns et al., 2012).

Sete genes da familia PR-2 foram DEG em plantas induzidas com Serratia sp.
BRM32114. Essas enzimas apresentam atividade de B-1,3-glucanase, clivando B-1,3-
glucano. A presenca da rizobactéria ocasionou a superexpressdo de cinco genes e
repressdo de dois genes desses genes (Figura 8; anexo tabela 5). Diversos trabalhos nos
quais foram utilizados rizobactérias como agentes indutores demonstraram um aumento
na atividade de GLU nas plantas tratadas (Filippi et al., 2011; Raj et al., 2012). Assim
como GLU, genes que codificam CHI também foram superexpressos, embora a
quantidade desses genes tenha sido menor do que nas plantas tratadas com os isolados
de M. oryzae AVR e VIR. Apenas cinco genes CHI foram superexpressos. Essa
diferenca pode ser atribuida a presenca de quitina na parede celular dos fungos e ausente
em bactérias (Minic, 2008). O gene Sci, similar ao MPI encontrado em milho, foi DEG
em todas as condic¢des, sendo mais superexpressos em PGPR. O produto desse gene €
uma enzima que possui atividade inibidora de proteinase, sendo induzida em respostas a
ferimentos causados por herbivoria e em resposta ao ataque de patogenos (Vila et al.,
2005). Diferente das outras PRPs aqui citadas, plantas induzidas com Serratia sp.
apresentaram o maior numero de genes POX (ou PRX) modulados diferencialmente
dentre as trés condicdes citadas com 33 representantes: 22 superexpressos e 13
reprimidos., . Embora PGPR também sejam capazes de ativar enzimas relacionadas a
estresse oxidativo (Garcia-Cristobal et al., 2015), este foi dentre os tratamentos que teve

maior numeros de genes POX reprimidos e maior quantidade de reprimidos. Apenas
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dois genes envolvidos com metabolismo antioxidante foram DEG (OsAPX8 e
OsCATB). Talvez isso tenha relagdo com a grande quantidade de genes POX
reprimidos. O genes OsPR10B, membro da familia PR-10, foi superexpresso em plantas
induzidas com Serratia sp. O produto desses genes possui atividade de ribonuclease e
pode desencadear respostas de defesa como a morte celular programada em plantas
(Kim et al., 2011). Este é o primeiro relato de rizobactérias induzindo resisténcia e
modulando diferencialmente gene dessa familia em arroz.

Dez fatores de transcri¢do pertencentes a familia WRKY foram DEGs. A maioria
deles foi reprimida (8 genes); apenas OsSWRKY17 e OsWRKY31 foram superexpressos
(Figura 9; anexo tabela 6). A superexpressdo do gene OsWRKY31 pode conferir
resisténcia a brusone do arroz (Zhang et al., 2008). Dentre esses TF, ha genes
responsivos a hormonios de defesa e ao ataque de patdgenos, como o gene OsSWRKY?22
apresentou os menores valores de FC em PGPR. Ele esta envolvido na resisténcia de
arroz a M. oryzae e a outros fungos ndo-patogénicos ao arroz (Abbruscato et al., 2012).
Alguns desses genes permaneceram como DEGs quando seus valores de FC foram
normalizados com VIR, candidatando-os como marcadores de inducéo.

A cascata de MAPK ¢ composta de trés proteinas quinases ligadas
funcionalmente, onde MAPK ¢é fosforilada e ativada por uma MAPK quinase
(MAPKK) que por sua vez é ativada por outra proteina quinase: MAPKK quinase
(MAPKKK). OsMAPKK4 que foi DEG em PGPR, esta envolvido nos estagios iniciais
da infeccdo, morte celular e na via dos diterpendides, tanto em rea¢bes compativeis
quanto em incompativeis (Kawahara et al., 2012). Proteinas quinases sdo conhecidas
também por atuarem no reconhecimento de PAMPs e MAMPs (Kishi-Kaboshi et al.,
2010; Yang et al., 2015).

Pi2/9 (0Os06g17970), gene R a brusone, foi DE apenas em PGPR. Esse
envolvimento de PGPR na ativacdo de genes R em arroz ja foi relatado (Drogue et al.,
2014). XB3, gene R relacionados a queima bacteriana, foi superexpresso apenas nas
plantas induzidas com a rizobactéria. Isso pode ser atribuido a natureza do agente
indutor ser semelhante ao do patdgeno.

Genes que codificam fitoalexinas do arroz foram superexpressos em PGPR: dois
do grupo dos flavonoides e cinco dos diterpenoides. Um gene que codifica uma
isoflavona (Os01g01660) apresentou diferencas significativas em relagdo as outras
condigdes (Figura 11; tabela anexo 9). Drogue et al. (2014) observaram a producgéo de

fitoalexinas em arroz ap0s o contato com rizobactérias.
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Os resultados indicam que plantas tratadas com PGPR apresentaram maiores
nameros de DEGs relacionados com P450. Desse total, 28 foram DE em PGPR, 22 em
AVR e 22 em VIR. Ha na literatura diversos trabalhos relacionados com a expressao
diferencial de genes P450 induzida por patogenos (Abbruscato et al., 2012; Matic et al.,
2016), entretanto, como aqui observado, rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas também possuem essa capacidade (Kurabachew et al., 2013; Drogue et al.,
2014), sugerindo que estas também sdo capazes de modificar genes envolvidos nessa
rota metabolica.

Algumas proteinas reguladoras envolvendo o cross-talk entre SA e JA em arroz
ja foram identificadas, dentre elas estdo as proteinas NPRs (De Vleesschauwer et al.,
2013) que, além desse papel regulador de vias hormonais, também esta envolvido em
respostas de defesa e inducdo de resisténcia (Pajerowska-Mukhtar et al., 2013). O gene
OsNPR4 foi reprimido em PGPR, apresentando diferenca significativa quando o FC
desse tratamentos foi normalizado com VIR.

A presenga de M. oryzae avirulento modulou de forma diferencial alguns genes
relacionados com a biossintese de SA e seus precursores. Na via do chiquimato, seis
genes foram superexpressos. Trés genes envolvidos na sintese do triptofano foram
encontrados com expressao diferenciada, O gene que codifica a enzima anitrilato sintase
(OsASA1l) (Figura 5; anexo tabela 2) foi DEG apenas nas plantas induzidas com M.
oryzae avirulento. Essa enzima estd associada a sintese de compostos de defesa
derivados da via do triptofano (Maeda & Dudaeva, 2012). Durante respostas de defesa,
muitas plantas usam componentes derivados dos fenilpropandides para se defender e as
enzimas PAL sdo componentes-chaves nessa via metabdlica, participando diretamente
da biossintese de SA (Kouzai et al., 2016). OsPALO02 apresentou maiores valores de FC
em AVR. O aumento da expressdo de genes envolvidos nas diferentes etapas de sintese
de SA é comum em plantas apresentando SAR (Bagnaresi et al., 2012).

Assim como em PGPR, plantas induzidas com AVR apresentaram um maior
namero de genes reprimidos da biossintese de JA do que genes superexpressos. No total
foram encontrados 11 DEGs, sete reprimidos e 4 superexpressos (Figura 6; anexo tabela
3). Este é um fitorménio que desempenha papel fundamental em respostas de defesa
(Liu et al., 2015) entretanto, em arroz, JA ndo é eficaz em respostas de defesa nos
primeiros momentos da infeccdo por M. oryzae, sendo efetivo apenas na fase
necrotréfica da colonizagdo. Outros genes responsivos a JA e envolvidos também em

respostas de defesa foram DEG nas condig¢Oes avaliadas. OsJAC1 e OsHPL3 podem
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conferir resisténcia a herbivoria. Estes e outros genes regulam respostas de defesa
contra patdgenos, como morte celular e, dependendo do nivel de expressdo, podem
conferir resisténcia ou desencadear suscetibilidade a estresses bioticos (Tong et al.,
2012; Ishiga et al., 2013).

A maioria dos DEGs envolvidos na sintese de ET e, principalmente, aqueles
responsivos a este hormonio, foram encontrados em AVR. A presenca do isolado de M.
oryzae avirulento reprimiu grande parte desses genes. Genes que codificam
componentes de sinalizacdo do etileno como EBF foram DEG apenas em AVR
(OsEBF1 e OsEBF2), ambos reprimidos. EBF sdo genes envolvidos na transducdo de
sinal do etileno entre o receptor e o nucleo, ativando cascata de sinais de componentes
apos a deteccdo do etileno. Eles agem como proteinas F-box, envolvidos na interacdo
proteina-proteina (Rzewuski, et al., 2008). Uma das caracteristicas de SAR é o acimulo
de SA. Assim como JA, ET também pode ser antagdnico ao SA em respostas de defesa
de plantas (Pieterse et al., 2014). A repressdao dos genes envolvidos com ET aqui
encontrada pode devido a planta estar no "modo” SAR, onde suas respostas sao mais
efetivas contra a fase biotrofica de M. oryzae.

O gene OsPR1la foi reprimido e DEG apenas nas plantas induzidas com M.
oryzae avirulento (Figura 8; anexo tabela 5). PR-1 possui atividade antifungica e é a
PRP mais abundante dentre as 17 familias acumulando de 1 a 2 % do contetdo proteico
total da planta. A expressdo de genes PR1 pode ser utilizada com marcador molecular
para indicar respostas de defesa da planta (Gordon et al., 1997). A presenca do isolado
avirulento aumentou a expressao de genes cujo produto sdo enzimas com atividade de
B-1,3-glucanase. Estas sdo enzimas da familia PR-2. A expressao diferencial de genes
PR-2 pode indicar a ativacdo de mecanismos de degradacdo da parece celular de fungos
uma vez que esses fitopatogenos possuem [-1,3-glucana como constituinte dessa
estrutura. Bagnaresi et al. (2012) encontraram um maior nimero de genes que
codificam fB-1,3-glucanase em interaces incompativeis no patossitema Oryza sativa-
Magnaporthe oryzae. Esses resultados estdo de acordo com os resultados encontrados
no segundo capitulo deste trabalho onde plantas de arroz induzidas com M. oyzae
avirulento tiveram uma maior atividade de GLU quando comparada com as plantas néo
induzidas. Quitinases (CHI), outras enzimas envolvidas na degradacdo de produtos
contidos na parede celular de fungos foi DEG nas condi¢des aqui avaliadas. Dez genes
que codificam quitinases (CHI) foram encontrados em AVR sendo superexpressos

(Figura 8; anexo tabela 5). A presenca do fungo avirulento foi mais eficiente na ativacao
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diferencial desses genes. Assim como observado no presente trabalho, outros artigos
relatam a um aumento na quantidade de genes diferencialmente expressos que
codificam CHI em plantas, especialmente em interagBes incompativeis entre patégeno e
hospedeira (Bagnaresi et al. 2012; Matic et al., 2016). Quitinases tém representantes em
quatro familias de PRPs: PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11. Essas enzimas hidrolisam a
ligagdo f,1-4 de cadeias de quitina encontradas na parede de patdgenos, produzindo N-
acetilglucosamina, constituindo o segundo maior grupo de proteinas antifingicas
(Ferreira et al., 2007). A expressao diferencial de quitinases e glucanases encontradas
neste trabalho indicam suas fungdes mutuas de degradacdo da parede celular fangica
(Minic, 2008). Sob estresse, a producdo de espécies reativas de oxigénio é induzida. O
tratamento AVR foi o0 que apresentou maior nimero de genes POX superexressos, 22
genes de um total de 31. (Figura 8; anexo tabela 5). Isolados avirulentos de M. oryzae
sdo capazes de ativar enzimas relacionadas a estresse oxidativo (Kim et al., 2009). Essa
incompatibilidade entre patdgeno-hospedeiro tem como uma das respostas o acumulo
de POX. Esses resultados respaldam aqueles encontrados no capitulo 2 onde plantas
induzidas com isolado PY10749 AVR apresentaram uma maior atividade de POX, antes
e apos o desafio com M. oryzae virulento.

A maioria dos genes WKRY diferencialmente modulados em AVR foram
reprimidos. Alguns estudos em arroz indicam a complexidade do papel dos fatores de
transcricdo WRKY desempenham em respostas de defesa, onde a superexpressdo de
genes WRKY como WRKY96 leva a um aumento na resisténcia contra Xanthomonas
oryzae pv. oryzae e a repressao de WRKY4 pode ocasionar suscetibilidade. Resultados
semelhantes foram encontrados por Bagnaresi et al. (2012) onde varios genes WRKY
foram modulados negativamente em cultivares de arroz resistentes a M. oryzae.

Neste estudo, 11 genes que codificam proteinas quinases foram diferencialmente
expressos em AVR: 8 reprimidos e 3 superexpressos. Este foi o tratamento com maior
nimero de DEGs. Todos os genes quinases DE aqui encontrados, com excecdo de
OsMAPK1, estdo relacionados diretamente no reconhecimento de patdgenos como X.
oryzae pv. oyzae e M. oryzae e alguns deles, como OsMAPKS5, sdo responsivos também
a estresses abidticos (Yang et al., 2015; Chandran et al., 2016). A quantidade de genes
MAPK, MAPKK e MAPKKK reprimidos aqui encontrados na interagdo incompativel
foram superior aqueles encontrados em outros trabalhos semelhantes (Bagnaresi et al.,
2012).
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A maioria dos genes R a diferentes patdgenos foram diferencialmente
modulados em AVR. PIBH8 (0s08g42700), gene R a M. oryzae foi reprimido e o gene
0s03g14900, cujo produto possui uma regido NB-ARC/LRR foi DEG e suprexpresso
apenas em plantas induzidas com M. oryzae avirulento. Identificacdo de genes de
resisténcia (R) a diversas doencas € a meta do melhoramento genético para as doencas
do arroz e o uso de patdgenos avirulentos pode ser til nessa busca (Drogue et al.,
2014). Genes com estruturas motif relacionadas com genes R como quinases, sitio de
ligacdo de nucleotideo (NBS), regido fica em leucina (LRR) e NBS-LRR. foram DEG
(Figura 13; anexo tabela 8).

Dentre os tratamentos aqui utilizados AVR foi aquele com menor nimero de
genes DEG relacionados com fitoalexinas. A presenca do patdgeno avirulento modulou
diferencialmente apenas trés desses genes. Dentre esses trés, os maiores valores de FC
foi observado nos dois genes que codificam isoflavonas redutases (Os01g01650 e
0Os01g01660), (envolvidos na sintese das maaquiaina e medicarpina) O gene OsKO4,
envolvido na sintese de momilactona, foi o unico DEG em AVR relacionado com
fitoalexidas derivadas dos diterpendides. Esse menor nurmero de genes de fitoalexinas
pode ser atribuido a interacdo incompativel entre planta e patdgeno. Fitoalexinas sdo
compostos produzidos ap6s a infeccdo de plantas por patdgenos e neste tratamento nao
houve infeccdo (Ahuja et al., 2012).

Algumas proteinas reguladoras envolvendo o cross-talk entre SA e JA em arroz
ja foram identificadas, dentre elas estdo as proteinas NPRs (De Vleesschauwer et al.,
2013) que, além desse papel regulador de vias hormonais, também esta envolvido em
respostas de defesa e inducdo de resisténcia (Pajerowska-Mukhtar et al., 2013). O gene
OsNPR4 foi reprimido em PGPR, apresentando diferenca significativa quando o FC
desse tratamentos foi normalizado com VIR.

O gene OsNPR4 foi DEG e reprimido em PGPR e AVR e quando o FC desses
tratamentos eram normalizados com VIR, houve diferenca significativa nos niveis de
expressdo, sugerindo que esses dois agentes indutores ativam a expressédo diferencial
desse gene. Genes NPR codificam proteinas reguladoras envolvendo o cross-talk entre
SA e JA. Ele também estd envolvido no downstream de processos de inducdo de
resisténcia, regulando a evolucdo de SAR e ISR (Pieterse et al., 2014). No presente
trabalho, esse gene foi diferencialmente expressos tanto em ISR (aqui desencadeado por

Serratia sp.) como em SAR (ativado por M. oryzae avirulento PY10749)
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Dos nove genes diferencialmente expressos em VIR envolvidos vias precursoras
e de biossintese de SA, a maioria deles estdo envolvidos na sintese de chiquimato.
Apenas dois envolvidos com triptofano e outros dois com SA. (Figura 5; Anexto tabela
2). Talvez isso seja devido a interferéncia que o fungo faz na planta, usando seus
efetores para modular a expressdo de SA a seu favor. M. oryzae € um patdgeno
hemibiotrofico. A colonizacdo inicial dos tecidos da hospedeira ocorre biotroficamente.
Nesse estilo de colonizacéo, as respostas da planta de arroz governadas por SA sdo mais
efetivas (Talbolt, 2003).

Dentre os tratamentos aqui utilizados, o tratamento VIR, onde plantas de arroz
foram desafiadas com M. oryzae virulento, foi aquele que apresentou uma maior
quantidade de genes superexpressos envolvidos na biossintese de JA (5) (Figura 6;
Anexo tabela 3). A mesma situacdo se deu com genes DEG responsivos a este
horménio. A maior quantidade de genes dessa classe que foram superexpressos foram
encontrados em VIR (Figura 6; Anexo tabela 3). Esses resultados estdo de acordo com
aqueles encontrados nos capitulos 1 e 3, onde nos momentos iniciais avaliados, a
atividade de LOX, uma enzima chave na biossintese de JA, foi alta nas plantas apenas
desafiadas com M. oryzae virulento (testemunha). Altas concentracfes de jasmonatos no
inicio da infeccdo favorece a colonizacdo dos tecidos infectados, pois JA atua como
antagonista do SA; este ultimo horménio é essencial nas repostas de defesa da planta
nos primeiros eventos da interacdo planta-patdégeno. Alta resisténcia a patdgenos
necrotroficos é frequentemente correlacionada com um aumento na suscetibilidade a
patdgenos biotroficos (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Isso sugere que patdgenos
podem modular os genes da hospedeira a seu favor. Uma vez que M. oryzae possui 0s
dois tipos de colonizacdo, portanto um patégeno hemibiotrofico, ele libera efetores que
regulam a expressao génica do arroz de modo a facilitar a colonizacdo (Yi & Valent,
2013).

Quando comparado com os demais tratamentos, VIR apresentou menor
guantidade de genes envolvidos na sintese e responsivos a ET (Figura 7; anexo tabela
4). Entretanto, OsSACS5 e OsACO7, genes envolvidos na primeira e segunda etapa de
biossintese de ET, apresentaram os maiores de FC em plantas desafiadas com M. oryzae
virulento. Assim como JA, ET também pode antagonizar SA, favorecendo assim a
colonizacdo (Pieterse et al., 2014).

Vaérias familias de gene PR foram modulados diferencialmente em VIR. De

modo geral, quando comparado aos demais tratamentos, o nimero de genes foi menor.
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OsPR1b (0Os01g28450) cujos produtos sdo inibidores de proteinases foi DEG apenas em
plantas desafiadas com M. oryzae virulento, com FC muito superior aos demais
tratamentos. Essa é uma proteina basica (Basic PR-1) considerada marcador de
respostas de defesa e encontrada em cereais como arroz (Buchel et al., 1999). Seu gene
pode ter sido superexpresso em resposta a infeccdo de M. oyzae. Dois genes da familia
proteica PR10, com atividade de ribonuclease foram superexpressos em VIR: OsPR10
(0s12g36860) OsPR10B (0s12936850). Esses genes codificam proteinas em resposta a
infeccbes e possuem papel-chave na morte celular programada (Kim et al., 2011).
OsPR5 (0s03g45960) que possuem atividade de taumatina e permeabilizam a
membrana flngica, e OsScill, que possui atividade inibidora de proteinase também
foram superexpressos em VIR (Figura 8; anexo tabela 5). Plantas tratadas com M.
oryzae virulento foram aqueles que apresentaram menos genes que codificam B-1,3-
glucanases. PR-2 apresentam atividade de p-1,3-glucanase, clivando B-1,3-glucano. A
presenca do isolado virulento do patégeno ndo foi tdo eficiente quando os outros
tratamentos em desencadear a modulagdo diferencial de genes da familia PR-2. A
expressao diferencial desses genes pode indicar a ativacdo de mecanismos de
degradacdo da parece celular de fungos uma vez que esses fitopatdgenos possuem [3-
1,3-glucana como constituinte dessa estrutura. Bagnaresi et al. (2012) encontraram um
menor nimero de genes que codificam B-1,3-glucanase em interagdes compativeis no
patossitema Oryza sativa-Magnaporthe oryzae. Esses resultados estdo de acordo com 0s
resultados de atividade de GLU dos capitulos 2 e 3, onde registrou-se menores
atividades dessa enzima nas testemunhas. Outro grupo de genes envolvidos na
degradacdo de produtos contidos na parede celular de fungos foi DEG nas condig¢des
aqui avaliadas. Oito genes que codificam quitinases (CHI) foram superexpressos em
VIR, entretanto, os seus valores de FC foram menores do que aqueles observados em
plantas tratadas com M. oryzae avirulento. Resultados semelhantes foram encontrados
por Bagnaresi et al. (2012) onde o nimero de genes CHI em arroz foram menores em
interacbes compativeis do que em relacbes incompativeis com M. oryzae. A presenca de
M. oryzae virulento ativou genes POX, entretanto, ndo foi tdo eficiente quanto outros
tratamentos, uma vez que o namero desses genes foi menor quando comparado aos
outros tratamentos (20 genes). A presenca do patdgeno virulento (VIR) ativou gene de
duas enzimas também envolvidas na explosédo oxidativa: OsRbohC e OsRbohH. Esses
genes codificam enzimas com a atividade de NADPH oxidase. Na interacdo com

patdgenos, a invasao dos tecidos das plantas pelo agente patogénico pode desencadear
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diferentes respostas de defesa da hospedeira; nesses casos, a falta ou a superexpressédo
de genes RBHO altera a producdo de EROs, o que pode ser determinante para
condigdes de suscetibilidade ou de resisténcia (Denness et al., 2011). Por outro lado,
neste tratamento também foi observado varios genes envolvidos no mecanismo
antioxidante sendo superexpressos, como 0s genes OsAOX1a, OsAPX3 e OsAPX7. Uma
menor ativacao de genes POX e ativagdo da maquinaria antioxidante da célula pode ser
resultado de efetores do patégeno, modulando esses genes a seu favor, umas vez que a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelas POX gera um efeito domino,
ativando outras respostas de defesa (Camejo et al., 2016).

Fatores de transcricdo (TF) sdo proteinas que podem ativar ou reprimir a
transcricdo em cascata de genes alvo por se ligarem diretamente aos promotores desses
genes de maneira especifica. O tratamento VIR foi aquele que apresentou menos genes
WRKY. Muitos desses genes sdo genes relacionados a patogénese, envolvidos na
inducdo de diferentes vias sinalizadoras de defesa de plantas e mostram forte respostas
transcricional em plantas de arroz sob estresses (Rushton et al., 2010), entretanto 0s
resultados aqui mostrados sugerem que essa familia génica ndo foi modulada
diferencialmente em plantas tratadas com M. oryzae virulento.

Proteinas quinases possuem papel importante no reconhecimento e amplificacdo
de sinais e a subsequente ativacdo de mecanismos de defesa das plantas durante
infeccBes causadas por patdgenos. Em VIR, 7 genes que codificam proteinas quinases
foram diferencialmente expressos. A maioria desses genes aqui encontrados que foram
DE estdo relacionados diretamente no reconhecimento de M. oryzae e alguns deles,
(Yang et al., 2015; Chandran et al., 2016). Proteinas quinases (MAPK, KK e KKK)
estdo envolvidas no reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMP), ativando a maquinaria celular de defesa por meio de cascata de sinais (Kishi-
Kaboshi et al., 2010; Yang et al., 2015). Um menor numero desses genes DEG
encontrados em VIR pode levar ao ndo-ativacdo de respostas de defesas mais eficientes,
facilitando a colonizacdo da planta de arroz por M. oryzae.

O gene PIBH8 (0s08g42700) foi reprimido em VIR. Esse € um gene de
resisténcia a brusone do arroz e a sua repressdo pode levar a um aumento da
suscetibilidade a M. oryzae. Genes R relacionados a queima bacteriana foram
superexpressos apenas nas plantas tratadas com M. oryzae virulento (Figura 13; anexo
tabela 8). Os alelos recessivos de OsXA13 e OsXA21 conferem resisténcia X. oryzae e

guando na forma dominante e superexpressos, esses genes conferem suscetibilidade
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tanto a X. oryzae quando a M. oryzae (Peng et al., 2008; Antony et al., 2010), sugerindo
que o patdgeno modula a expressao desses genes ao seu favor.

Metabdlitos secundarios de baixo peso molecular com atividade antimicrobiana
e induziveis por estresses sdo conhecidos como fitoalexinas, possuem papel importante
dentre os componentes de defesa de plantas (Ahuja et al., 2012). Vinte e quatro horas
ap6s a aplicagdo dos indutores, dez genes relativos as fitoalexinas foram
superexpressos. As fitoalexinas do arroz pertecem ao grupo dos flavonoides e
diterpenoides. Muitos DEGs apresentaram diferencas significativas em relacdo as outras
condigcdes (Figura 11; tabela anexo 9). Fitoalexinas sdo compostos produzidos
majoritariamente apos o estabelecimento da infec¢do (Ahuja et al., 2012; Bagnaresi et
al., 2012). Isso suporta os resultados aqui apresentados, onde plantas desafiadas com M.
oryzae tiveram um maior nimero de genes DEG envolvidos na sintese de fitoalexinas.

Citocromo P450 (P450) sdo enzimas universais que, por meio da ativacdo do
oxigénio molecular, catalizam uma ampla gama de substratos. Ha na literatura diversos
trabalhos relacionados com a expressdo diferencial de genes P450 induzida por
patégenos (Abbruscato et al., 2012; Matic et al., 2016), assim como observado neste
trabalho.

Alguns genes que codificam proteinas reguladoras envolvendo o cross-talk entre
SA e JA em arroz foram DEG em VIR. SAM (&cido salicilico carboxil metiltransferase,
0s069g20960) foi diferencialmente expresso em, sendo também DEG quando os FC dos
referidos tratamentos foram normalizados com VIR (Figura 14; anexo tabela 11). Ele
codifica uma enzima que, além de atuar na conversdo de SA em metil-salicilato,
também pode agir em outros substratos, como JA, podendo ser um mediador entre as
vias desses hormdnios (Ogawa et al., 2001). A superexpressdo do gene SLR1 (DELLA
protein Slender Rice 1) confere resisténcia ao arroz contra brusone foliar por meio da
amplificagdo e integracdo das vias sinalizadoras envolvendo SA e JA (De
Vleesschauwer et al., 2016). O gene OsSLR1 foi DEG e reprimido apenas nas plantas
desafiadas com M. oryzae virulento, sugerindo ter sido modulado pelo patégeno para

favorecer a infecgéo.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho apresentou informacgdes inéditas de estudos comparativos entre
trascriptomas obtidos de plantas de arroz induzidas por diferentes microrganismos
indutores.

O conjunto amplo de genes diferencialmente expressos observados mostrou que
h& variagdes nas respostas de defesa da planta quando induzida com diferentes agentes
indutores, embora haja semelhancas entre as vias metabolicas por eles ativadas.

A rizobactéria Serratia sp. desencadeou ISR modulando de forma diferencial
genes da biossintese de SA e aumento na atividade de varias PRPs. M. oryzae avirulento
PY10749 ativou SAR principalmente superexpressando genes POX, GLU e CHI. O
isolado de M. oryzae virulento PY10900 interferiu na expressdo diferencial de genes
importantes da planta de arroz, modulando-os a seu favor.

Muitos transcritos encontrados neste trabalho podem ser utilizado como
marcadores de inducdo das respostas de defesa associados com seu respectivo agente
indutor. Estudos posteriores mais detalhado desses genes podem abastecer 0s bancos de
fontes de resisténcia do melhoramento de cultivares visando o controle sustentavel de

diversas doencas dessa cultura.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados aqui apresentados foram importantes para descrever como
diferentes agentes, bidticos e abidticos, desencadeiam inducéo de resisténcia de forma
sistémica. O patossistema Oryza sativa-Magnaporthe oryzae é intensamente estudado e
considerado um modelo para estudo em interacdo planta-patdgeno, gerando muitas
publicacGes. Entretanto, este trabalho foi o primeiro a comparar as vias de defesa na
inducdo e suas interacoes.

Nos resultados obtidos foi possivel observar a influéncia dos agentes indutores
nas respostas de defesa e a interacdo entre essas respostas. A rizobactéria Serratia sp.
BRM32114 promoveu crescimento das plantas de arroz e reduziu o progresso da
doenca. O balanco das repostas de defesa foi feito pela interacédo entre acido salicilico e
lipoxigenase (LOX) (enzima envolvida na sintese de acido jasménico).

A ativacédo das defesas da planta por isolado avirulento antes do desafio com M.
oryzae virulento possibilitou resposta imune efetiva, ndo permitindo o estabelecimento
da infeccdo. Os resultados indicam que houve um rapido reconhecimento do patdgeno
pela planta, envolvendo explosdo oxidativa seguida do aumento na producdo de
proteinas relacionadas a patogénese e modificagfes histologicas que culminaram em
respostas de hipersensibilidade (HR).

A aplicacdo exogena do ativador sintético acibenzolar-S-metil desencadeou
respostas de defesa da planta semelhante a resposta ao isolado avirulento de M. oryzae,
com a formag&o de sintomas de hipersensibilidade e altos niveis de peroxidase (POX).
A aplicacdo de JA como agente indutor desencadeou uma suscetibilidade sistémica das
plantas de arroz que apresentaram alta severidade de brusone foliar. Esse elevado indice
de doenca esta relacionada com os altos valores de atividade LOX nas horas iniciais da
infeccdo, uma vez que favoreceu a colonizacdo dos tecidos foliares pelo patégeno.
Quando JA e ASM foram aplicados em conjunto, as plantas apresentaram menor SBF
do que as plantas que foram tratadas apenas com JA e maior area do que nas plantas
induzidas com ASM, indicando o efeito antagbnico entre ambos.

Finalmente, como observado nos outros capitulos, 0s genes que foram
modulados diferencialmente nas plantas de arroz mostraram que ha diferencas nas vias
sinalizadoras bem como nas respostas de defesa desencadeadas por Serratia sp. e
isolados AVR e VIR de M. oryzae.
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As informacdes aqui reveladas demonstram que as interagdes das respostas
imunes ndo sdo pontuais, onde muitos "atores" estdo envolvidos e sdo capazes de
mediar a comunicacdo com o0s indutores e também entre as rotas sinalizadoras.
Desvendar o efeito cruzado das vias hormonais e 0s genes responsivos a elas servirdo
para determinar suas funcdes e potencializar os mecanismos envolvidos na relacdo

benéfica entre agentes indutores e plantas.
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Tabela 1. Oligos utilizados na validagdo dos dados de RNAseq via qRT-PCR.

Nome do oligonucleotideo Sequéncia ;f;gide Purificacéo

LOC_0s01g61990_NPR4_F GCAACTATCTCTGCTCGCTTTTT 25N Dessalinizado
LOC_0s01g61990_NPR4_R CACTTGTCGACGCTGATCCA 25N Dessalinizado
LOC_0s05g01140_JMT1_F CCGAAGTGTGGTCCAAGCA 25N Dessalinizado
LOC_0s05g01140_JMT1_R CCCGCTCATGCCAATCC 25N Dessalinizado
LOC_0s06920960_SAM_F TGCACTATTGCTGGCTCGAA 25N Dessalinizado
LOC_0s06g20960_SAM_R CGATGGCCCACGATACTTTC 25N Dessalinizado
LOC_0s02954600_ MAPKK4_F N CCCACAATTTGCAGAATCCA 25N Dessalinizado
LOC_0s02g54600_MAPKK4_R_N GGTGTCCATCTGCTCCAGTTG 25N Dessalinizado
LOC_0s01953260 WRKY31_F_N TCCCAGTTCTAATTAACGACCCATA 25N Dessalinizado
LOC_0s01g53260_WRKY31_R_N TGTGTGTTATTGTGTTTGTGTAGTAACTTG 25N Dessalinizado
LOC_0s01g61080_WRKY22_F_N CCAGAACTCGCTCTACTGACTGAA 25N Dessalinizado
LOC_0s01g61080_WRKY22_R_N ACGTACAAGTACAAAACCCCCCTAA 25N Dessalinizado
LOC_0s06¢16350_PRX77_F CCAGCTCGAACCCCTTCAG 25N Dessalinizado
LOC_0s06g16350_PRX77_R CAGGGTTGCGATGGATCAGT 25N Dessalinizado
LOC_Os11g10460_PRX132_F GTTGTTCACCTCCGCGTTATTC 25N Dessalinizado
LOC_0Os11g10460_PRX132_R CCCCGCCCTTGTTCGT 25N Dessalinizado
LOC_0s09g32080_CHIT13_F GTGAGGAGCTGTGGTTTGCA 25N Dessalinizado
LOC_0s09g32080_CHIT13_R CAACAAATTTCCCAAATCCCATA 25N Dessalinizado
LOC_0s06¢37300_KO4_F TTCAGTTGAATTGAGCACAACCA 25N Dessalinizado
LOC_0s06g37300_K0O4 R GAAGCCTCATCAGACGTTTGC 25N Dessalinizado
LOC_0s08g42700_PIBH8_F GGGAAAACCACTCTCGTCAAAA 25N Dessalinizado
LOC_0s08g42700_PIBH8_R GCTGGAAAGGACGCAATACAG 25N Dessalinizado
LOC_0s05¢36290_Sim-Actinl_F GCAAAACCTGCCTTGACCAT 50N Dessalinizado
LOC_0s05g36290_Sim-Actinl R GCCTCGTCAAGCAGAAGCA 50N Dessalinizado
LOC_0s01g22490_UBQ5_F AGGTGTTCAGTTCCAAGGAGACTAG 50N Dessalinizado
LOC_0s01g22490_UBQ5_R GGAAGTAAGGAAGGAGGAGGAAAT 50N Dessalinizado
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TABELA 2. Genes diferencialmente expressos (DEG) relacionados com acido salicilico (SA).

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR

Anotacdo Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC
DHQDT/SDH shikimate dehydrogenase LOC_0s01g27750 yes 1,4955 no 1,0718 yes 1,5790 no  -0,4237 no 0,0836 no 0,5073
o OsDAHP1 LOC_0s07g42960 yes 1,0945 no 0,4260 yes 1,2289 no -0,6685 no 0,1344 no 0,8029
E OsDAHPS1 LOC_0s03g27230 yes  2,3533 yes 1,8502 yes 2,0133 no -05031 no -0,3399 no 0,1631
é_ OsEPSPS 5 LOC_0s06g04280 yes 1,3747 yes 0,9372 yes 1,3753 no -04375 no  0,0005 no 04381
© OsSK3 Shikimate kinase LOC_0s04g54800 yes 1,7678 yes 1,3184 yes 1,3831 no  -0,4494 no  -0,3846 no 0,0647
Shikimate kinase CS domain LOC_0s10g42700 yes 1,1290 no 0,3283 no 0,8171 no -0,8007 no -0,3119 no 0,4888
o Aminodeoxychorismate synthase LOC_0s069g48620 no -0,8263 yes -1,0627 no -0,5560 no  -0,2363 no 0,2703 no 0,5066
% Anthranilate phosphoribosyltransferase LOC_0s05g30750 yes 2,3037 yes 1,7243 yes 1,9967 no -0,5794 no -0,3070 no 0,2724
-El OsASA1 Anthranilate synthase LOC_0s03g61120 yes 1,2109 no 0,7846 no 0,7243 no  -0,4263 no  -0,4866 no  -0,0603
Indol-3-glicerol fosfato-liase LOC_0s03g58320 yes -1,1204 no -0,2119 yes -1,0075 no 0,9086 no 0,1129 no -0,7957
g OsPALO01 Phenylalanine ammonia-lyase LOC_0s02g41680 no 0,8633 yes 0,8639 no 0,8125 no 0,0006 no -0,0508 no -0,0514
i OsPALO02 Phenylalanine ammonia-lyase LOC_0s04g43760 yes 1,5155 yes 1,3283 yes 1,1447 no -0,1872 no -0,3709 no -0,1836
< OsPALOS Phenylalanine ammonia-lyase LOC_0s02g41650 no 1,3061 yes 1,2578 yes 1,0807 no -0,0484 no -0,2254 no -0,1770
OsSGT salicylic acid glucosyltransferase LOC_0s09g34250 no 0,8895 yes 1,2049 no 0,8951 no 0,3153 no 0,0055 no -0,3098

FC: fold change.
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TABELA 3. Genes diferencialmente expressos (DEG) relacionados com acido jasmonico (JA).

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR
Anotacio Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC
Oryzain beta chain precursor LOC_0s04g57440 no 0,877782 yes 0,932404 no 0,679451 no 0,0546217 no -0,198331 no -0,25295
OsAOS1 Allene oxide synthase LOC_0s03g55800 yes -1,7554 yes -2,02794 yes -1,26698 no -0,272533 no 0,488425 no 0,760957
< OsAOS2 Allene oxide synthase LOC_0s03g12500 no 1,37845 yes 1,51736 yes  1,79591 no 0,138918 no 0,417469 no 0,27855
% OsLOX1 Lipoxygenase LOC_0s03g49380 no 0,883937 no 0,712633 yes  1,0223 no -0,171304 no  0,138363 no 0,309668
;é LOX Lipoxygenase 2.2 LOC_0s12g37320 yes -1,97853 no -1,46404 no -1,48164 no 0,51449 no 0,496889 no -0,0176
% OsLOX11 Lipoxygenase LOC_0s129g37260  yes -1,93237 no -1,14921 no -1,21423 no 0,783159 no 0,718134 no -0,06502
é OsLOX12 Lipoxygenase LOC_0s12g37350 yes -1,82876 yes -1,09099 yes  -1,2089 no 0,737775 no  0,619867 no -0,11791
3 OsLOX2 Lipoxygenase LOC_0Os08g39840 yes -1,87369 yes -1,82077 no -0,766901 no 0,0529223 yes 1,10679 yes 1,05387
% OsLOX6 Lipoxygenase LOC_0s04g37430 yes -1,41429 yes -1,68323 no -0,705941 no -0,268943 no 0,708349 no 0,977293
é OsLOX8 Lipoxygenase LOC_0Os08g39850 yes 1,28537 no 1,12376 yes  1,27643 no -0,161611 no -0,00894102 no 0,15267
é OsOPR1 LOC_0s06g11290 yes 1,27143 no 0,623613 yes  1,75194 no -0,647819 no  0,480512 yes 1,12833
- OsRPL12-2 LOC_0s01g47330  yes 0,996576 no 0,326807 no 0,609515 no -0,669769 no -0,387061 no 0,282708
Phospholipase A2 LOC_0Os01g40070 yes -1,75366 yes -1,28497 yes  -1,25481 no 0,468682 no 0,498845 no 0,030163
Phospholipase A2 LOC_0s03g50030 yes 2,12316 yes  1,76966 yes  2,11601 no -0,353504 no -0,00714608 no 0,346358
Enoyl-CoA hydratase LOC_0Os01g47350 yes 1,62151 yes  1,16846 yes  1,19091 no -0,453054 no -0,430605 no 0,022449
Lecithin-cholesterol acyltransferase LOC_0s02g37800 yes  1,9973 yes  1,62653 yes  2,10334 no -0,370761 no  0,106049 no 0,47681
§ OsbHLH148 LOC_0s03g53020 yes -2,33398 yes -2,58574 yes -1,21784 no -0,251763 yes 1,11614 yes 1,3679
g OsbHLH6, RERJ1 LOC_0s04g23550 yes -3,19871 yes -3,25805 yes -1,72405 no -0,0593459  yes 1,47465 yes 1534
2 OsFAD7W-3 fatty acid desaturase  ~ LOC_0s03g18070 yes -1,20056 yes -2,29879 no -0,609845 yes -1,09823 no  0,590717 yes 1,68894
;’; OsHPL3 Hydroperoxide lyase LOC_0s02g02000 yes -1,52089 yes -1,36349 yes -1,57421 no 0,157394 no -0,0533237 no -0,21072
% OsJACL jacalin-related lectin LOC_0s12914440 yes -4,14152 yes -1,66899 yes -1,79616 yes 2,47253 yes 2,34536 no -0,12717
& OsJAZ12 LOC_0s10g25290 yes -1,42106 yes -1,60017 no -0,698766 no -0,179108 no 0,722295 no 0,901403
OsJAZ13 LOC_0s10g25230 yes -5,6665 yes -5,22021 yes  -2,92285 no 0,446289 yes 2,74365 yes 2,29736
OsJAZ3 LOC_0s03g08310 yes -2,15691 yes -2,07221 no -0,587665 no 0,084698 yes 1,56924 yes 1,48455
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OsJAZ4 LOC_0s03g08330 yes -3,26719 yes -3,26477 yes -1,33316 no 0,00242113 yes 1,93403 yes 1,9316
OsJAZ5 LOC_0s03g28940 yes  -1,056 yes -1,32533 no -0,56464 no -0,269324 no  0,491364 no 0,760688
OsIMT1 LOC_0Os05g01140 yes 2,68811 yes  2,77915 yes  2,63175 no 0,0910449 no -0,0563578 no -0,1474
OsMYC2 LOC_0s10g42430 yes -1,17301 yes -0,986484 no -0,890457 no 0,186525 no  0,282552 no 0,096027
OsSLRL1 LOC_0Os01g45860 yes 1,99366 no 1,64973 no 1,68309 no -0,343939 no -0,310578 no 0,033361
OsTHI32 Thionin LOC_0s09g24350 yes 1,77558 yes  2,24052 no 1,27576 no 0,464937 no -0,499823 no -0,96476
phospholipase C LOC_0s03g30130 yes 1,77609 yes  1,53564 yes  1,62329 no -0,240458 no -0,152807 no 0,087651
phospholipase C LOC_0s05g03610 yes 2,39088 yes  1,89142 yes  1,93933 no -0,499461 no -0,451554 no 0,047907
phospholipase C LOC_0s08g01310 yes 1,67094 yes  1,40877 yes  1,68506 no -0,262174 no 0,0141139 no 0,276288
RERJ1 LOC_0s01g09620  yes  1,50857 yes  1,70203 no 0,31214 no  0,193454 Yes  -1,19643 yes -1,38988

FC: fold change.
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TABELA 4. Genes diferencialmente expressos (DEG) relacionados com Etileno (ET).

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR

Anotacio Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC
. OsACO3 ACC oxydase LOC_0s09g27750 yes -1,40637  yes -1,36816 yes -1,55895 no 0,03822 no -0,15258 no -0,19079
g OsACO5 ACC oxydase LOC_0s05g05680 no -0,55325 yes -1,36026 no 0,18823 no -0,80702 no 0,74148 yes 1,54850
§ OsACO7 ACC oxydase LOC_0s01g39860 yes 2,15657 no 1,04013 yes  2,52130 no -1,11644 no 0,36473 yes 1,48117
OsACS5 ACC synthase LOC_0s01g09700 yes -4,07224 yes -3,94518 yes -1,38810 no 0,12707 yes  2,68414 yes 2,55708
o EBF1EIN3-BINDING F-BOX LOC_Os06g40360 yes -1,19616 no -0,66440 no -0,30965 no 053177 yes  0,88652 no 0,35475
5 EBF2 EIN3-BINDING F-BOX LOC_0s02910700  yes -1,32652 no -0,64020 no -0,44232 no 0,68632 no 0,88420 no 0,19788
% OsERF3 Ethylene response TF LOC_0s01g58420 yes -1,08277 yes -0,90144 no -0,40895 no 0,18133 no 0,67382 no 0,49249
Dé OsERF93 Ethylene-responsive TF LOC_0Os04g46220 yes -1,36781 yes -1,02598 yes -1,38592 no 0,34184 no -0,01811 no -0,35994
% OsERF91 Ethylene-responsive TF~ LOC_0s02g43790  yes -2,02052 yes -1,90522 no -0,70392 no 0,11529 yes  1,31659 yes 1,20130
OsERF101 Ethylene-responsive TF LOC_0s04g32620 yes 1,20858 yes  1,34435 yes 1,01498 no 0,13577 no -0,19360 no -0,32937

FC: fold change.
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TABELA 5. Genes diferencialmente expressos (DEG) relacionados proteinas relacionadas a patogénese (PRP).

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR

Anotacio Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC

B-1, 3-glucanase 10 LOC_0s01g51570 yes -1,21035 yes -1,26831 no -0,28917 no -0,05796 no 092118 yes 0,97914
B-1,3- endoglucanase GV LOC_0s01g71810 yes  2,36491 no 0,29159 no 1,48634 yes -2,07332 no -0,87857 no 1,19475
B-1,3-endoglucosidase LOC_0s02g04670 yes  1,39523 no 1,12080 yes  1,24522 no -0,27443 no -0,15001 no 0,12442
B-1,3-endoglucosidase LOC_0s07g32600 yes  1,67937 no 1,18620 no 1,13471 no -0,49317 no -0,54467 no -0,05150
B-1,3-endoglucosidase LOC_0s07g35560 yes -1,24801 yes -1,47356 no -0,12795 no -0,22555 yes 1,12006 yes 1,34561
B-1,3-endoglucosidase LOC_0s09g09980 yes 2,06265 yes 1,96841  yes 1,94231 no -0,09424 no -0,12034 no -0,02610
B-1,3-endoglucosidase LOC_0s11g36940 yes  2,73427 yes  3,00828 yes  2,55546 no 0,27401 no -0,17881 no -0,45282
B-1,3-glucanase LOC_0s01g71820 yes  2,46108 yes 2,53004 yes 2,47646 no 0,06897 no 0,01538 no -0,05358
B-1,3-glucanase-like protein LOC_0s03g46660 no 0,86856 yes  0,96159 no 0,60843 no 0,09303 no -0,26013 no -0,35316
OsEGL2 Endo-(1,3;1,4)-beta-glucanase 2 LOC_0s05g31140 no -0,45585 no -0,25099  yes -1,30800 no 0,20486 no -0,85215  yes -1,05701
OsGLN1 B-1, 3-endoglucanase 1 LOC_0Os01g71474 yes  2,25525 no 1,36849 yes  1,90837 no -0,88676 no -0,34687 no 0,53988
OsGNS9 B-1, 3-glucanase 9 LOC_0s01g71830 yes 2,75064  yes 2,70037 yes  3,01429 no -0,05027 no 0,26365 no 0,31392
OsPR2 B-1,3-glucanase LOC_0s02g53200 yes 129471 no 0,71721 no 0,88491 no -0,57751 no -0,40981 no 0,16770
Chitinase Clas 111 LOC_0s11g47600 yes  2,52346 no 1,04387 yes  2,31595 yes -1,47959 no -0,20752 yes 1,27208
Chitinase Class 111 LOC_0Os11g47500 yes  1,75465 yes  1,84648 yes  1,60490 no 0,09182 no -0,14975 no -0,24158
CHIT1 LOC_0s06g51060 yes 1,33423  yes 1,13065 yes 1,35365 no -0,20358 no 0,01943 no 0,22300
CHIT2 LOC_0s04g41620 yes 1,32016 yes 1,61988 yes 1,14625 no 0,29972 no -0,17391 no -0,47363
CHIT3 LOC_0s06g51050 yes  2,39048 no 1,42739 no 1,79135 no -0,96308 no -0,59913 no 0,36396
CHIT5 LOC_0s04g41680 yes 1,31458 yes 1,66361 yes 1,30466 no 0,34903 no -0,00992 no -0,35895
CHTS8 LOC_0s10g39680 yes  1,66946 no 0,88997 yes  2,04146 no -0,77949 no 037200 yes 1,15149
CHIT9 LOC_0s05g33140 yes  2,80389 no 2,56298 no 2,13050 no -0,24092 no -0,67340 no -0,43248
CHIT13 LOC_0s09g32080 yes 2,50306 yes 1,93080 yes 2,26750 no -0,57225 no -0,23556 no 0,33670
OsPR4b Chitinase Activity LOC_0s11g37960 yes  1,74990 no 1,00966 yes 156262 no -0,74025 no -0,18728 no 0,55296
OsPR1a LOC_0s07g03730 yes -1,00699 no -0,78533 no -0,57659 no 0,22166 no 0,43040 no 0,20875
OsPR1b LOC_0s01g28450 no -0,01347 no 0,13898 yes 1,13920 no 0,15245 yes 1,15267 yes 1,00022
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OsPR5 Alpha-amylase/trypsin inhibitor LOC_0s03g45960 yes 191788 yes 1,89502 yes 1,74998 no -0,02286 no -0,16790 no -0,14504
Scil PR6 LOC_0s12g25090 yes 192920 yes 2,45164 yes 2,06427 no 0,52244 no 0,13507 no -0,38738
PR10 LOC_0s12g36860 no 0,27198 no 0,71556  yes 1,46646 no 0,44358 no 1,19448 no 0,75090
OsPR10a PBZ11 LOC_0s129g36830 no 0,20646 no 0,25120 no 0,87882 yes  0,92972 yes  1,32787 yes  1,36448
OsPR10B PBZ1 LOC_0s12g36850 no 055066 yes 119672 yes 155768 no 0,64605 yes 1,00702 no 0,36097
Peroxidase precursor LOC_0s04g51300 no -0,86988 yes -1,51822 no -0,78989 no -0,64834 no 0,07999 no 0,72832
POX1 class Il LOC_0s05g41990 yes 3,06950 yes 3,10051 yes 2,87936 no 0,03102 no -0,19014 no -0,22115
PRX4 class Il LOC_0s01g16450 yes 159807 yes 1,65068 yes 2,07687 no 0,05260 no 0,47880 no 0,42619
POX5.1 class 111 LOC_0s07g48040 yes -2,30900 yes -2,32541 no -0,06553 no -0,01641 yes  2,24347 yes  2,25989
POX8.1 class Il LOC_0s07g48010 no -1,46551 yes -1,78676 no -0,91988 no -0,32125 no 0,54564 no 0,86689
PRX precursor LOC_0s01g22249 yes -2,21569  yes -3,53941 no -0,71512 no -1,32372 no 150057 yes 2,82429
PRX precursor LOC_0s01g28030 yes  1,73406 yes  1,30314 yes  1,50083 no -0,43092 no -0,23323 no 0,19769
PRX11 class Il LOC_0s01g19020 no 0,88525 no 0,22485 no 0,85088 no -0,66040 no -0,03437 no 0,62603
PRX16 class Il LOC_0s01g22370 yes 2,05234 yes 1,83084 yes 1,81426 no -0,22150 no -0,23807 no -0,01657
PRX22, class Il LOC_0s01g73200 yes -1,47434  yes -2,11782 no 0,12520 no -0,64348 yes 159953  yes 2,24301
PRX26 class Il LOC_0s02g14170 yes 1,60379  yes 1,27485 no 1,04579 no -0,32894 no -0,55801 no -0,22907
PRX29 class 111 LOC_0s02g14440 yes -2,64842 yes -2,89885 yes -1,42170 no -0,25043 yes  1,22672 yes 1,47715
PRX32 class Il LOC_0s02g58720 yes 2,15293  yes 1,45555  yes 1,84618 no -0,69737 no -0,30675 no 0,39062
PRX33 class Il LOC_0s03g02920 yes 143224  yes 121946 yes 1,58275 no -0,21278 no 0,15052 no 0,36330
PRX39 class Il LOC_0s03g13200 yes 3,31846  yes 2,61974  yes 2,85189 no -0,69872 no -0,46657 no 0,23215
PRX45 class 111 LOC_0s03g25330 yes  2,57656 yes 193024  yes 1,95564 no -0,64633 no -0,62093 no 0,02540
PRX51, class 111 LOC_0s03g55420 yes  1,58511 no 1,27135 no 1,30470 no -0,31376 no -0,28041 no 0,03335
PRX59 class 111 LOC_0s049g59150 yes -1,58544  yes -1,34419 no -0,40231 no 0,24125 yes 1,18313 yes 0,94188
PRX61 class Il LOC_0s04g59190 no 0,95913 yes 1,42439 no 0,48421 no 0,46526 no -0,47492 no -0,94018
PRX62 class Il LOC_0s04g59200 yes -2,37540  yes -2,44490 no -0,81560 no -0,06951 yes 155980 yes 1,62931
PRX63 class Il LOC_0s04g59210 yes -1,31645  yes -1,38543 no -0,91293 no -0,06898 no 0,40352 no 0,47250
PRX65 class Il LOC_0s05g04380 yes 2,17184  yes 1,77567 yes 1,91975 no -0,39617 no -0,25210 no 0,14407
PRX71 class Il LOC_0s05g04500 yes 2,64029 yes 2,36325 yes 2,16255 no -0,27704 no -0,47773 no -0,20070
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PRX72 class Il

PRX77 class 1l

PRX78 class 111

PRX89 class Il

PRX91 class Il

PRX97 class Il

PRX109 class 111

PRX115 class I

PRX117 class 111

PRX122, class Il

PRX123 class 111

PRX125 class Il

PRX132 class 111

PRX138 class 111

AOX1a alternative oxidase-1a
OsAPX3 ascorbate peroxidase 3
OsAPX7 ascorbate peroxidase 7
OsAPX8 ascorbate peroxidase 8
OsCATB Catalase isozyme B
OsRbohC Respiratory Burst Oxidase Homolog C
OsRbohH Respiratory Burst Oxidase Homolog H

LOC_0s05g06970
LOC_0s06¢16350
LOC_0s06¢20150
LOC_0s06g46799
LOC_0s06g48020
LOC_0s07¢01370
LOC_0s07g47990
LOC_0s07g48060
LOC_0s08g02110
LOC_0s09g29490
LOC_0s09g32964
LOC_0s10g02040
LOC_Os11g10460
LOC_0s12¢34524
LOC_0s04g51150
LOC_0s04g14680
LOC_0s04g35520
LOC_0s02¢34810
LOC_0s06g51150
LOC_0s05g45210
LOC_0s12¢35610

yes
yes
yes
yes
yes
yes

no
yes

no
yes
yes
yes
yes
yes

no
yes

no
yes

no

no

no

2,38710
3,53625
-1,61012
2,15615
2,09201
2,94031
-1,29978
1,68838
-1,40956
-1,41655
2,39489
1,08317
3,32826
2,54376
0,83291
2,24821
0,95422
-1,16271
0,80670
1,00415
2,09205

yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes

no
yes
yes
yes

no
yes
yes

no

no

no
yes
yes

no

no

2,81913
3,00207
-1,62692
1,94379
2,67580
2,34454
-1,81951
1,10908
-2,51455
-1,25625
1,92842
0,66807
3,02896
2,27448
0,62035
1,49133
0,48991
-1,45635
0,96719
0,96806
2,09316

yes
yes
no
yes
no
yes
no
yes
no
no
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
no
no
yes

yes

1,74046
3,40916
-0,57486
1,73216
1,28043
2,57986
-0,68625
1,39910
-0,33174
-0,48565
1,70352
1,07309
3,07646
2,36420
0,92205
2,00048
1,01581
-0,93537
0,51894
1,37071
2,05553

no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

no

0,43202
-0,53417
-0,01680
-0,21236

0,58379
-0,59577
-0,51973
-0,57929
-1,10499

0,16030
-0,46648
-0,41510
-0,29930
-0,26928
-0,21256
-0,75688
-0,46430
-0,29364

0,16048
-0,03610

0,00112

no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

no

-0,64665
-0,12709
1,03526
-0,42399
-0,81158
-0,36045
0,61353
-0,28928
1,07782
0,93090
-0,69138
-0,01008
-0,25181
-0,17956
0,08914
-0,24774
0,06159
0,22734
-0,28777
0,36656
-0,03651

no
no
no
no
yes
no
no
no
yes
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
No

-1,07867
0,40709
1,05206

-0,21163

-1,39536
0,23531
1,13326
0,29002
2,18281
0,77060

-0,22490
0,40503
0,04750
0,08972
0,30170
0,50914
0,52590
0,52098

-0,44825
0,40266

-0,03763

FC: fold change.
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TABELA 6. Genes diferencialmente expressos (DEG) da familia de fatores de transcricdo WRKY.

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR
Anotacio Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC
OsWRKY4 LOC_0s06g44010 yes  -1,83049 yes  -2,02189 no -0,16877 no -0,19140 yes 1,66172 yes 1,85312
OsWRKY17 LOC_0s02g53100 yes  2,44555 yes  2,59832 yes  2,05925 no 0,15278 no -0,38629 no -0,53907
OsWRKY18 LOC_0s02g08440 yes  -2,80103 yes  -2,73397 yes  -1,28228 no 0,06706 yes 1,51875 yes 1,45169
OsWRKY22 LOC_0s01g61080 yes  -1,78758 yes  -2,28387 no -0,41491 no -0,49629 yes 137267 yes  1,86897
OsWRKY31 LOC_0s01g53260 yes  1,77129 yes  2,03111 yes  1,66821 no 0,25981 no -0,10308 no -0,36290
OsWRKY46 LOC_0s05g46020 yes  -1,14194 yes  -1,12337 no -0,13591 no  0,01858 yes  1,00603 no  0,98746
OsWRKY63 LOC_0s05g09020 yes  -1,45527 yes  -1,17784 no -0,47963 no 027743 yes  0,97564 no 0,69821
OsWRKY69 LOC_0s05¢g39720 no -0,56447 yes  -1,22390 no  0,49802 no -0,65943 yes  1,06250 yes  1,72193
OsWRKY58 LOC_0s09g25060 no -0,73446 no -0,22925 yes  -1,16555 no 050522 no -0,43109 yes  -0,93631
OsWRKY42 LOC_0s04g21950 yes  -1,01826 no -0,81993 no -0,63394 no  0,19833 no  0,38431 no  0,18598
OsWRKY®60 LOC_0s05g50700 yes  -2,27437 yes  -2,27415 no -1,19011 no  0,00022 no  1,08425 no  1,08403
OsWRKY61 LOC_0s05g27730 yes  -2,01679 yes  -1,48539 yes  -1,13918 no 053141 no 087761 no  0,34620
OsWRKY96 LOC_0s01g14440 yes  -1,04951 no -0,87226 no -0,39531 no 017725 no  0,65420 no 0,47695

FC: fold change.
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TABELA 7. Genes diferencialmente expressos (DEG) da familia proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK, MAPKK e MAPKKK).

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR
Anotagio Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC
MAPK1 LOC_0s08g42700 yes -1,37432 no -0,72751 yes  -1,20552 no 0,64681 no 0,16880 no -0,47801
MAPK5 LOC_0s03g17700 yes -1,39612 yes  -1,44889 no -0,32213 no -0,05277 yes 1,07399 yes 1,12676
MAPK10 LOC_0s01g43910 yes 1,52699 yes  1,37009 yes  1,18199 no -0,15690 no  -0,34499 no -0,18809
MAPKK4 LOC_0s02g54600 yes  -1,62786 yes  -1,10022 no -0,70848 no 0,52764 no 0,91938 no 0,39174
MAPKK10-2 LOC_0s03g12390 yes -1,30029 yes  -1,10877 yes  -1,41147 no 0,19151 no -0,11118 no -0,30270
MAPKKK3 LOC_0s02g32610 yes  -1,61140 yes  -1,22874 yes  -0,87212 no 0,38266 no 0,73928 no  0,35662
MAPKKK20 LOC_0s07g38530 yes  -0,84621 no -0,84033 no -0,63282 no 0,00588 no 0,21339 no  0,20751
MAPKKK30 LOC_0s02g02780 yes 1,71473 yes  1,74678 yes  1,22123 no 0,03205 no  -0,49350 no -0,52555
MAPKKK®62 LOC_0s01g50420 yes  -2,93351 yes  -2,29300 no -0,97435 no 0,64051 yes 1,95916 no 1,31865
MAPKKK?70 LOC_0s01g50410 yes  -2,66003 yes  -2,18934 yes  -1,65682 no 0,47069 no 1,00321 no  0,53252
MAPKKK74 LOC_0s01g66860 yes 2,66536 yes 2,50577 yes 2,64350 no -0,15958 no -0,02186 no 0,13773

FC: fold change.
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TABELA 8. Genes diferencialmente expressos (DEG) relacionados com genes de resisténcia (R).

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR
Anotacio Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC
Disease resistance RPP13-like protein 1 LOC_0s10g04090 no 0,78275 no 0,81283 yes 1,20561 no 0,03008 no 0,42286 no 0,39278
Leucine-rich repeat resistance protein LOC_0s03g11340 yes 1,27189 no 0,83419 yes 1,27887 no -0,43770 no 0,00698 no 0,44468
OsDR8 LOC_0s07g34570 yes 1,02973 no 0,81063 no 0,55667 no -0,21910 no -0,47306 no -0,25396
OsMT2b LOC_0s05g02070 yes 1,58601 yes 1,37504 no 0,97344 no -0,21097 no -0,61256 no -0,40160
OsXB15 LOC_0s03g60650 yes -1,13752 yes -1,12879 no -0,38618 no 0,00873 no 0,75134 no 0,74261
RBBI2-1 LOC_0s01g03320 yes -1,65909 yes -1,35395 yes -1,53562 no 0,30514 no 0,12347 no -0,18167
RBBI2-2 LOC_0s01g03310 yes -1,21261 yes -1,08628 yes -1,12591 no 0,12633 no 0,08670 no -0,03962
NB-ARC/LRR disease resistance protein LOC_0s03g14900 yes 1,24126 no 1,03509 no 1,11156 no -0,20617 no -0,12970 no 0,07647
NBS-LRR Pi2/9 homolog LOC_0s06g17970 no -0,69782 yes -0,91847 no -0,72778 no -0,22065 no -0,02996 no 0,19069
PIBH8 NB-ARC domain LOC_0s08g42700 yes -1,37432 no -0,72751 yes -1,20552 no 0,64681 no 0,16880 no -0,47801
RGA3 NB-ARC domain LOC_0s06g47800 yes 1,86137 yes 1,70733 yes 1,91901 no -0,15404 no 0,05764 no 0,21168
XA13 LOC_0s08g42350 yes 2,84240 no 1,56029 yes 2,20710 no -1,28210 no -0,63529 no 0,64681
XA21 LOC_0s11g35500 yes 1,84396 no 1,37894 yes 1,99502 no -0,46502 no 0,15106 no 0,61608
XB3 LOC_0s05g02130 no 0,70456 yes 0,96170 no 0,65094 no 0,25714 no -0,05362 no -0,31076

FC: fold change.
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TABELA 9. Genes diferencialmente expressos (DEG) relacionados com sintese de fitoalexinas.

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR
Anotacio Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC
Isoflavone Maackiain biosynthesis LOC_0s01g01650 yes 2,46475 yes 1,68552 yes 2,18617 no -0,77923 no -0,27858 no 0,50065
Isoflavone Maackiain/Medicarpin biosynt. LOC_0s01g01660 yes 2,22962 yes 1,23847 yes 2,50434 no -0,99116 no 0,27472 yes 1,26587
OsKS7 rice ent-kaurene synthase7 LOC_0s029g36140 no 0,61063 yes 1,83657 yes 2,05357 yes  1,22594 yes  1,44294 no 0,21700
OsCPS2 LOC_0s02g36210 no 0,34444 yes 1,93540 yes 2,63321 no 1,59097 yes 2,28877 no 0,69781
OsCPS4 LOC_0s04g09900 no 0,73976 no 0,97390 yes 1,80346 no 0,23414 yes 1,06371 no 0,82956
OsMAS Momilactone A synthase 1 LOC_0s04g09920 no 0,38628 no 0,66389 yes 1,87037 no 0,27761 no 1,48409 no 1,20647
OsMAS Momilactone A synthase LOC_0Os04g10010 no 1,11962 no 1,83186 yes 2,33691 no 0,71224 no 1,21729 no 0,50505
OsKS4 rice ent-kaurene synthase 4 LOC_0s04g10060 no 1,00031 yes 2,72129 yes 2,41892 yes 1,72097 no 1,41861 no -0,30236
Momilactone biosynthesis Cyt P450 LOC_0s04g10160 no 0,96044 yes 1,68475 yes 2,13741 no 0,72431 no 1,17697 no 0,45266
OsKO4 rice ent-kaurene oxidase 4 LOC_0s06937300 yes 1,74238 yes 2,37854 yes 3,17204 no 0,63616 yes 1,42966 no 0,79350

FC: fold change.
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TABELA 10. Genes diferencialmente expressos (DEG) do citocromo P450.

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR

Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC

LOC_0s01g36294 yes 1,51726 yes 1,48641 no 0,62233 no -0,03085 no -0,89493 no -0,86408
LOC_0s02g02000 yes -1,52089 yes -1,36349 yes -1,57421 no 0,15739 no -0,05332 no -0,21072
LOC_0s02g02230 no 2,24210 yes 4,19875 yes 3,80368 no 1,95665 no 1,56158 no -0,39506
LOC_0s02g47470 yes -2,68880 yes -2,22308 yes -0,95975 no 0,46572 yes 1,72906 yes 1,26333
LOC_0s03g04660 yes 217713 yes  1,72261 yes 1,86172 no  -0,45452 no -0,31540 no  0,13911
LOC_0s03g45619 yes 2,72587 yes 1,89996 yes 2,26166 no -0,82591 no -0,46421 no 0,36170
LOC_0s03g55800 yes -1,75540 yes -2,02794 yes -1,26698 no -0,27253 no 0,48843 no 0,76096
LOC_0s04g01140 yes 1,84209 yes 1,38433 yes 1,45835 no -0,45776 no -0,38374 no 0,07402
LOC_0s04g10160 no 0,96044 yes 1,68475 yes 2,13741 no 0,72431 no 1,17697 no 0,45266
LOC_0s04g47250 yes 2,51648 yes 2,36046 yes 2,48782 no -0,15601 no -0,02866 no 0,12735
LOC_0s05¢33590 yes -1,36132 yes -1,11991 no -0,86649 no 0,24142 no 0,49483 no 0,25342
LOC_0s05¢43910 yes -1,31146 yes -1,42663 yes -1,28671 no -0,11517 no 0,02475 no 0,13992
LOC_0Os06g46680 yes 2,73314 yes 2,51642 yes 2,65783 no -0,21672 no -0,07531 no 0,14142
LOC_0s07g11739 yes 1,18059 yes 1,23503 yes 1,12857 no 0,05444 no -0,05202 no -0,10646
LOC_0Os07g11870 no 2,12856 yes 4,02038 yes 4,17219 yes 1,89183 yes 2,04364 no 0,15181
LOC_0s07g23570 yes 1,58880 yes 1,47781 yes 1,32575 no -0,11100 no -0,26305 no -0,15205
LOC_0Os07g44140 yes 1,24178 yes 1,20056 yes 1,28458 no -0,04123 no 0,04280 no 0,08403
LOC_0s08g16260 yes 2,67039 yes 2,04459 yes 2,62220 no -0,62580 no -0,04819 no 0,57761
LOC_0s08g39730 yes 1,39358 yes 1,15768 yes 1,18658 no -0,23591 no -0,20701 no 0,02890
LOC_0s09g08920 no 0,98877 no 2,10067 no 1,39047 no 1,11189 no 0,40169 no -0,71020
LOC_0s09g08990 yes 2,70243 yes 2,39998 yes 2,27117 no -0,30245 no -0,43126 no -0,12881
LOC_0s09g35940 no -1,05281 yes -1,51425 no -0,80987 no -0,46144 no 0,24294 no 0,70438
LOC_0s10916974 yes 2,03922 yes 1,61848 yes 1,83368 no -0,42074 no -0,20554 no 0,21520
LOC_0s10g38110 no -0,62285 yes -1,08679 no -0,72991 no -0,46394 no -0,10706 no 0,35688
LOC_0s11g05380 yes -3,43032 yes -3,39073 yes -2,36337 no 0,03959 no 1,06695 no 1,02736
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LOC_0s119g18570 yes 2,21784 yes 2,24788 yes 2,28565 no 0,03005 no 0,06782 no 0,03777
LOC_0s11g27730 no -0,62807 yes -0,86729 no -0,47911 no -0,23922 no 0,14896 no 0,38818
LOC_0s11g29290 yes -2,45499 yes -2,83870 yes -1,49956 no -0,38371 no 0,95543 no 1,33913
LOC 0s11g41710 yes -2,42315 yes -1,93994 no -0,88482 no 0,48321 yes 1,53833 no 1,05512

FC: fold change.
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TABELA 11. Genes diferencialmente expressos (DEG) envolvidos no crosstalk das vias hormonais.

H20-AVR H20-PGPR H20-VIR AVR-PGPR AVR-VIR PGPR-VIR
Anotacio Gene ID DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC DEG FC
OsNPR4 LOC_0s01g61990 yes -2,08764 yes -1,72222 no -0,65187 no 0,36542 yes 1,43577 yes 1,07036
OsStr11 Sulfurtransferase 11 LOC_0s02g49680 no -0,71391 yes -1,12920 no -0,55542 no -0,41530 no 0,15849 no 0,57379
SAM dependent carboxyl methyltransferase LOC_0s06g20960 no 2,10950 no 0,46385 yes 2,72871 no -1,64565 no 0,61921 yes 2,26486
OsSLRL1 LOC_0s07g46920 no -0,97783 no -0,63341 yes -1,46562 no 0,34442 no -0,48779 no -0,83221

FC: fold change.
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