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EXTRATO

VILLELA-DIAS, Cristiano, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus,
fevereiro de 2007. Gendmica da interacdo Theobroma cacao / Moniliophthora
perniciosa: Andlise da expressdo de genes envolvidos no estresse oxidativo
e sua relacdo com resisténcia e, ou suscetibilidade. Orientador: Julio Cézar de
Mattos Cascardo. Co-orientadora: Fabienne Micheli. Colaboradores: Karina P.

Gramacho e Abelmon da Silva Gesteira.

O aumento rapido dos niveis de espécies ativas de oxigénio (EAO) é
denominado de explosao oxidativa e se constitui uma das respostas mais rapidas
ao ataque por patégenos. A formacdo dessas moléculas é resultante de vias
metabdlicas como as da fotorrespiragao, do aparato fotossintético e da respiragao
mitocondrial. A elevacao dos niveis de EAO pode ser danosa para célula, mas por
outro lado pode atuar na ativacido de vias metabdlicas de defesa ou de resposta a
estresses. Desta forma, EAO podem ser vistas como indicadores celulares de
estresse e como mensageiros secundarios envolvidos na via de transdugdo de
sinal de resposta a estresses. Nesse trabalho os niveis de peroxido de hidrogénio
(H202), uma das principais moléculas envolvidas no estresse oxidativo, foram
avaliados em uma variedade resistente e outra suscetivel a vassoura-de-bruxa, a
principal doenga das lavouras cacaueiras do Brasil, durante os primeiros estagios
da doencga. Variagdes dos niveis de acido oxalico (OxA) e acido ascorbico (AsA)
foram quantificadas por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) na
tentativa de verificar o envolvimento dessas moléculas na formacao de cristais de
oxalato de calcio durante o desenvolvimento da doenga. A expressao de alguns

genes possivelmente envolvidos com o estresse oxidativo e homeostase de calcio
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foi avaliada por macroarranjo de DNA em membrana de nailon. Demonstrou-se que
as variedades resistente e suscetivel possuem um padrdo de formacao de H,0O,
bem diferenciado e que o aumento dos niveis de AsA na variedade suscetivel pode
ser correlacionado com o0 aumento dos cristais de oxalato de calcio descrito para
variedade suscetivel durante o desenvolvimento da vassoura-de-bruxa. Pelas
analises de expressao diferencial de genes, foram identificadas sequéncias
diferencialmente expressas, sendo ativadas algumas envolvidas no processo de
clorespiragao (respiracdo dos cloroplastos) e formagdo de EAO, e reprimidas
outras envolvidas na fosforilagado oxidativa mitocondrial. Os resultados obtidos séo
relevantes na medida em que contribuem para o aprofundamento do entendimento

acerca da interacao entre Moniliophthora perniciosa e Theobroma cacao.

Palavra-chave: Estresse oxidativo, peroxido de hidrogénio, Moniliophthora

perniciosa, oxalato de calcio.
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ABSTRACT

VILLELA-DIAS, Cristiano, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
fevereiro de 2007. Genomics of Theobroma cacao / Moniliophthora perniciosa
interaction: Analysis of gene expression of genes involved on oxidative
stress and related to resistance and, or susceptibility. Advisor: Julio Cézar de
Mattos Cascardo. Co-advisor: Fabienne Micheli. Collaborators: Karina P.

Gramacho and Abelmon da Silva Gesteira.

The rapid increase of reactive oxygen species (ROS) is denominated
oxidative burst and is one the fastest response to pathogen infection. The main
sources of these molecules are the metabolic pathways such as photorespiration,
from the photosynthetic apparatus and mitochondrial respiration. The increasing
levels of ROS can damage the cells, but, conversely, can act on defense pathways
or stress responses. In this way ROS can be considered as cell stress signaling
molecules and as secondary messengers involved on stress-response signal
transduction pathways. In this work the levels of hydrogen peroxide (H20:), one of
the main molecules involved on oxidative stress, were evaluated in a Witches’
broom susceptible and resistant cacao varieties, the main disease for cacao in
Brazil, during the initial stages of the disease. Variations on oxalic acid (OxA) and
ascorbic acid (AsA) leves were quantified using high performance liquid
chromatography (HPLC) in order to verify the involvement of these molecules on
calcium oxalate crystals accumulation during disease progression. The expression
of some genes possibly involved on oxidative stress and calcium homeostasis was
evaluated using DNA arrays on nylon membranes. The results indicated that the

cacao varieties have distinct patterns of H,O, accumulation and that the higher
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levels of AsA on the susceptible variety can be correlated with increasing numbers
of calcium oxalate crystals described previously, during disease progression. Gene
expression analyses revealed 12 sequences differentially expressed, with
increasing levels of genes involved on chlororespiration process (chloroplast
respiration) and generation of ROS and decreasing expression levels genes
involved with mitochondrial oxidative phosphorilation. These results contribute
somehow to strengthen the knowledge about Moniliophthora perniciosa and

Theobroma cacao interaction.

Key words: Oxidative stress, hydrogen peroxide, Moniliophthora perniciosa and

calcium oxalate.
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1. INTRODUCAO

As culturas agrondmicas sao atacadas por uma infinidade de patdégenos,
como virus, bactérias, fungos e invertebrados. Quando consideramos as
monoculturas, a proliferagdo dessas pragas e doengas pode levar ao surgimento de
epidemias devastadoras e promover perdas econbmicas consideraveis em
decorréncia da diminuicdo da producao ou da qualidade do produto final. Foi o que
aconteceu com a produgao de cacau do Brasil.

Theobroma cacao (L.) € uma planta perene, arborea, tipica de clima tropical,
originada da América Central e da Amazbnia, e suas améndoas sdo a matéria-
prima para producéo de chocolate. No Brasil, a regido sul do estado da Bahia ja foi
uma das maiores produtoras de cacau do mundo, ficando atras s6 da Costa do
marfim (PURDY & SCHMIDT, 1996). Em 1989 o fungo Moniliophthora perniciosa
(Stahel) Aime e Phillips-Mora (= Crinipellis perniciosa) foi detectado no estado da
Bahia e deu origem a mais devastadora doenga agronémica da regido: a vassoura-
de-bruxa. Moniliophthora. perniciosa, um basidiomiceto pertecente a ordem
Agaricales e familia Tricholomataceae, € um fitopatdgeno hemibiotrofico e seus
esporos sdo considerados sua unica forma de propagacgao (EVANS, 1980).

Apartir do seu aparecimento no estado da Bahia varios esforgos tém sido
empregados no combate e controle da doenga pela Comissdo Executiva do Plano
da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), que tiveram bons resultados com o
desenvolvimento de variedades resistentes. A criagdo do Projeto Genoma do M.
perniciosa também foi determinante para o entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos no processo de interagao e isso permitiu que atualmente

varios pesquisadores se dedicassem na identificagcdo dos mecanismos de resposta
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e das substancias envolvidas nos processos de defesa da planta, mas ainda
existem muitas lacunas.

Em plantas uma das mais antigas respostas ja descritas para estresses,
como a infecgdo por patéogenos, € a alteragdo no fluxo de ions (Ca2+, K" e CI)
através da membrana, aumentando o fluxo de célcio intracelular e levando a um
crescimento do calcio citossolico (FRANCESCHI & NAKATA, 2005). Outra linha de
defesa ativada pela planta é a formagdo de agentes oxidantes (superdxido e
peréxido de hidrogénio) que é disparada no ponto de contato com o agente
agressor, processo conhecido como exploséo oxidativa (MITTLER, 2002). Por outro
lado, existem evidéncias, no caso de fungos necrotréficos, que sugerem que a
producao de espécies ativas de oxigénio (EAQO), como resposta a infecgéo € o fator
determinante para colonizacdo (GOVRIN E LEVINE, 2000; MAYER et al., 2001).

Interessantemente, foi observado por Ceita et al. (2007) que durante o
desenvolvimento da vassoura-de-bruxa, em tecidos de T. cacao suscetivel infectado
por M. perniciosa, ocorre um aumento do numero de cristais de oxalato de calcio
(CaOxA) em paralelo ao desenvolvimento do fungo, seguido por uma elevagéo dos
niveis de peroxido de hidrogénio, provavelmente resultante da degradagao desses
cristais. E possivel que o aumento do nimero de CaOxA possa estar envolvido na
regulagéo do fluxo de Ca?* intracelular ou possa servir como fonte para producéo de
espeécies ativas de oxigénio.

Nesse contexto, nés fomos motivados a investigar a fungao fisiolégica da
formagao dos cristais de oxalato de calcio, verificando as variagdes nos niveis das
principais moléculas envolvidas no seu processo de formagdo, como o acido
ascorbico, recentemente apontado como principal precursor da formagao de CaOxA
em plantas superiores (KEATES et al., 2000 ), como também verificar as alteragdes
na producdo de espécies ativas de oxigénio (H2O2) nos primeiros estagios da
infeccdo, comparando variedades suscetiveis e resistentes de T. cacao. A analise
de genes, envolvidos em estresse oxidativo e homeostase de célcio, expressos em
tecidos infectados e nao infectados também foi realizada, utilizando macroarranjos

de DNA em membranas de nailon.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O patossistema Theobroma cacao - Moniliophthora perniciosa

Uma das principais doengas que afetam a caucaicultura brasileira é
conhecida como vassoura-de-bruxa e € causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa. Desde 1989, quando foi detectada na Bahia, a principal regido produtora
do Brasil, e em consequéncia da falta de medidas de controle e prevencao efetivas,
a doenca vem sendo responsavel pelo declinio da producdo, mudancas no uso da
terra e sérios danos ao meio ambiente. No sul da Bahia e norte do Espirito Santo
grande parte do Theobroma cacao (L.) € sombreado por espécies florestais da Mata
Atlantica, sistema esse denominado de “cacau-cabruca”. Esse sistema vem
contribuindo de forma significativa para a conservagcdo da biodiversidade e dos
recursos naturais locais e podeser considerado um modelo de agricultura tropical
sustentavel. Essa cultura, mesmo em declinio, possui uma importancia socio-
ambiental relevante, o que justifica o empenho dos pesquisadores para tentar
entender o desenvolvimento do patégeno e propor estratégias de combate, para
que o sistema como um todo se torne economicamente viavel e a sua
sustentabilidade seja assegurada.

A doencga apresenta dois estagios distintos: um biotréfico e um necrotrofico /
saprotrofico. No estagio biotréfico o fungo se apresenta na forma de micélio
monocariético, e cresce intercelularmente, causa hipertrofia e hiperplasia dos
tecidos, perda da dominancia apical e proliferacdo de gemas axilares, as quais
resultam na formagdo de ramos anormais chamados de vassoura verde. No estagio
saprotrofico, apds a morte dos tecidos infectados e formacédo da vassoura seca, o

fungo se desenvolve intracelularmente com micélio na forma dicariética, possuindo
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hifas ligadas por grampos de conexao; posteriormente ocorre a formacido do
basidiocarpo e liberagcdo dos esporos que dardo seguimento ao ciclo de vida do
fitopatogeno. (EVANS, 1980; LAWRENCE et al., 1991; SILVA & MATSUOKA, 1999).

Até recentemente os estudos in vitro com M. perniciosa estavam restritos ao
micélio dicaridtico, devido a incapacidade de manter o fungo na fase biotrdfica, o
que sO era possivel in vivo. O desenvolvimento de um meio especifico para o
crescimento de M. perniciosa pbde contribuir de forma significativa para o
desenvolvimento de pesquisas que foquem o metabolismo do fungo na sua fase
biotrofica (MEINHARDT et al., 2006). O desenvolvimento do meio s6 foi possivel em
decorréncia das observagdes feitas por Scarpari et al. (2005), que verificaram um
acumulo de glicerol durante o desenvolvimento da doenga e atribuiram a ele um
papel chave na manutencao do fungo na fase biotréfica. A presenga do glicerol no
meio € imprescindivel para manutencdo do micélio monocariético.

Os fungos que possuem duas fases de vida durante o processo de
colonizacéo do hospedeiro sdo chamados de hemibiotroficos e inicialmente mantém
vivas as células do hospedeiro, direcionando o metabolismo a seu favor, mas em
estagios avancados da doengca matam as células e completam seu ciclo de vida, a
exemplo de fungos como Phytophthora, Colletotrichum e M. perniciosa (PURDY &
SCHMIDT, 1996; WEI et al., 2004; CEITA et al., 2007)

2.2. Estresse oxidativo

Espécies ativas de oxigénio (EAO) sao continuamente produzidas pelas
plantas em decorréncia do metabolismo aerdbico e resultam da excitagdo do O
molecular, formando oxigénio molecular simples ('O,) ou da transferéncia de um,
dois ou trés elétrons para o O, levando, respectivamente, a formacado de radical
superoéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H202) ou radical hidroxila (OH").

Contrariamente ao oxigénio molecular essas moléculas podem causar sérios
danos a uma variedade de componentes celulares, incluindo danos oxidativos as
proteinas, lipidios e DNA. A producdo de EAO nas plantas ocorre continuamente
como produto de varias vias metabdlicas e em diferentes compartimentos celulares
(SCANDALIOS, 2005). EAO como Oy, H,O, e OH™ estdo normalmente presentes
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nas células em equilibrio com moléculas anti-oxidantes e sob condicgdes fisiolégicas
essas moléculas sao responsaveis pela detoxificacdo das espécies de oxigénio
reativas. O equilibrio entre a producio e detoxificacdo de EAO pode ser perturbado
por numerosos fatores ambientais adversos e como resultado desses disturbios os
niveis de EAO podem aumentar rapidamente (MALAN et al., 1990; PRASAD et al.,
1994).

As plantas podem gerar EAO em respostas a mudangas ambientais pela
ativagdo de varias oxidases e peroxidases (SCHOPFER et al., 2001; BOLWELL et
al.,, 2002). O aumento rapido dos niveis de EAO é denominado de explosao
oxidativa e se constitui uma das respostas mais rapidas ao ataque por patégenos. A
formagdo dessas moléculas € resultante de vias metabdlicas como as da
fotorrespiracdo, do aparato fotossintético e da respiracédo mitocondrial (MITTLER,
2002). O aumento na producédo de EAO pode ser danoso para célula, mas por outro
lado pode atuar na ativagao de vias metabdlicas de defesa ou resposta a estresses.
(DESIKAN et al., 2001; KNIGHT & KNIGHT, 2001).

Sendo assim, EAO podem ser vistas como indicadores celulares de estresse
e como mensageiros secundarios envolvidos na via de transdugao de sinal de
resposta a estresses. E embora niveis basais de EAO possam ser usados para
monitorar seu nivel de estresse intracelular, esses tém que ser mantidos sob um
forte controle, pois niveis extremos podem levar a morte celular (HAMMOND-
KOSACK & JONES, 1996; MITTLER, 2002). Novas fontes geradoras de EAO foram
identificadas nos ultimos anos, como as NADHP oxidases, amina oxidase e
peroxidases ligadas a menbrana. Estas sao firmemente reguladas e participam da
formagdo de EAO em processos como a morte celular programada e defesa contra
patégenos (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996; DAT et al.,, 2000; GRANT &
LOAKE, 2000).

Desta forma, as células das plantas necessitam de pelo menos dois
mecanismos diferentes para regular os niveis intracelulares de EAO: um que ira
permitir a manutencao de baixos niveis com finalidade de sinalizagao e outro que ira
permitir a detoxificacdo do excesso, principalmente sob condi¢gdes de estresse. No
entanto, as rotas regulatérias envolvidas no controle desses mecanismos ainda nao

sao conhecidas.
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2.3. Producédo de Espécies ativas de oxigénio em plantas

Varias enzimas estdo envolvidas no mecanismo de geragao de espeécies
ativas de oxigénio nas plantas. Muitas delas estdo envolvidas no metabolismo
normal das plantas como fotossintese e respiragao celular e outras tém sua sintese
aumentada durante estresses bidticos e abidticos, como oxidase do glicolato nos
peroxissomos durante a fotorespiracdo (DAT et al., 2000). Recentemente novas
fontes de EAO foram identificadas em plantas, incluindo NADPH oxidases, amina
oxidases e peroxidases ligadas a parede celular. Essas sédo fortemente reguladas e
participam da produgado de espécies ativas de oxigénio durante processos como a
morte celular programada e defesa contras o ataque por patégenos.(HAMMOND-
KOSACK & JONES, 1996; GRANT & LOAKE, 2000) (tabela 2.1).

Adicionalmente a atividade especifica de geragdo de superoxido, descrita
para NADPH oxidase por Doke (1983), outros mecanismos de geragcao de EAO tém
sido propostos. A rapida producao de H,O,, disparada pelo ataque por patégenos e
tratamento com elicitores, tem sido atribuida a atividade apoplastica de peroxidase
da NAD(P)H oxidase (VERA-ESTRELLA et al.,, 1992). Muitas peroxidases sdo
encontradas no espago apoplastico e sdo ibnica ou covalentemente ligadas a
polimeros da parede celular e podem atuar catalicamente de duas formas. Na
presenca de peroxido de hidrogénio e compostos fendlicos elas participam do ciclo
peroxidativo e estdo envolvidas com a sintese de lignina e de outros compostos
fendlicos. Contudo, se ocorrer um acumulo de NADPH ou de compostos reduzidos
relacionados e diminuicdo dos fendlicos, inicia-se uma reacdo em cadeia que
fornece as bases para geragao de H,O, decorrente da atividade de peroxidase da
NADH oxidase (CHEN & SCHOPFER, 1999). A presengca de um motivo
citoplasmatico no qual o calcio se liga a NADPH oxidases em plantas, sugere a
possibilidade da regulagcéo direta de sua atividade, através da percepcado de
flutuagbes subcelulares dos niveis de calcio (ALLAN & FLUHR, 1997). Varios
sistemas de geracédo e detoxificagcdo de EAO sédo dependentes de célcio e dessa
forma as oscilagdes dos niveis de calcio e a formacao e ou detoxificacdo de EAO
podem estar intimamente relacionadas e podemos, entdo, especular que EAO e
calcio sdo mensageiros intercomunicantes em varios processos celulares

(GORDEEVA et al., 2003).
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Estudos in vitro também tém sugerido uma outra atividade para NADPH oxidase:
geracao de radicais hidroxila (OH"). De forma similar a reagao de Haber-Weiss
(HZO2 + 0O, — O+ OH + OH'"), peroxidases foram capazes de reduzir peroxido de
hidrogénio a radicais hidroxila (CHEN & SCHOPFER, 1999). Contrariamente, ao
seu poder de causar danos as células vegetais e isso incluem danos genéticos, a
producao de OH- por peroxidases ligadas a parede celular pode, por outro lado, ser
relevante para outras respostas fisiologicas como a quebra controlada de polimeros
estruturais durante o rearranjo da parede em células meristematicas (VIANELLO &
MACRI, 1991; OGAWA et al., 1997; FRAHRY & SCHOPFER, 2001). No entanto,
por serem altamente reativos, possuindo um alto grau de afinidade por biomoléculas
diretamente no seu sitio de produgao e terem meia-vida curta (<1us), sdo muito
dificeis de serem estudados (APEL & HIRT, 2004).

Desta forma, mesmo sendo téxicos EAO também participam de mecanismos
de sinalizagdo celular e por isso as plantas necessitam de mecanismos
extremamente eficientes para manter os niveis basais para propésito de sinalizacao
e para detoxificar o excesso, especialmente sob estresse ambiental e ataque por
patogenos. (DAT et al., 2000).

2.4. Mecanismos de detoxificagdo de EAO em plantas

As principais moléculas antioxidantes presentes nas plantas s&o ascorbato
(ASC) e glutationa (GSH), assim como tocoferol, flavondides, alcaldides e
carotendides. Foi demonstrado que mutantes com diminuigdo dos ascorbato
(CONKLIN et al., 1996) e alteragdo nos de GSH (CREISSEN et al., 1999)
apresentaram uma maior suceptibilidade ao estresses. Contrariamente, Bart et al.
(2004) mostraram que mutantes deficientes para sintese de ascorbato foram mais
resistentes a infec¢ao por patégeno que as variedades selvagens.

Enquanto a glutationa é oxidada pelas EAO formando glutationa oxidada
(GSSG), o ascorbato e oxidado a monodehidroascorbato (MDA) e dehidroascorbato
(DHA). E através do ciclo do acorbato-glutationa, GSSG, MDA e DHA podem se
reduzidos a glutationa e ascorbato (Figura 2.1). E em resposta a estresses abidticos
e bidticos as plantas sdo capazes de aumentar os niveis de glutationa (VANACKER
et al., 2000) e ascorbato (CEITA et al., 2007).
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As formas reduzidas desses antioxidantes sdo mantidas nas células pela
Glutationa redutase (GR), monodehidroascorbato redutase (MDAR) e
dehidroascorbato redutas (DHAR). Pouco se sabe sobre envolvimento dos
flavondides e carotenoides no processo de detoxificagdo de EAO em plantas.
Contudo, a superexpressdo da hidroxilase do pB-caroteno em Arabidopsis foi
correlacionada a altas taxas de xantofilas nos cloroplastos e resultou no aumento da
tolerancia ao estresse oxidativo gerado pelo aumento da luminosidade (DANGL &
JONES, 2001).

As principais enzimas envolvidas nos mecanismos de detoxificagdo de EAO
nas plantas sdo superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), e
catalase (CAT) (tabela 1) (SCANDALIOS, 2005). Nas células vegetais o balanco
entre SOD e APX ou CAT é essencial para manter o estado constante dos niveis de
radicais superoxido e peroxido de hidrogénio (BOWLER et al., 1991). APX é
apontada como sendo responsavel pela modulagdo das EAO envolvidas nos
processos de sinalizagdo enquanto a CAT participa ativamente da remogao do
excesso H»O, durante condicbes de estresse. A descoberta que o ciclo do
ascorbato-glutationa (Figura 2.1) esta presente em quase todos os compartimentos
celulares investigados até o momento, como também a alta afinidade da APX pelo
H,0,, sugere que este ciclo desempenha uma fungao crucial no controle dos niveis
de EAO nesses compartimentos (MITTLER, 2002).

GSSG NAD(P)H

N NN

MDHAR DHAR

o N I A /\

Figura 2.1. Ciclo do Ascorbato/glutationa. O ascorbato (ASC) e oxidado a

monodehidroascorbato (MDH) pela agdo da ascorbato peroxidase (APX) consumindo H,O,.
A MDH redutase (MDHAR) reduz MDH em ascorbato com a ajuda de NAD(P)H.
Dehidroascorbato (DHA) é gerado espontaneamente a partir do MDA e pode ser convertido

a ascorbato pela acdo da DHA redutase (DHAR) com a ajuda da glutationa (GSH) que é
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oxidada a sua forma reduzida (GSSG). O ciclo é fechado pela GSH redutase que converte
GSSG em GSH com ajuda do agente redutor NAD(P)H.

A pesar da CAT estar presente nos peroxissomas e glioxissomas néo €
restrita apenas a estes compartimentos (SCANDALIOS, 2005). Sua agédo é
indispensavel para detoxificacdo do H,O, durante situacdes de estresse, como foi
demonstrado pela proliferagdo de peroxissomas durante situacdo de estresse
(LOPEZ-HUERTAS et al.,, 2000) As catalases, diferentemente de outras enzimas
que participam do processo de remocdo de moléculas oxidantes, ndo necessitam
de equivalentes redutores para desempenhar sua atividade o que as tornam
insensiveis ao estado oxidativo e lhe permite remover, eficientemente, o excesso de
H,O, da célula. Elas podem ser agrupadas em trés classes; as da primeira
removem o excesso de H;O, produzido em tecidos fotossintéticos durante a
fotorrespiracdo; as da segunda estdo presentes em tecidos vasculares e séao
relacionadas ao processo de lignificagdo da parede celular e as da terceira sao
encontradas abundantemente em sementes e plantas jovens e sdo relacionadas a
detoxificagdo do excesso de H,O, gerado pela degradagcdo dos acidos graxos nos
glioxissomas (BREUSEGEM et al., 2001). Dependendo da concentracdo de H,0,
ela pode exercer duas fungbes. Em baixa concentragdo de H,O, (<1uM), ela atua
peroxidando uma variedade de moléculas doadoras de hidrogénio (ex: etanol, acido
ascorbico) da seguinte maneira: RH; + H,O, 2 R + 2H,0. Quando a concentracéo
de HyO, se torna alta ela o decompde rapidamente usando a molécula como
doadora e aceptora de hidrogénio: 2H,0, - 2H,0 + O, (SCANDALIOS, 2005).

Plantas de Nicotiniana tabacum que tiveram a expressao da CAT suprimida
apresentaram um aumento nos niveis de EAO em resposta ao estresse causado
tanto por agentes bidticos como abidticos (WILLEKENS et al., 1997). Desta forma,
CAT pode ser considerada uma enzima indispensavel para o processo de tolerancia
ao estresse oxidativo em plantas. Por outro lado, alguns fungos podem secretar
catalases nos tecidos infectados como estratégia enzimatica de defesa contra H,O,
produzido pelo hospedeiro (GARRE et al., 1998).
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Tabela 2.1. Principais mecanismos envolvidos na produgido e detoxificagdo de espécies

ativas de oxigénio em plantas: moléculas alvo e localizag&o subcelular 2.

Mecanismo Numero EC ou localizacéo Moléculas alvo
referéncia:

Producéao

Glicolato oxidase EC:1.1.3.15 Per H20,

NADPH oxidase (GRANT & LOAKE, 2000) Mpa 0,

Oxalato oxidase EC 1234 Apo H20;

Xantina oxidase (Corpas et al., 2001) Per 0,

Amina oxidase EC 15311 Apo H20;

NADH peroxidase EC11111 Pac H,0, 0,

Detoxificagéo

Superéxido dismutase EC1.15.11 Clo, Cit, Mit, Per e Apo 0,
Ascorbato peroxidase EC1.11111 Clo, Cit, Mit, Per e Apo H>0,
Catalase EC1.11.1.6 Per, Cit, Mit H,0,
Peroxidases (ndo especificas) EC1.11.1._ Pac H20,
Glutationa peroxidase EC1.11.1.9 Cit H,0, ROOH
Tioredoxina peroxidase EC1.11.1.7 Clo, Cit e Mit H,0,

@Abreviagbes: Per, peroxissoma; Mpa, membrana plasmatica; Apo, apoplasto;

Pac, parede celular; Clo, cloroplasto; Cit, citosol; Mit, mitocondria;Vac,vacuolo.

2.5. Metabolismo do oxalato

O acido oxalico que tem sido detectado em varios organismos incluindo
animais, fungos e plantas € um dos mais fortes acidos orgénicos com valores de
pKa 1.3 e 4.3 (LANE, 1994). Em plantas ele pode ocorrer como acido livre, mas é
mais comum encontra-lo na forma de sais soluveis como os de sodio e potassio ou
insoluveis como o de calcio formando cristais de oxalato de calcio (CaOxA). A
ocorréncia e distribuicdo do oxalato pode variar entre os érgédos da mesma planta,
sendo mais comum nas folhas do que nas raizes. Variagdes nas quantidades de
oxalato podem ser observadas em decorréncia de diversos fatores como idade da
planta, estacdo do ano, clima, tipo de solo e infecgdo por patégeno (SRIVASTAVA
& KRISHNAN, 1959; CEITA et al., 2007).
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Apesar de sua férmula simples, o acido oxalico (CoH,O4) pode agir como
fonte de prétons e elétrons e como um forte quelante de metais e devido a sua
multipla natureza quimica é utilizado em uma infinidade de processos como
biorremediagdo de poluentes organicos, sistema de biodegradacdo de lignina,
detoxificagdo de aluminio e como doador de elétron na fixagcdo de nitrogénio em
rizébios simbidticos em leguminosas (MUNIR et al., 2001). Muitas espécies de
plantas, incluindo plantas cultivaveis, sdo capazes de acumular oxalato na ordem de
3 a 80% de suas massas secas e muitos estudos tém demonstrado que ele pode
desempenhar varias fungdes na planta, incluindo regulagdo da quantidade de calcio
livre, balango ibnico (ex.: K e Na), defesa, sustentacao tecidual e detoxificacdo de
metais pesados (LIBERT & FRANCESCHI, 1987; LIU et al., 2002; EVANS et al.,
2003; FRANCESCHI & NAKATA, 2005).

Esta bem estabelecido que plantas sdo capazes de metabolizar oxalato
observando flutuagbes em sua concentragao e que uma das principais fungbes da
formagao de cristais de CaOxA nas plantas inclui a regulagdo da quantidade de
calcio livre (FRANCESCHI & HORNER, 1980; FRANCESCHI & NAKATA, 2005). A
rapida indu¢do da formacgéao de cristais de oxalato de calcio em plantas de Lemma
sugere que eles podem servir como estoque de onde o calcio pode ser retirado
quando necessario (HEPLER & WAYNE, 1985). A observagdo de que em algumas
plantas em condigdes de deficiéncia de calcio ocorre solubilizagdo desses cristais,
presumivelmente para fornecer calcio para o crescimento e manutengao celular,
dao suporte a essa tese (FRANCESCHI, 1989).

O calcio e necessario para ativagao e/ou estabilizacdo de muitas enzimas; as
células das plantas necessitam de Ca®* para liberar peroxidases que estdo
envolvidas no controle da elongagdao celular como também no processo
enrijecimento da parede celular em decorréncia de sua atividade de ligagao cruzada
e habilidade em participar na formagao da lignina (STICHER et al., 1981). Uma das
principais funcdes do calcio nas células das plantas é sua agdo na formagao da
lamela média onde o ion Ca®" participa da estabilizacdo de pontes idnicas entre as
cadeias de pectina. E embora os cristais de CaOxA tenham sido descritos como
uma forma de detoxificar acido oxalico livre o fato € que muitas plantas sdo capazes
de manter altas concentragdes de acido oxalico soluvel e livre dentro de seus
vacuolos (RAVEN & SMITH, 1976).
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Existem inumeros trabalhos bioquimicos e fisioldogicos que abordam a
producao de CaOxA como um mecanismo de alto desempenho na regulagdo do
dos niveis de Ca?* nos 6rgaos e tecidos da planta, sendo necessario em plantas
que crescem em ambientes onde ocorre abundancia de calcio soluvel e ambientes
de restricdo onde a absorcao por parte das raiz € pobre (FRANCESCHI, 1989;
VOLK et al., 2002).

Enquanto que em soja a deposi¢cdo de CaOxA ocorre em tecidos maduros,
algumas plantas s&o capazes de promover esse acumulo em tecidos em
desenvolvimento. Regides meristematicas e células em desenvolvimento
geralmente nao possuem vacuolos ou quando estdo presentes sdo muito reduzidos,
desta forma apresentam uma capacidade de compartimentalizagao intracelular
bastante reduzida. O ion calcio possui uma grande capacidade de ligagdo com a
parede celular, mas o acumulo de Ca?* no apoplasto das células jovens em
desenvolvimento pode interferir no processo de expansao celular pela ligagdo do
Ca?* a residuos acidos de polimeros da parede celular. Deste modo, a fungdo
primaria da formagdo de CaOxA em tecidos em desenvolvimento tem o papel de
reduzir os niveis de calcio do apoplasto das células adjacentes, servindo como um
reservatorio forte e especializado de Ca**, permitindo com que as células se
desenvolvam normalmente. Alguns trabalhos que sustentam esta argumentacéo
tém demonstrado que o aumento do nivel de Ca®* na solucéo nutritiva aumenta o
numero de cristais (FRANCESCHI, 1989; VOLK et al., 2002; MAZEN et al., 2004;
FRANCESCHI & NAKATA, 2005; VOLKOV et al., 2006). Evidéncias adicionais
sobre a fungdo do CaOxA na regulacdo do Ca?' livre sdo fornecidas pelo
desaparecimento de alguns cristais sob condi¢gdes de deficiéncia de calcio
(FRANCESCHI, 1989; VOLK et al., 2002).

Usando anticorpo para oxalato oxidase (EC: 1. 2. 3. 4), enzima envolvida no
processo de degradagao do acido oxalico e conversdo para CO; e H,O,, Volk et al.
(2002) levantam a possibilidade do seu envolvimento no processo de degradagéo
do acido oxalico proveniente da dissolugao dos cristais de CaOxA nos vacuolos dos
idioblastos. A proteina estava presente em condi¢gdes de crescimento com limitagao
da quantidade de calcio, mas estava ausente em condicdbes de maior
disponibilidade. Apesar da existéncia de varios trabalhos ilustrando a fungédo do

CaOxA no processo de regulagdo da quantidade de calcio livre em plantas nao
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podemos deixar de considerar outras possibilidades com relacdo a funcionalidade
de sua formagdo e/ou disolussdo. A superexpressdo de um gene de trigo,
codificando para sintese de uma oxalato oxidase, em girassol disparou a producéo
de HO, e respostas de defesa por parte da planta (DAVLETOVA et al., 2005).
Outros trabalhos também demonstram o envolvimento da oxalato oxidase na
reducao da progressao de algumas doencas fungicas, conferindo em alguns casos
resisténcia parcial sob condi¢des de cultivo (COBER et al., 2003; MORI et al., 2003)

Ceita et al. (2007) demonstrou que durante o desenvolvimento da vassoura-
de-bruxa, em tecidos de T. cacao suscetivel infectado por M. perniciosa, ocorre um
aumento do numero de CaOxA em paralelo ao desenvolvimento do fungo seguido
por uma elevacdo dos niveis de peroxido de hidrogénio, possivelmente resultante
da degradacao desses cristais e que, contrariamente, favorece o desenvolvimento
do patégeno. Ja foi mostrado que a oxalato oxidase de trigo (Triticum aestivum) e
de cevada (Hordeum vulgare) pertencem a familia de proteinas das germin e que
foram primeiramente descritas como estando envolvidas no processo de defesa das
plantas por Lane et al. (1986). Desta forma a participagdo do CaOxA na biologia das
plantas superiores, principalmente no que diz respeito a sua fungéo nas interacdes

planta-patégeno ainda permanece controversa.

2.6. Sintese de oxalato em plantas

Existem inumeras vias metabdlicas possiveis para sintese do acido oxalico
descritas para plantas (FRANCESCHI & NAKATA, 2005). Inumeros trabalhos foram
realizados na tentativa de elucidar a via metabdlica do acido oxalico e de reduzir os
niveis de oxalato em plantas cultivaveis (LIBERT & FRANCESCHI, 1987)

A oxidagao fotorespiratoria do glicolato e glioxilato tem sido proposta como
uma importante via de formagao de oxalato em plantas (FUJII et al., 1993; NAKATA,
2003; FRANCESCHI & NAKATA, 2005). Esta proposta € baseada na observacéo
de que a oxidase do glicolato (GLO) foi capaz de catalizar a oxidagao do glicolato
para oxalato.

No entanto, existem evidencias que sdo contrarias a esta via metabdlica.
Raven et al (1982), mostrou que a incorporagdo do 80, no glicolato ndo e
transferida para o oxalato. E plantas que apresentam menor fotorespiragcao (C4)

continuam acumulando oxalato a altas concentragbées (LIBERT & FRANCESCHI,
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1987; LIU et al., 2002) A producado de oxalato em plantas também ¢é atribuida a
acgao da isocitrato liase sobre o isocitrato (GIACHETTI et al., 1987), porem essa via
€ considerada minoritaria (FRANCESCHI & NAKATA, 2005).

A participacdo do acido ascorbico (AsA) na formagéo do oxalato foi proposta
muito tempo atras por Wagner e Loewus (1973) e desde entdo tem estimulado o
interesse dos pesquisadores no estudo do metabolismo do AsA e sua relacdo com
a formagao do acido oxalico (OxA) nas plantas. A abundancia de acido ascorbico e
sua distribuicao nos tecidos verdes e nao verdes da planta, o que é compativel com
a distribuicdo do OxA, faz dele um dos melhores substratos para formacéo de
oxalato. E quando consideramos a sintese do OxA é importante ressaltar que as
plantas podem acumular grandes quantidades de oxalato soluvel e ou insoluvel, na
forma de CaOxA, e a modo como se da esse acumulo ndo € necessariamente o
mesmo (SMIRNOFF & WHEELER, 2000; SMIRNOFF, 2001; FRANCESCHI &
NAKATA, 2005).

Keates et al. (2000), usando acido ascérbico, acido oxalico, acido
eritroascorbico e galactose ou glicolato, marcados com ™C, demonstrou que o AsA
possui uma funcao importante como precursor do OxA e do CaOxA em idioblastos
de Pistia stratiotes e que o glicolato € um substrato muito pobre para sintese de
OxA e formagdo de CaOxA. O trabalho corroborou as descobertas de Wheenler,
Jones e Smirnoff (1998), confirmando que a L-galactose é um intermediario chave
na conversao da D-glicose para AsA nas plantas. Por outro lado, as micro-
autoradiografias feitas pela autora mostraram que ocorre incorporagéo do carbono
marcado do OxA em outros componentes celulares das células em crescimento,
mostrando um acumulo nas regides meristematicas. Isso vai de encontro ao dogma
proposto por Franceschi e Horner (1980) de que OxA é um produto final do
metabolismo com poucas possibilidades de reentrada no ciclo do carbono das
plantas.

Simpson e Ortwerth (2000), apresentaram dados esclarecedores do processo
de conversdo do AsA para oxalato. Os autores demonstram in vitro, que o L-
dehidroascorbato (DHA) e o 2,3-L-diketogulonato (2,3-DKG), produtos da oxidacao
do AsA, sao capaz de levar a formacéo de oxalato em condi¢cdes oxidativas e sem a
participacdo enzimatica no processo. O DHA hidrolisa rapidamente em solugdes a

pH 7.0 formando 2,3-DKG que é muito instavel. A reagcédo do perdxido de hidrogénio
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com o DHA e o 2,3-DKG durante essa rota degradativa, geralmente ndo é
considerada. Contudo, ja foi determinado que a reagao do H,O, com DHA a pH 7
também pode leva a formacao de L-treonato e oxalato (ISBELL & FRUSH, 1979).
Numerosas plantas tém demonstrado sintetizar oxalato a partir do AsA
(FRANCESCHI & NAKATA, 2005) e essas novas descobertas no processo de
conversdo do AsA para OxA sao significativas para se compreender a

funcionalidade dessa via metabdlica em plantas.
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3. Capitulo 1

QUANTIFICACAO CROMATOGRAFICA DE ACIDOS ORGANICOS DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DA VASSOURA-DE-BRUXA.

Resumo

Acido oxalico (OxA) é um produto natural de do metabolismo de plantas,
animais e outros organismos, podendo ocorrer na forma de acido livre ou como sais
de oxalato soluveis e insoluveis. Muitas vias metabdlicas possiveis para sintese de
OxA foram descritas para plantas. Uma delas envolve a participagcdo do acido
ascorbico (AsA) e vem estimulando o interesse dos pesquisadores no metabolismo
do AsA e sua relagao com a formagao do OxA nas plantas. Nesse trabalho os niveis
de OxA e AsA livres foram acompanhados em variedades de Theobroma cacao
contrastantes para resisténcia a Moniliophthora perniciosa, durante o
desenvolvimento da vassoura-de-bruxa, com a finalidade de verificar se as
alteragcdes observadas seriam condizentes com as observagcbes feitas
anteriormente para o padrdo de formagcdo de oxalato de calcio na variedade
suscetivel e com experimentos que comprovaram o envolvimento do AsA na
formagao do OxA em idioblastos de tecidos vegetais. Também foram verificadas as
alteragbes nos niveis de peroxido de hidrogénio durante os primeiros estagios da
doenga, tragando um perfil cromatografico para cada variedade. Foi observado que
ambas apresentavam um padrao semelhante nas variacbes de OxA livre, porém sé
na suscetivel ocorreu uma variagao significativa nos niveis de AsA. A produgao de
H,O, observada nas duas variedades foi bastante semelhante, a ndao ser pela
grande quantidade observada ao redor das células do sistema vascular na
variedade resistente. Os dados indicam que o aumento dos cristais de oxalato de

calcio observados anteriormente na variedade suscetivel pode ser decorrente do
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aumento dos niveis de AsA, porém a formacgao de OxA livre nas plantas de T. cacao
nao se deve exclusivamente ao AsA uma vez que foram evidentes as variagdes dos

niveis de OxA na variedade resistente sem alteracado nos de AsA.

Palavras-chave: Oxalato de calcio, acido ascoérbico, acido oxalico, perdxido de

hidrogénio.

3.1. INTRODUCAO

Acido oxalico (OxA) tem sido detectado em quantidades variaveis em quase
todos os tecidos de muitas plantas, podendo ocorrer como acido livre, porém € mais
comum encontra-lo na forma de sais soluveis como os de sodio e potassio ou
insoluveis como o de calcio, formando cristais de oxalato de calcio (CaOxA) (
FRANCESCHI & NAKATA, 2005). A ocorréncia e a distribuicdo de oxalatos podem
variar entre os o6rgdos da mesma planta, sendo mais comum encontra-los nas
folhas do que nas raizes. Variagdes na quantidade de oxalato também podem ser
observadas em decorréncia de diversos fatores como idade da planta, estagao do
ano, clima, tipo de solo e infeccdo por patdogenos (SRIVASTAVA & KRISHNAN,
1959; CEITA et al., 2007).

Muitas espécies de plantas, incluindo plantas cultivaveis, sdo capazes de
acumular grandes quantidades de oxalato e muitos estudos tém demonstrado que
ele pode desempenhar varias fungdes na planta, incluindo regulagado da quantidade
de calcio livre, balango iénico (ex.: K e Na), defesa, sustentacdo tecidual e
detoxificagdo de metais pesados (LIBERT & FRANCESCHI, 1987; LIU et al., 2002;
EVANS et al., 2003; FRANCESCHI & NAKATA, 2005). A oxalato oxidase (EC: 1. 2.
3. 4), enzima envolvida no processo de degradacao do acido oxalico e conversao
para CO; e H,0,, pode estar envolvida no processo de degradagao do acido oxalico
proveniente da dissolugcdo dos cristais de CaOxA nos vacuolos dos idioblastos. A
proteina esta presente em condigdes de crescimento com limitacdo da quantidade
de calcio, porém nao foi detectada em condigdes de maior disponibilidade (VOLK et
al., 2002). A superexpressdo da oxalato oxidase de trigo em girassol disparou a
producdo de H,O, e respostas de defesa por parte da planta (DAVLETOVA et al.,

2005). Por outro lado, durante o desenvolvimento da vassoura-de-bruxa, em tecidos
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de T. cacao suscetivel infectado por M. perniciosa, ocorreu um aumento do numero
de CaOxA em paralelo ao desenvolvimento do fungo seguido por uma elevacao dos
niveis de peréxido de hidrogénio, possivelmente resultante da degradagao desses
cristais e que, contrariamente, favorece o desenvolvimento do patogeno (CEITA et
al., 2007). Isso significa que M. perniciosa suporta altos niveis de H,O,. Deste
modo, a participacdo do CaOxA na biologia das plantas superiores, principalmente
no que diz respeito a sua fungdo nas interacdes entre plantas e patdogenos ainda
permanece controversa.

Existem inUmeras vias metabdlicas possiveis para sintese do OxA descritas
para plantas e desde que o acido ascoérbioco (AsA) foi proposto como uma das vias
para formacdo do oxalato vem estimulado o interesse dos pesquisadores no
metabolismo do AsA e sua relagdo com a formagdo do OxA nas plantas. A
abundancia de acido ascorbico e sua distribuicdo nos tecidos verdes e nao verdes
da planta faz dele um dos melhores substratos para formagcdo de oxalato
(SMIRNOFF & WHEELER, 2000; SMIRNOFF, 2001; FRANCESCHI & NAKATA,
2005).

Foi comprovado que o AsA possui uma fungao importante como precursor do
OxA e do CaOxA em idioblastos de Pistia stratiotes e que o glicolato € um substrato
muito pobre para sintese de OxA e formagdo de CaOxA (KEATES et al., 2000). O
trabalho corroborou as descobertas de Wheenler, Jones e Smirnoff (1998),
confirmando que a L-galactose é um intermediario chave na conversao da D-glicose
para AsA nas plantas. No mesmo ano Simpson e Ortwerth (2000), apresentaram
dados esclarecedores do processo de conversao do AsA para oxalato. Os autores
demonstram in vitro, que o L-dehidroascorbato (DHA) e o 2,3-L-diketogulonato (2,3-
DKG), produtos da oxidagcao do AsA, sao capazes de levar a formagao de oxalato
em condi¢cdes oxidativas e sem a participagdo enzimatica no processo. A reagao do
peroxido de hidrogénio com o DHA e o 2,3-DKG durante essa rota degradativa,
geralmente ndo é considerada. Contudo, ja foi determinado que a reagéo do H»O,
com DHA a pH 7 também pode levar a formacgéo de L-treonato e oxalato (ISBELL &
FRUSH, 1979). Essas descobertas no processo de convergdo do AsA para OxA sao
significativas para compreendermos a funcionalidade dessa via metabdlica em
plantas ja que numerosas plantas tém demonstrado sintetizar oxalato a partir do
AsA (FRANCESCHI & NAKATA, 2005).
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Neste trabalho as variagdes nas quantidades de AsA e OxA livres foram
quantificados por cromatografia isocratica de exclusao ibnica em planta de T. cacao
resistentes (TSH 1188) e suscetiveis (Catongo) ao M. perniciosa. As alteragdes
observadas mostram que as variedades respondem de forma diferente ao estresse
e que o aumento dos niveis de AsA na variedade suscetivel foi condizente com as
alteragdes no numero de CaOxA observadas por Ceita et al. (2007) e indicam sua
participacdo na formacdo dos cristais de oxalato de calcio em T. cacao como
proposto por Keates et al. (2000) para plantas superiores de metabolismo C4.
Também foram analisadas as alteragbes nos niveis de perdxido de hidrogénio nos
estagios iniciais da infecgdo, sendo observadas respostas similares nas duas
variedades quanto a sua producado nas células da epiderme, porém H;O, so foi
detectado em células do cortex da variedade resistente. Também foi investigado o
papel do nitrogénio (N) na formacdo do CaOxA em T. cacao na tentativa de

compreender como o nitrogénio esta envolvido em sua sintese.
3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal

Cem sementes de T. cacao Catongo (suscetiveis ao M. perniciosa) e cem
plantulas oriundas de estaquia de T. cacao TSH 1188 (resistentes) foram cultivadas
em tubetes plasticos, contendo solo esterilizado e cultivadas em condi¢cdes de casa
de vegetacdo no CEPEC/CEPLAC (Centro de Pesquisas da Comissao Executiva do
Plano da Lavoura Cacaueira — llhéus, Bahia) por um periodo de 30 dias. ApoOs esse
periodo as folhas basais de cada plantula foram cortadas para estimular o
crescimento uniforme de regides meristematicas, obtendo plantas com distribuicdo
homogénea. Apds cinco dias as plantulas foram inoculadas artificialmente pipetando
30 pyL de uma suspensao de basididosporos (1 x 10° mL'1) de M. perniciosa (cepa
isolada de T. cacao na CEPLAC) na gema apical de cada plantula (FRIAS et al.,
1995). Feitas as inoculagdes, as plantulas permaneceram por 24 horas em camara
climatizada a 25°C + 2°C e umidade préxima a 100% para acentuar a germinacao
do Dbasidiésporo, a penetracdo no hospedeiro e consequentemente o
estabelecimento da infecgéo, retornando em seguida a Casa de Vegetacéo (SILVA
et al., 2000).
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Testes de viabilidade dos esporos foram realizados em camara umida e
incubadora (25°C), 24 horas ap6s inoculagao, sendo compativel com a viabilidade
obtida antes da inoculagdo. Gemas apicais de trés plantas de cada grupo foram
coletadas a 0, 3, 15, 30, 45, 60, 75, dias apds inoculagao (DPI). Como controle um
grupo similar de plantas nao infectadas foram coletadas durante o mesmo periodo.
As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, estocadas a -80°C,

liofilizadas, maceradas até a obtencédo de um po fino e estocadas a -20°C.

3.2.2. Analise de acidos organicos por HPLC

O material vegetal para extragcdo e quantificagdo dos acidos organicos foi
processado com descrito por Keates et al. (2000) com algumas modifica¢des: Cerca
de 6 mg do material liofilizado e macerado de cada planta foi suspenso em 1mL do
tampao de extragdo contendo 4 mmol . L' de H.SO4, 5 mmol . L' de DTT e 0,01 %
de PVPP a uma concentragdo de 10 mg.mL™". O material foi agitado por 15 min no
vortex e centrifugado a 14.000 rpm por 20 min em T.A. O sobrenadante foi filtrado
(0,45 ym) e cerca de 100 uL foi aplicado no HPLC para analise e detecgdo do AsA
e OxA (coluna de exclusao ibnica Bio-Rad Aminex HPX-87H, 300 x 7.8 mm, fluxo
de 0,7 mL x min”', 25°C, sistema automatizado de cromatografia liquida de alto
desempenho AKTAbasic™ da GE Health Care). Os dados do HPLC foram
integrados e analisados com o software UNICORN™ v. 5.0. AsA foi mensurado a
243 nm (R =10) e o OxA a 210 nm (R { = 8) Aliquotas padrao de acido oxalico e
acido ascorbico a concentragbes conhecidas foram usadas para construgao da

curva padrao para verificar as quantidades ASA e OxA.

3.2.3. Detecc¢éo de H,O, pelo método de coloracdo com DAB

Plantas de T. cacao foram inoculadas como descrito anteriormente. Gemas
apicais de 24 plantas das variedades suscetivel e resistente foram cortadas e
coradas com 3,3’- diaminobenzidene (DAB)-HCI, pH 3.8 (Sigma), como descrito por
Thordal-Christensen et al. (1997). As amostras foram imersas em 1 mg x mL™" de
DAB infiltradas a vacuo por 4 h. Amostras controle foram infiltradas e incubadas
com agua destilada. As gemas apicais foram fervidas em etanol (96%) por 20 min e

foram feitos cortes a mé&o livre com lamina de ag¢o, montados em glicerol 50% e
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examinadas em microscopio 6tico. O H,O, foi visualizado como uma coloragao

marrom claro nas células vizinhas ao sistema vascular e células da epiderme.

3.2.4. Efeito de diferentes fontes nitrogenadas no acumulo de acido oxalico
livre em uma variedade suscetivel de Theobroma cacao

Sessenta plantas da variedade suscetivel de T. cacao (Catongo) foram
postas para germinar como descrito anteriormente em 3.2.1. Quando todas as
plantas apresentavam seis folhas, foram tratadas com duas fontes de nitrogénio
diferentes, trocando o elemento nitrogénio do meio nutritivo por sé nitrato ou so6
amoénia. As plantas foram adubadas a intervalos de 15 dias. O meio nutritivo
preparado para adubacdo com amodnia continha uréia, superfosfato triplo e cloreto
de potassio. O de nitrato continha nitrato de potassio e superfosfato triplo. As
formulagdes foram preparas de forma a apresentarem 5% de Ne P e 15 % de K. As
amostras foram coletadas nos tempos 0 e 15 dias antes da inoculagdo com os
basidiésporos de M. perniciosa e 15, 30 e 60 dias apds a inoculagdo. Para cada
tratamento e dia de coleta foram coletadas amostras de trés plantas diferentes
(réplicas bioldégicas), uma folha de cada planta, e processadas para analise em
HPLC como descrito anteriormente. Foram feitos cortes transversais a mao livre da
regido apical de todas as plantas coletadas e analisados em microscoépio 6tico para
avaliar as alteragbes no numero de drusas de oxalato de calcio durante o

experimento.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Quantificacdo de acido oxalico e ascorbico livres durante o
desenvolvimento da vassoura-de-bruxa

Foi observado anteriormente em uma variedade suscetivel de T. cacao
infectada com M. perniciosa que durante o desenvolvimento da doenga ocorria uma
aumento do numero de cristais de CaOxA, em paralelo ao desenvolvimento do
patogeno, e que subsequentemente desapareciam em estagios mais avancados da
doencga (CEITA et al., 2007). Com o propésito de verificarmos se as alteragdes nos
niveis de OxA e AsA em variedades suscetiveis eram condizentes com as

observagbes anteriormente descritas para T. cacao, foram feitas analises por
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cromatografia liquida de alta performance (HPLC). A variedade resistente também
foi analisada na tentativa de verificarmos discrepancias no perfil cromatografico que
pudessem ser relacionadas ao padrao de resisténcias. A curva-padrao mostrou um

R? elevado para ambos os acidos organicos (Figura 3.1).

AsA OvA A
y=165,85x- 15,147 y=101,96x- 5,6564
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Figura 3.1. Construcao da curva padrao. Aliquotas de acido oxalico e acido ascoérbico a
concentragdes de 0,25 0,51, 1,5 e 2 mmol . L™ foram utilizadas para construgédo da curva

padrao, valores das areas dos picos em mili-unidade de absorbancia (A). Sobreposicao dos
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cromatogramas, mostrando o tempo de retengdo das fragbes de acido oxalico e acido
ascérbico (B).

3.3.1.1. Determinacgéo dos niveis de OxA durante a doenca em variedades de
T. cacao

A analise cromatografica revelou que as variedades nao infectadoas de T.
cacao possuiam niveis basais de OxA bem distintos. TSH 1188 apresentou trés
vezes mais OxA do que a variedade Catongo, isso pode ser decorrente de
diferengcas na idade dos materiais utilizados. Os niveis de oxalato nas plantas
podem variar em decorréncias de diversos fatores, como idade, estacao do ano,
tipo de solo e infecgao por patdogenos (SRIVASTAVA & KRISHNAN, 1959). E como
as amostras de TSH 1188 utilizadas no experimento foram clones produzidos por
estaquia, essas variagdes eram esperadas. No entanto o padrdo de resposta a
infeccdo por M. perniciosa foi um pouco mais evidente na variedade Catongo do
que na resistente.

Foi observado um aumento de 81% dos niveis de OxA na variedade
suscetivel (11,23 pg.mg” de massa seca), quando comparada com o controle (6,2
ug.mg’' de massa seca) e 59% na variedade resistente (36,27 pg.mg”' de massa
seca) também em relagdo a seu controle (22,69 pug.mg" de massa seca) 72 horas
apos a infecgdo como mostrado na (Figura 3.2). Tem sido sugerido que a sintese de
OxA possa ocorrer nas plantas como forma de balancear o excesso de cations
inorganicos (K*, Na*, NH,", Ca™ e Mg™"), normalmente presentes nas plantas, ou
para detoxificar metais pesados que possam ser danosos ao seu desenvolvimento
(FRANCESCHI & NAKATA, 2005).

Seguindo esse raciocinio, em ambos 0s casos 0 aumento nos niveis de OxA
nos primeiros estagios da infeccao pelo patégeno pode ser uma forma de balancear
alteragdes nos niveis de cations em decorréncia de alteragdes metabdlicas. Por
outro lado, muitos fungos necrotroficos secretam acido oxalico durante o processo
de infeccdo para sequestrar o calcio da parede celular, tornando as fragdes de
pectina mais disponiveis a agdo das hidrolases fungicas e promovendo uma
diminuicdo do pH, necessaria para atividade maxima das enzimas degradativas da
parede celular liberadas pelo fungo (DUTTON & EVANS, 1996; MUNIR et al., 2001).
Desta forma, o maior aumento dos niveis de OxA na variedade Catongo pode

contribuir para o desenvolvimento da infecgdo. Contrariamente a essa afirmacao foi
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observado na variedade resistente uma maior constancia nos niveis de OxA livre
durante o primeiro més de infecgao (Figura 3.3). Apds esse periodo as variagdes

observadas nas duas variedades foram muito similares.
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Figura 3. 2. Efeito da indugdo com M. perniciosa na quantidade de OxA livre em variedades
suscetiveis (A) e resistente (B) de T. cacao 72 h apds a inoculagdo. Médias de trés

repeticdes bioldgicas + desvio padrao (* P < 0,05).
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Figura 3.3. Variagédo dos niveis de 4cido oxalico livre durante o desenvolvimento da doenca

nas variedades resistente e suscetivel.
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3.3.1.2. Determinacao dos niveis de AsA durante a doenca em variedades de
T. cacao

A possibilidade do envolvimento do AsA na formagdao de oxalato vem
estimulando o interesse de muitos pesquisadores (WAGNER & LOEWUS, 1973;
SMIRNOFF & PALLANCA, 1996; SMIRNOFF, 2000). Observagdes anteriores feitas
em T. cacao durante o desenvolvimento da vassoura-de-bruxa mostraram um
acumulo de ascorbato na variedade Catongo em decorréncia da infecgdo pelo
patdgeno. Esses achados e a comprovagao da participacao preferencial do AsA na
formacdo de cristais de oxalato de calcio em idioblastos de Pistia stratiotes
(KEATES et al., 2000), serviram de estimulo para se investigar a participagado do
AsA na formagao dos cristais de CaOxA em T. cacao, verificando se as alteragoes
nos seus niveis eram condizentes com a formacéo de cristais de oxalato de calcio
descrito por Ceita et al. (2007).

As analises cromatograficas revelaram um aumento da quantidade de AsA
livre muito parecido com o aumento do numero de drusas descrito por Ceita et al.
(2007) para T. cacao durante a infeccdo por M. perniciosa (Figura 3.4). Nos
primeiros estagios da infecgdo o nivel de AsA na variedade Catongo subiu 60%
(11,43 pg x mg™' de massa seca) em relagdo ao controle (7,11 ug x mg™” de massa
seca), enquanto que na variedade resistente as alteragdes observadas nao foram
significativas (Figura 3.5). Assim como o OxA, os niveis basais de AsA na variedade
resistente eram 1,6 vezes maior que na variedade suscetivel, possivelmente em
decorréncias das mesmas variaveis.

O acido ascorbico é considerado uma das principais moléculas anti-oxidantes
presente nas plantas e um co-fator de muitas enzimas. Como anti-oxidante AsA
atua na detoxificagdo de espécies ativas de oxigénio (EAO), como radical
superoéxido (Oy), radical hidroxila (OH') e peroxido de hidrogénio (H202) (WOLUCKA
et al.,, 2005). O AsA possui ainda um papel relevante, atuando na sintese de
giberelinas como co-fator da enzima 2-oxoacid dependent dioxygenase
(PRESCOTT & JOHN, 1996). A enzima 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
também utiliza AsA como substrato no ultimo passo da sintese do etileno
(MCGARVEY & CHRISTOFFERSEN, 1992; ROCKLIN et al., 1999). Também é

requerido pela dioxigenase, responsavel pela clivagem oxidativa dos carotendides

37



na via metabdlica que leva a formagao do fito-horménio acido abcisico (SEO &
KOSHIBA, 2002). Interessantemente foi demonstrado por Barth et al. (2004)
alteracdes na resposta a patogenos em Arabidopsis deficientes na sintese de AsA.
Os autores verificaram que quando infectadas com pseudomonas syringae ou
Peronospora parasitica os mutantes de Arabidopsis Vtcl e vic2, ambos deficientes
na sintese de AsA, apresentaram uma redugdao no crescimento bacteriano e
fangico. Também foi observada no mutante VvtCl a indugdo de proteinas
relacionadas a patogénese, elevados niveis de transcritos associados com
senescéncia (SAG — senescence-associated genes) assim como altos niveis de
acido salicilico (AS) quando comparado com a planta selvagem. A resisténcia
apresentada pelos mutantes de Arabidopsis foi presumivelmente atribuida aos
baixos niveis de AsA que levam a planta a entrar de forma prematura em um
estagio de senescéncia acompanhado de um aumento dos niveis de AS e que
culmina na inducdo de respostas de defesa. Alguns trabalhos apontam a
possibilidade das plantas poderem transduzir o sinal patogénico através de rotas
metabdlicas alternativas independentes do AS como as vias metabdlicas do acido
jasmonico (JA) e do etileno (DONG, 1998; PIETERSE & VAN LOON, 1999). O &cido
JA que possui um papel importante nos processos de senescéncia, defesa e
desenvolvimento da planta (LIECHTI & FARMER, 2002), esta envolvido na
regulagcdo da sintese do AsA em plantas. O metil ester do acido jasménico
(metiljasmonato, MEJA) foi capaz de estimular a sintese de novo do acido ascorbico
em suspensdes celulares de Nicotiniana tabacum e Arabidopsis thaliana
(WOLUCKA et al., 2005), esse foi o primeiro relato da regulacdo hormonal da
sintese de AsA em plantas.

Desta forma é possivel que em T. cacao o AsA seja o0 responsavel pelo
aumento da quantidade de drusas observadas durante o desenvolvimento da
doenca na variedade Catongo o que condiciona a formagao e o aumento do numero
de drusas de CaOxA a disponibilidade e ao aumento dos niveis de AsA na planta.
No entanto, tudo indica que o AsA nao € a unica fonte para formacéo de OxA em T.
cacao, uma vez que foi observado um aumento dos niveis de OxA na variedade
resistente sem que houvesse alteracdes nos niveis de AsA durante todo o processo

de infecgao.
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Finalmente, é possivel que a variedade resistente seja deficiente na sintese

de novo de AsA o que pode lhe conferir um fenétipo semelhante ao observado nos
mutantes ViCl e vic2 de Arabidopsis. No entanto os dados aqui apresentados sdo

insuficientes para sustentar essa afirmacado, sendo necessarias investigacoes

futuras a esse respeito.
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Figura 3.4. Variagdo dos niveis de acido ascorbico livre durante o desenvolvimento da

doenca nas variedades resistente e suscetivel.
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Figura 3.6. Efeito da inoculagdo com M. perniciosa na quantidade de AsA livre em
variedades suscetiveis (A) e resistente (B) de T. cacao 72 h apds a inoculagdo. Médias de

trés repeticdes bioldgicas * desvio padrao (* P < 0,05).

3.3.2. Avaliacdo do perfil cromatografico para &cidos organicos nas
variedades suscetivel e resistente de T. cacao durante a infec¢cdo por M.
perniciosa

A quantificacdo do acido ascorbico e oxalico durante o processo de infecgao
da variedade resistente e suscetivel permitiu investigar alteragées no perfil
cromatografico de diversos acidos organicos nas duas variedades de cacau
decorrentes do processo de infec¢do ao longo do desenvolvimento da doenga. Além
disso, foi posivel determinar as variagdes nas quantidades de AsA e OxA, também
foi possivel verificar alteragdes no perfil cromatografico, que refletem variagdes
quantitativas, de outras substancias nao identificadas e que por responderem ao
processo de infeccdo variando sua quantidade na célula podem ter um papel
importante no processo de infeccao e ou resisténcia.

Durante as primeiras 72 do processo de infec¢ao, foi possivel visualizar em
TSH 1188 alteragdes muito significativas nos niveis de um composto com tempo de
retencdo de 6 min, essa substancia foi observada com niveis basais em ambas as
variedades, no entanto o padrao de resposta da variedade resistente, com relagao
ao aumento dessa substéancia, foi muito significativo quando comparado a variedade
suscetivel (Figura 3.6). Uma resposta similar a observada na variedade resistente
s6 foi evidente no material suscetivel 15 dias ap6s a infecgao (Figura 3.7). Algumas
tentativas de isolar esse composto foram realizadas sem sucesso, principalmente
pela dificuldade de separagcédo da substancia desejada do H,SO4, presente na fase
movel, que impossibilitou sua separagao de forma integra.

As plantas possuem uma variedade de estratégias de defesa contra o ataque
por patdgenos. As descobertas de novos mecanismos de defesa séo cruciais para o
desenvolvimento de variedades mais resistentes que podem ser geradas por
melhoramento tradicional ou pela biotecnologia moderna (ROZHON et al., 2005) .
Nesse sentido € preciso investigar esse padrdo de resposta apresentado por TSH
1188 e verificar a provavel participacdo dessa substancia no bloqueio do

desenvolvimento do fungo, sendo necessario seu isolamento e purificagdo. Esse
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Figura 3.6. Cromatograma mostrando as variagées dos niveis de OxA e AsA e de um
composto desconhecido (seta) durante as primeiras 72 horas apos a infeccdo na variedade
resistente. O padrdo de resposta apresentado por TSH 1188 foi muito diferente ao
observado na variedade suscetivel, em todas as trés replicas biologicas da variedade
resistente foi observado um aumento dos niveis de um composto desconhecido o que nao
ocorreu no material suscetivel. Variedade sucetivel tempo zero antes da inoculacao (A), e
72 horas ap6s inoculagao (B); variedade resistente no tempo zero, antes da inoculagao (C)
e 72 horas apds a inoculagao (D). Os valores do eixo X estdo em miliunidade de
absorbéncia arbitraria (mAU).
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Figura 3.7. Perfil cromatografico da variedade resistente (A) e suscetivel (B) 15 dias apods a
infeccao por M. perniciosa. Nesse periodo é evidente a indugdo do composto desconhecido
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compostos na variedade suscetivel (seta).
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3.3.3. Producédo de peroxido de hidrogénio nos primeiros estagios da doenca

O desenvolvimento de uma metodologia para detecgao in vivo de perdxido de
hidrogénio tornou possivel o acompanhamento temporal e espacial de sua
producao durante condi¢des de estresse (THORDALCHRISTENSEN et al., 1997). A
coloracao por DAB (3,3’-diaminobenzidine) € baseada na sua reagdo com H»O; na
presenca de peroxidases formando um composto marrom-avermelhado no local da
reacao. Utilizando essa metodologia foi possivel detectar a produgéo de perédxido de
hidrogénio nos primeiros estagios do desenvolvimento da vassoura-de-bruxa na
variedade suscetivel e o padrao de resposta apresentado pela variedade resistente.
Peroxido de hidrogénio € um importantissimo mensageiro celular envolvido na
ativagdo de inumeros genes em plantas, principalmente aqueles relacionados ao
estresse oxidativo e genes que codificam para fatores de transcricdo
(SCANDALIOS, 2005).

Apos as primeiras 24 horas do periodo de infeccdo a marcagcdo com DAB
pdde ser observada nas células da epiderme das duas variedades de T. cacao,
porém sé na variedade resistente foi possivel detectar a producao de H,O, na
periferia das células do sistema vascular (Figura 3.8f). Isso possivelmente, pode
estar relacionado ao processo de reconhecimento do patdégeno e transdugao do
sinal mediado pela producgao de H>O.

Foi observado que na variedade suscetivel a M. perniciosa ocorre um
acumulo de H;O, por uma vasta extensdo das células da epiderme, sendo mais
evidente 48 horas apds a infecgao (Figura 3.8g9). Se esse padrao na resposta de
acumulo de H>O; influencia ou ndo na suscetibilidade, deve ser mais estudado.
Ceita el al. (2007) mostraram um grande acumulo de peroxido aos 45 DAI, o que
nesse caso certamente favoreceu a infecgdo pelo patégeno e desencadeou o
processo de morte celular programada.

Em interagbes patogénicas incompativeis de plantas dicotiledbneas uma
explosdo oxidativa com duas fases distintas € geralmente observada, sendo que a
primeira também ocorre em interagdes compativeis enquanto que a segunda e mais
prolongada fase depende da presenca de um par de genes R- e Avr (BAKER &
ORLANDI, 1995). Adicionalmente foi proposto por Huckelhoven et al. (2000) a
participacdo de trés fases distintas para produgcdo H.O, nas interacdes

incompativeis. A primeira fase de produgdo de perdxido de hidrogénio ocorre 6
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horas apds a infeccdo quando o tubo germinativo primario do fungo patogénico se
liga a superficie celular do hospedeiro que reage com o espessamento da parede
celular bem abaixo dessa estrutura. A segunda fase é associada com a tentativa do
fungo de penetrar no hospedeiro. Caso ocorra a penetragdo é observada uma
producao de H,O, na parede celular das células adjacentes ao sitio de infecgao 18
horas apds a infecgdo. Nao ocorrendo penetracdo € observado um acumulo de
H,O, em vesiculas citoplasmaticas abaixo do apressorio do tubo germinativo 14
horas apds a tentativa de infecgdo. Na terceira fase, exclusiva das interacbes
incompativeis, € observado um acumulo de H,O, em toda a célula atacada da
epiderme ou do mesdfilo subjacente 24 horas apds a infecgao.

A producéo de H,0,, disparada por estresses bidticos e abidticos, tem sido
atribuida a atividade apoplastica de peroxidase da NAD(P)H oxidase. No entanto a
inibicdo de sua atividade com DPI (diphenylene iodonium) possibilitou a redugao do
namero de células da epiderme que mostravam uma producdo macica de Hy0O,
mas foi incapaz de inibir a produgdo de perdéxido nas zonas de ligagdo entre as
células atacadas e as células do mesdfilo inferior (VERA-ESTRELLA et al., 1992).
Ceita et al. (2007) propuseram a participacdo da enzima oxalato oxidase na
formagdo de H,O, na interacdo patogénica entre T. cacao e M. perniciosa em
estagios mais avangados da doenca.

Esses autores levantam a possibilidade do envolvimento da enzima na
formacado de uma explosdao macica de H,O, por todo o ramo afetado, proveniente
da dissolugcao das drusas de oxalato de calcio e que contraditoriamente auxiliam o
processo de infeccdo. E possivel que a oxalato oxidase também esteja envolvida na
formagao de perdxido de hidrogénio nos estagios iniciais da doenga na variedade
Catongo, devido a grande quantidade de drusas presentes logo abaixo das células
da epiderme (Figura 3.8i), assim como € evidente sua participacdo na formacéao de
H,O, detectado 24 h apos a infeccdo por todo meristema da variedade resistente,
visto que as drusas eram quase inexistentes, contrariamente ao observado na
variedade suscetivel no mesmo periodo (Figura 3.8j). A expressao do gene da
oxalato oxidase foi detectada por RT-PCR semi-quantitativo em ambas as
variedades (CEITA et al., 2007).

44



TSH 1188

CATONGO

<
(v 5%
60um

D

|
B

Tricomas modificados

45



Figura 3.8. Detecgdo do perdxido de hidrogénio em células da epiderme de T. cacao
durante os primeiros estagios do processo de infecgao por M. perniciosa em TSH 1188 e .
As duas variedades foram inoculadas com basididésporos do fungo e seus meristemas
foram coletados para analise da marcacdo com DAB a periodos de 24, 48 e 72 horas apos
a infeccéo (hpi). A coloracdo por DAB é visualizada como um polimero de cor marrom-
avermelhado em associacao com a parede das células da epiderme ou na periferia das
células do sistema vascular. Todos os cortes foram feitos @ méo livre e analisados em
microscopio o6tico. (A) Células da epiderme da variedade suscetivel, 24 apds a inoculagao e
infiltradas com H,O (controle), mostrando uma coloragédo verde claro, possivelmente em
decorréncia de resquicios de clorofila 24 hpi. (B) Células da epiderme da variedade
resistente 24 hpi mostrando o mesmo padrdo. (C) Células da variedade suscetivel 24 hpi
infiltradas com DAB, sendo possivel visualizar uma coloragdo marrom-avermelhada
associada a parede celular de todas as células da epiderme. (D) variedade resistente 24 hpi
e infiltrada com DAB, mostrando o mesmo padrdo de coloragao. (E) Regido do sistema
vascular da variedade suscetivel 24 hpi ndo apresentando tracos de reagcdo com DAB. (F)
Regido do sistema vascular da variedade resistente 24 hpi, sendo possivel visualizar uma
reacao intensa com DAB na vizinhanga das células do sistema vascular. (G) Deteccao
intensa do H,O, 48 hpi nas células da variedade suscetivel. (H) Variedade resistente 48 hpi,
apresentando uma coloragdo menos intensa. (I) Foto-micrografia, mostrando a distribuigao
das drusas de oxalato de calcio por toda a extensdo de um corte transversal da gema
apical na variedade suscetivel 24 hpi. (J) Foto-micrografia da variedade resistente, onde
nao se observa a presenca de drusas durante a producdo macica de H,O, 24 hpi,
possivelmente em decorréncia da dissolugcido dos cristais e da atividade da oxalato oxidase.

As setas indicam a presencga de drusas de oxalato de calcio.
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No entanto, ainda nao foi definido como se da a expressao dessa enzima nos
tecidos das duas variedades, desta forma estudos de localizagao in situ da atividade
da oxalato oxidase nos ajudardo a compreender o padrao de resposta apresentado
pelas duas variedades e qual o verdadeiro papel dessa enzima na variedade
resistente e na suscetivel. A participagdo dos cristais de oxalato de caélcio e o
envolvimento da oxalato oxidase na producdo de H,O, durante os primeiros
estagios da doenga, na variedade suscetivel e na resposta apresentada pela
variedade resistente pode ser corroborado pela detecgao de perdxido de hidrogénio

em regides adjacentes a cristais de oxalato de calcio como mostrado na figura 3.9.

10um

Figura 3.9. Detecgdo de peroxido de hidrogénio em ceélulas adjacentes a um cristal de
oxalato de cdlcio nas primeiras 24 h apds inoculagdo com M. perniciosa na variedade
resistente de Theobroma cacao. Seta mostrando a presenca do cristal, sendo possivel

visualizar uma reagéao intensa com DAB (marrom-avermelhado) nas células adjacentes.
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3.3.4. Efeito de diferentes fontes nitrogenadas no acumulo de acido oxalico
livre em variedades suscetiveis de Theobroma cacao

N&o foram constatadas mudangas nos niveis de AsA e OxA ao longo do
experimento (Figura 3.10). Isso pode ter sido consequéncia de um efeito de dose,
com baixa disponibilidade de ions que pudessem gerar uma resposta efetiva ou
efeito da lixiviagdo do adubo em decorréncia da irrigacao descontrolada. Como
descrito anteriormente, é possivel que o AsA esteja envolvido na formagdo dos
cristais de oxalato de calcio em T. cacao e partindo desse pressuposto
esperavamos que houvesse um aumento nos niveis de OxA paralelamente aos de
AsA. No entanto, a ndo ser pela variagcdo observada 15 dias apos o inicio do
tratamento para os niveis de AsA (88%) os niveis de OxA mantiveram-se
constantes por todo periodo do tratamento. Desta forma, recomenda-se repetir o
experimento com controle da lamina de agua.

A possibilidade da inibicado da oxidase do oxalato através da adubagao com
nitrato pode ajudar no entendimento do processo de infecgdo desencadeado pelo
fungo, desta forma é preciso dar continuidade a esses estudos; novos experimentos
estdo sendo tragados e futuramente podem trazer dados esclarecedores.

Algumas plantas mostram variacbes nas quantidades de oxalato em
decorréncia da nutrigdo com nitrogénio (LIBERT & FRANCESCHI, 1987). A
quantidade de oxalato em plantas de arroz foi alterada drasticamente em
decorréncia da nutricdo com fontes de nitrogénio distintas. A adubagdo com nitrato
estimulou significativamente o acumulo de oxalato nas folhas de arroz, por outro
lado a adubagdo com amoénia teve um efeito contrario (LIU et al., 2002). Ja foi
sugerido que a sintese de oxalato ocorra para balancear o excesso de cations
inorganico (como K, Na” NH;" e Ca'™), por outro lado anions como NO3 e CI
foram capazes de inibir a atividade da oxidase do acido oxalico em plantas de Beta
vulgaris (CALISKA, 2000). Outro trabalho também relata que o nitrato atua como um

sinal direto que induz o acumulo de acidos organicos (SCHEIBLE et al., 1997).
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Figura 3.10. Variagbes nas quantidades de acido oxalico (A) e ascorbico (B) durante o
tratamento com duas fontes de nitrogénio diferentes. Plantulas com quatro folhas foram
adubadas com meio contento s6 nitrato ou sé amébnia como descrito na metodologia. As
amostras foram coletadas de trés plantulas diferentes a intervalos regulares de tempo ao
longo do tratamento, sendo feitas trés coletas antes da inoculagdo com M. perniciosa e trés
posteriores a inoculagdo. Os valores mostrados sao as médias das trés repeticbes

bioldgicas + o desvio padrao.
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3.5. CONCLUSOES

e As alteracdes apresentadas em ambas as variedades para os niveis de OxA
livre pode ser uma tentativa da planta de balancear o fluxo de calcio e outros
ions decorrentes do processo de infeccdo ou pode ser um mecanismo de
defesa comum as variedades, uma vez que o acido oxalico pode ser toxico a
alguns microrganismos.

¢ Os altos niveis de OxA na variedade suscetivel pode estar contribuindo para
o desenvolvimento do patégeno, favorecendo a degradagdao da parede
celular por enzimas do patégeno e desencadeando a morte celular
programada.

e Existe uma grande possibilidade de que a formagdo e o aumento da
quantidade de drusas de oxalato de calcio na variedade suscetivel estejam
correlacionados a elevacao dos niveis de AsA. Por outro lado, AsA pode nao
ser a via preferencial de formagao de OxA livre em T. cacao, uma vez que
foram observadas variacdes na quantidade de OxA na variedade resistente
sem que houvesse um aumento significativo dos niveis de AsA.

e E possivel que AsA possa ter um papel importante na resisténcia e
suscetibilidade ao patoégeno.

e O padrao de resposta para sintese de acidos organicos apresentado pela
variedade resistente forneceu evidéncias do possivel envolvimento de um
composto desconhecido na resisténcia ao ataque do patégeno uma vez que
foi altamente induzido nas primeiras 72 h apds a infecgao.

e E evidente a participacdo dos cristais de oxalato de calcio na formacdo de
H,0,, possivelmente em decorréncia da atividade da oxalato oxidase.

e Foi evidente a formacao de H,O, nas células adjacentes ao sistema vascular

da variedade resistente e que possivelmente pode ter um papel importante
na ativacado de genes de defesa e lignificacdo da parede celular.
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4. Capitulo 2

ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NO ESTRESSE
OXIDATIVO EM Theobroma cacao POR MACROARRANJO DE DNA

Resumo

Em monoculturas, o surgimento de doengas pode levar ao desenvolvimento
de grandes epidemias, ocasionando perdas agrondmicas consideraveis e reduzindo
a qualidade do produto final. No Brasil uma de suas principais regides produtoras de
cacau, localizada no sul do estado da Bahia, vem sofrendo desde 1989 com os
agravos de umas das principais doengas agrondmicas da regido, a vassoura-de-
bruxa (VB). A doenga desencadeada pelo fungo basidiomiceto Moniliophthora
perniciosa, um fitopatdgeno hemibiotréfico endémico da regido amazobnica, foi
responsavel pelo declinio da producdo de améndoas de cacau no pais. Na tentativa
de verificar variagdes no padrao de expressdo de genes envolvidos no estresse
oxidativo, foi confeccionado um macroarranjo de DNA em membrana de nailon
contendo 96 sequéncias selecionadas da biblioteca de interagdo entre M. perniciosa
e T. cacao. A membrana foi hibridizada com cDNA marcado de uma amostra de
tecido infectado e outro marcado de uma amostra de tecido sadio. Foi possivel
identificar 12 sequéncias como mais diferencialmente expressas, algumas delas
envolvidas no reparo de DNA sob condi¢cbes de estresse e outras no processo de
clororespiragao (respiragdo dos cloroplastos) que favorece a formagédo de O, e a
formagao de perdxido de hidrogénio. Os dados aqui apresentados sdo importantes

na medida em que fornecem novos alvos para estudos mais detalhados.

Palavras-chave: Moniliophthora perniciosa; expressao diferencial
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4.1. INTRODUCAO

O fungo Moniliophthora (=Crinipellis) perniciosa (Stahel) Aime e Phillips-Mora
€ 0 agente causador da vassoura-de-bruxa, uma das mais devastadoras doengas
agrondmicas que afetam as culturas de Theobroma cacao na América Latina e nas
ilhas Caribenhas. T. cacao (L.) € uma planta perene, arbdrea, tipica de clima
tropical, originada da América Central e da Amazbnia, e suas améndoas sdo a
matéria-prima para produgdo de chocolate (PURDY & SCHMIDT, 1996). Os
basidiésporos de M. perniciosa possuem a habilidade de infectar tecido
meristematico apical de T. cacao e sao considerados 0s unicos propagulos
infectivos do patégeno (EVANS, 1980).

Durante o desenvolvolvimento da doenca o fungo apresenta dois estagios
bem distintos: um biotréfico e outro necrotréfico / saprotrofico. No estagio biotréfico
o fungo na forma de micélio monocaridtico, e crescendo intercelularmente, causa
hipertrofia e hiperplasia dos tecidos, perda da dominancia apical e proliferacdo de
gemas axilares, as quais resultam na formac¢do de ramos anormais chamados de
vassoura-verde. No estagio saprotrofico o fungo se desenvolve intracelularmente
com micélio na forma dicariética, possuindo hifas ligadas por grampos de conexao,
e nesse periodo € capaz de induzir a morte dos tecidos infectados, pela liberagcéao
de uma proteina indutora de necrose, levando a formagdo da vassoura-seca
(GARCIA et al., 2007). Nos estagios iniciais da doenga a densidade fungica nos
tecidos infectados da planta € muito baixa, mostrando um aumento significativo sé
apos a morte dos tecidos (PENMAN et al., 2000). O ciclo de vida do patégeno é
completado apds periodos alternados de chuva e seca com a formacdo dos
basidiocarpos e liberacédo dos esporos (ROCHA & WHEELER, 1985).

Sob o ataque de patégenos as plantas desenvolvem uma variedade de
mecanismos de defesa como a expressdo de proteinas relacionadas a
patogenicidade (PR), produgdo de fitoalexinas, reforco da parede celular e a
producao rapida de espécies ativas de oxigénio num processo designado como
explosao oxidativa (DANGL & JONES, 2001). Numerosos estudos tém demonstrado
que as ceélulas possuem maneiras de perceber esse estresse oxidativo e induzir
respostas especificas, mas os mecanismos moleculares envolvidos nesse processo

ainda nao foram esclarecidos (SCANDALIOS, 2005). Foi observado em T. cacao
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que durante o desenvolvimento da doenga ocorre uma grande producdo de
peréxido de hidrogénio nos tecidos infectados da vassoura-verde, possivelmente
uma tentativa da planta de combater o patégeno, mas que contrariamente acaba
favorecendo o desenvolvimento da doenga (CEITA et al., 2007). O perdxido de
hidrogénio pode atuar como molécula sinalizadora, regulando o desenvolvimento da
planta, a adaptagdo a estresses e a morte celular programada (GECHEV et al.,
2004). O reconhecimento e defesa do hospedeiro contra o ataque de patégenos e a
habilidade dos patdgenos de prevenir ou sobrepor as defesas do hospedeiro
implicam em uma complexa e dindmica rede de sinalizagdo entre os organismos,
sendo necessario a ativagao ou repressdo de genes envolvidos nesses processos
(ROS et al., 2004).

Nesse contexto a investigagdo de mudangas no padrédo de expressao de
genes durante o processo de interacdo patégeno hospedeiro pode contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias que busquem o controle de pragas
agronémicas. Neste trabalho, foram desenvolvidos e utilizados arranjos de cDNA
em membranas de nailon contendo 96 sequéncias, escolhidas de uma biblioteca de
interacdo entre T. cacao e M. perniciosa. As sequéncias foram utilizadas para
investigar as mudangas no padrao de expressao génica na fase em que o estresse
oxidativo é supostamente mais evidente, entre 40 e 60 dias apds a infecgao, e
representam uma tentativa de contribuir para o entendimento da regulagéo génica

durante a interacao suscetivel.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1.Construcdo do macroarranjo de DNA

Produtos de PCR de 96 sequéncias de clones das bibliotecas da interagao M.
perniciosa — T. cacao resistente (RT) e suscetivel (SP), desenvolvidas na
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), foram imobilizados em uma
membrana de nailon de 12 x 15 cm?. Todas as seqiiéncias foram transferidas para
a membrana em quadruplicata, na tentativa de melhorar a reprodutibilidade, com o
auxilio de um replicador manual. Como controles internos, foram imobilizadas na
membrana sequiéncias que codificam para sintese de proteinas constitutivas e que
teoricamente ndo apresentam variagdes nos seus niveis de expressido. Os clones
isolados das bibliotecas da interacdo foram crescidos em meio LB para extracao do
DNA plasmidial (Figura 4.1) que posteriormente serviu de molde para amplificagcéo e
isolamento dos insertos (Figura 4.2). As sequéncias amplificadas foram
desnaturadas com uma solucdo de NaOH a concentracdo final de 0,2 mol . L™ a
37°C por 15 minutos, transferidas para uma membrana de nailon e imobilizadas via
UV crosslinking a 120 mJ cm?, usando UV crosslinker modelo XL-1000 UV
Crosslinker (Spectronics Corporation).
Para evitar variagbes provenientes da quantidade de DNA transferido para a

macroarranjo, todas as hibridizagdes foram realizadas com a mesma membrana.

Figura 4.1. Microprep dos 96 clones da biblioteca. A figura mostra o padrdo de migragao

para os vetores extraidos dos clones da biblioteca.
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Figura 4.2. PCR das 96 sequéncias inseridas nos vetores. As reagdes foram realizadas até
38 ciclos com a finalidade de se obter bandas saturadas contendo grandes quantidades de
DNA.

4.2.2. Material vegetal

Sementes de Theobroma cacao cv (suscetivel ao M. perniciosa) foram
postas para germinar em tubetes plasticos, contendo solo esterilizado e cultivadas
em condigdes de casa de Vegetagdo CEPEC/CEPLAC (Centro de Pesquisas da
Comisséo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira — llhéus Bahia) por um periodo
de 30 dias (Figura 4.3a). Apds esse periodo as folhas basais de cada plantula foram
cortadas para estimular o crescimento uniforme de regides meristematicas, obtendo
plantas com distribuicdo homogénea. Apds cinco dias as pléantulas foram inoculadas
artificialmente pipetando 30uL de uma suspenséo de basidiésporos (1 x 10° mL'1)
de C. perniciosa (cepa isolada de T. cacao na CEPLAC) na gema apical de cada
plantula (FRIAS et al., 1995). Feitas as inoculagbes as plantulas permaneceram por
24 horas em camara climatizada a 25°C + 2°C e umidade préxima a 100% para
acentuar a germinacdo do basidiésporo, a penetracdo no hospedeiro e
consequentemente o estabelecimento da infecgéo, retornando em seguida a Casa
de Vegetagao (SILVA et al., 2000). Teste de viabilidade de esporos foi feito em
camara umida e incubadora (25°C), 24 horas apdés inoculagao, sendo compativel
com a viabilidade obtida antes da inoculagdo. Gemas apicais de trés plantas foram

coletadas quando apresentavam sintomas caracteristicos de vassoura-verde,
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quando presumivelmente o estresse oxidativo é maior (Figura 4.3b). Como controle
um grupo similar de plantas nao infectadas foram coletadas durante o mesmo
periodo. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80°C

até a extracdo do mRNA.

Figura 4.3. Plantulas de Theobroma cacao: Visdo geral da casa de vegetacdo CEPLAC-

[lhéus-BA (A). Vassoura verde 45 dias apds inoculagéo, apresentado hipertrofia decorrente

do desequilibrio hormonal causado pelo fungo.

4.2.3. Extracdo de RNA

As extragcdes de RNA total de T. cacao foram realizadas com descrito por
Gesteira et al. (2003) com algumas modificagbes: As amostras estocadas a -80°C
foram maceradas em nitrogénio liquido até se obter um pé fino. Cerca de 10 mg
desse po foi colocado em um tubo de 2 mL previamente resfriado em nitrogénio
liquido e acrescentado 2 mL do tampao de extragéo (200 mmol . L™ de acido boérico,
10 mmol . L™ de EDTA, 0,5% de SDS e 20 mmol . L' de B Mercaptoetanol,
adicionado s6 na hora do uso), agitados até sua total homegenizagédo em vortex e
centrifugados por 10 min (10.000 rpm) a temperatura ambiente. Um mililitro do
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionado 1mL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), homogenizados por 5 min e
centrifugados por 10 min (14.000 rpm) a temperatura ambiente. Foi recuperado 0,9
mL do sobrenadante, adicionado 0,9 mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1),

agitado por 10 min a temperatura ambiente e centrifugado por 10 min (14.000 rpm).
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Do sobrenadante foram recuperados 600 pL e adicionados 60 uL NaAc 3M pH 4.3 e
0,4 volumes de butanol terciario, agitados levemente e deixados no gelo por 30 min.
Apoés esse periodo as amostras foram centrifugadas por 10 min (14.000 rpm) a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
adicionado 0,6 volumes de butanol terciario. As amostras foram deixadas no gelo
por mais 30 min, centrifugadas por 15 min (14.000 rpm) a temperatura ambiente até
a formagédo de um precipitado translucido, lavadas com alcool 70%, secas até a
retirada de todo o alcool e resuspensas com agua DEPC. A integridade do RNA foi

atestada em gel de agarose 1% (Figura 4.4).

« 28S
<«— 18S
500 pb

Figura 4.4. Extracdo de RNA total de Theobroma cacao. Gel de agarose mostrando a

qualidade do RNA extraido das amostras controle (C) e infectada (1).

4.2.4. Purificagdo do RNA

O RNA total extraido foi purificado para isolamento do mRNA como descrito
no kit da Qiagen (RNeasy ®): O volume do RNA extraido foi ajustado para 100 uL
com agua livre de RNase e foram adicionados 350 pyL do tampao RLT, fornecido
pelo kit. Ao homogeneizado foram adicionados 250 pL de etanol absoluto e
misturados com auxilio de uma pipeta. 700 yL do homogeneizado foi aplicado em
uma mini-colluna em um tubo de 2 mL e centrifugado por 15 s a >8000 x g (> 10000
rom), descartando o liquido residual. A coluna foi transferida para um novo tubo
coletor de 2 mL, adicionado 500 uL do tampao RPE e centrifugado por 15 s a >
8000 x g, descartando o liquido residual. 500 pL de etanol a 80% foi adicionado a
coluna e centrifugado por 2 min a > 8000 x g para secar a membrana de silica gel. A
coluna foi transferida para um novo tubo de 2 mL e centrifugada a velocidade

maxima por 5 min pra retirada de todo o alcool da membrana. Para eluir o mRNA da
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coluna ela foi transferida para um tubo de 1.5 mL fornecido pelo kit e foram
adicionados 14 pL de agua livre de RNase no centro da membrana e centrifugados

por 1 min em maxima rotagao.

4.2.5. Amplificacéo linear do mRNA (transcricao in vitro)

A extracdo de RNA de T. cacao € muito trabalhosa e devido a grande
quantidade de mucilagem (FIGUEIRA,1994) presente na planta e aos passos de
purificacdo necessarios para sua remocao, a quantidade de RNA extraido foi muito
pequena. O que dificulta a utilizagdo de procedimentos onde sao necessarias
grandes quantidades de mRNA. Para sanar esse problema langamos mao da
utilizacdo da metodologia de transcri¢do in vitro como descrita por Wang (2005).
4.2.5.1. Sintese da primeira fita

Em um tudo de PCR foram misturados 0,01- 0,05ug do mRNA em 9 ul de

DEPC H,0 com 1 uL do primer oligo dT (15)T7 (5°AAA CGA CGG CCA GTG

AAT TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG CGC T153"), 1 uL de RNase Out e

aquecidos por 3 minutos a 70 °C, resfriados a temperatura ambiente e

adicionados os seguintes reagentes:

4 uL do tampéao 5x para sintese da primeira fita.

1 L (0,1 — 0,25ug/pL) de primer TS (5°’AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA

GTA CGC GGG 3Y)

2uL de DTTO0,1 M

2 uL de dNTP mix (10 mmol . L™ de cada).

1 pL Superscript || ®

50 °C por 90 min no termociclador.
4.2.5.2. Sintese da segunda fita

Adicionou-se 106 uL de DEPC H,O ao tubo de reagao do cDNA.

15 pL do tampéo da Advantage PCR

3 uL de dNTP mix (10 mmol . L™ de cada).

1 yL de RNase H

3 uL de mix Advantage cDNA polimerase ®.

Incubou-se por:

37 °C 5 min (Digestdo do mRNA).

94 °C 2 min (Desnaturacéo).
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65 °C 1 min (Anelamento dos primers).
75 °C 30 min (Extensao).
Reac&o de parada com 7,5 pL de NaOH 1 M contendo 2 mmol . L™ de EDTA,
incubando por 10 min a 65°C para inativar as enzimas. (a reagao pode ser
estocada a -20°C neste passo).

4.2.5.3. Purificagdo do cDNA fita dupla
Ao tubo de reacgao de sintese do cDNA dupla fita foram adicionados:
1uL de acrilamida linear (ajudar a precipitacédo do cDNA dupla fita).
150 pL de fenol: cloroférmio: alcoo isoamilico (25:24:1), misturando-se com a
pipeta.
A solucao foi transferida para um tubo de Phase lock gel e centrifugada por
14.000 rpm por 5 min.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 70 pL de
acetato de amoénia 7,5 M e em seguida 1mL de etanol 100%.
Centrifugou-se por 20 min a 14.000 rpm.
Lavou-se o pellet com 800 yL de etanol 100% centrifugado em velocidade
maxima por 8 min.
Secou-se o pellet ao ar livre e solubilizou-se o cDNA em 30 yL de DEPC
H.O.

4.2.5.4. Transcrigao in vitro utilizando o kit da Promega (Ribo MAX ®)
10 pL do tampéo de 5x de reacéo.
2,5 uL de cada dNTP (10 mmol . L™ de cada)
24,5 uL do cDNA fita dupla purificado.
5 pL do mix da enzima (T7)
0,5 uL de RNase Out
Misturados gentilmente com a pipeta e incubados a 37°C por 2 a 4 horas e
proceder com a purificagéo.

4.2.5.5. Purificagdo do aRNA
Adicionou-se 500uL de Trizol ®, misturando com auxilio da pipeta.
Adicionou-se 100uL de cloroférmio, misturados por inversdo e deixados por
2-3 min em temperatura ambiente.

Centrifugou-se a 10.000g por 15 min a 4°C.
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O sobrenadante foi transferido para um novo tudo e adicionados 250uL de

isopropanol.

Deixando-se no gelo por 5 min e centrifugando-se a 10.000g por 15 min.

O pellet foi lavado com 80 pL de etanol 70%, deixado secar e solubilizado em

20uL de DEPC H;0.

Nesse passo foi realizada a quantificagdo do aRNA no espectrofotémetro.
4.2.5.6.Segunda etapa de amplificagéo

240 ng de mRNA foi diluido em 9 pyL de DEPC H,0

Adicionou-se 1L de primer (dN6)

Aqueceu-se por 3 min a 70°C

Esfriaou-se em temperatura ambiente

Adicionou-se 4 uL do tampao 5x para sintese da primeira fita.

1 uL de primer oligi dT-T7 (0,5 — 1ug/uL).

2L de DTT 0,1mol x L

1 pL de Rnase Out 2 pL de dNTP (10 mmol . L de cada).

1 uL de Superscript Il ®.

Incubou-se por 90 min a 42°C (o cDNA pode ser guardado a -20°C).

4.2.6. Marcagao da sonda e hibridizagéo
O cDNA da segunda etapa de amplificagdo da transcrigéo in vitro foi marcado
e usado com sonda no processo de hibridizagdo. A marcacao da sonda foi realizada
como descrito no kit da GE healthcare (Alkaphos Direct Labelling™) baseado no
sistema de quimiluminescéncia do dioxetano, envolvendo a marcacao direta de
sondas de DNA ou RNA com uma fosfatase alcalina termoestavel. A desnaturacao
da sonda a um estado de fita simples e a adigcdo da solugdo de ligagdo cruzada
promove a ligagao covalente da fosfatase com a sonda de acido nucléico. A adigao
do reagente de detecgao CPD-Star™ utiliza a atividade catalitica da enzima ligada a
sonda pra promover a decomposicdo do substrato estavel de dioxetano,
promovendo uma liberagao rapida e prolongada de luz.
4.2.6.1. Preparacao da sonda marcada
e Diluiu-se 20 uL do cross-linker com 80 pL de agua fornecida pelo kit
para se obter uma concentragao de trabalho (essa solugao néao deve

ser estocada).
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e Diluiu-se o cDNA a uma concentragdo de 10ng/pL em 10uL de agua
fornecida pelo kit.

e Desnaturou-se 10 yL do cDNA diluido a 95°C no termociclador por 5
minutos, imediatamente resfriou-se no gelo por 5 minutos,
centrifugando brevemente em uma microcentrifuga.

e Adicionou-se 10 pyL do reagente de reagdo e misturou-se com auxilio
de uma pipeta.

e Adicionou-se 2 pL do reagente de marcagdo misturando getilmente.

e Adicionou-se 10 pL da solugcdo de trabalho do cross-linker e
centrifugou-se brevemente em uma microcentrifuga, incubando em
seguida a reagao por 30 minutos a 37°C.

e A sonda pode ser usada imediatamente ou deixada no gelo por 2
horas. Por longos periodos, ela pode ser estocada em 50% de glicerol
a -20°C,nao sendo necessario nenhum tratamento posterior antes da
hibridizacao.

4.2.6.2.Hibridizagao

Treze mililitros do tampao de hibridizagdo, o necessario para uma membrana
de 100 cm?, contendo NaCl a uma concentragdo de 0.5 M e reagente de bloqueio a
uma concentragao final de 4% (w/v) foram aquecidos a 60°C a membrana foi pré-
hibridizada nessa solugdo por 15 minutos no forno de hibridizagdo sob agitagao
constante. Transcorrido esse tempo a sonda foi adicionada e deixou-se hibridizando
por 16 horas. Apos a hibridizagdo foram feitas lavagens para retirar o excesso de
sonda néo ligada. 100 mL do tamp&o primario de lavagem contendo 2M de uréia,
0,1% (w/v) de SDS, 50 mmol . L™ de fosfato de Na pH 7.0, 150 mmol . L™ de NaCl,
1 mmol . L' de Mg Cl, e reagente de bloqueio a 2% (w/v) foram feitas duas
lavagens seguidas de 10 minutos cada uma a 60°C. Mais duas lavagens foram
realizadas a temperatura ambiente em um tamp&o secundario contendo 50 mmol .
L™ de Tris base, 100 mmol . L' de NaCl e 2 mmol . L™ de MgCl,

4.2.7. Geragéo do sinal e detecgéo
Apos secar o excesso de tampao secundario foram adicionados 5 mL do
reagente de detecgdo sobre a membrana e deixada descansando por 5 minutos,

apos esse periodo o excesso do reagente de detecgdo foi removido, tocando o
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canto da membrana em uma superficie ndo absorvente, e a membrana foi colocada
dentro do cassete de exposicdo, nesse ponto € necessario evitar o contato do
reagente de deteccdo diretamente com o filme, isso pode ser obtido com o auxilio
de um plastico transparente. O filme foi exposto por 1 hora a TA e posteriormente

revelado.

4.2.8. Captura dos dados e normalizagao

Duas hibridizagbées independentes foram realizadas com o cDNA marcado
para o material controle e o infectado. A pds a hibridizagao e a exposicado ao filme
de auto-radiografia (Hyperfime™ ECL) foram realizadas a deteccédo e a
quantificacdo dos spots de cada membrana. O processo de deteccdo e
quantificacdo sé foi possivel com o auxilio do software ImageMaster 2D platinum
(GE Healthcare), um poderoso e eficiente programa para detecgcdo da expressao
diferencial de proteinas em gel bidimensional, o software permite uma rapida e
confiavel comparacéo de imagens e oferece a possibilidade de detecgdo automatica
dos spots. Para quantificar um spots o programa considera sua area, intensidade e
volume. Em nosso experimento consideramos o volume relativo de cada spot para
quantificar diferengas nos niveis de expressao. O volume é calculado pelo programa
levando em conta o volume acima do contorno do spot que fica a 75% de sua altura
(Figura 4.5), ja o volume relativo € um valor normalizado que considera o volume de
cada spot em um gel contendo n spots.

Vol

n

ZVoIs
S=1

Onde Vols é o volume do spot S em um gel

=x100

Volume relativo %Vol =

contendo n spots.

Figura 4.5. Representacao grafica de
uma regido da membrana, mostrando
a deteccdo de trés spots pelo
programa ImageMaster 2D platinum. E
possivel notar que o software

automaticamente detecta e subtrai o

background da anadlise das amostras, desta forma a quantificagdo do volume é realizada

com maior precisao.
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Na tentativa de normalizar as possiveis alteragdes decorrentes do processo
de hibridizacao e captura das imagens foram utilizados trés controles internos (alfa
tubulina, beta tubulina e proteina S18). A razdo dos volumes desses spots entre as
membranas do mesmo grupo (controle ou infectado) nos permitiu obter um
coeficiente para normalizagao intra-classe. A razdo dos volumes desses mesmos
genes, apos a normalizagao intra-especifica, com os valores normalizados nas
membranas de diferentes grupos (controle e infectado ) possibilitou a obtengédo de
um coeficiente de variagao inter-classe, permitindo a comparacéo entre as médias
dos volumes de cada grupo de spot nos diferentes tratamentos (controle e
infectado). Além da normalizacao realizada com auxilio dos genes controle, uma
outra forma de se obter um coeficiente de normalizagéo foi pela média global dos
volumes relativos de todos os spots da membrana que pbde ser utilizada para

calcular o coeficiente de normalizacao intra e inter-classe.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Hibridizacdo das membranas de nailon com cDNAs marcados

A membrana de nailon contendo 96 sequéncias de genes isolados da
biblioteca de interagdo entre M. perniciosa e T. cacao foi hibridizada com sondas de
cDNA como descrito nos itens 4. 2. 6 até 4. 2. 7 de Material e métodos, e o

resultado de uma das Hibridizagbes esta representado na Figura 4 .6.
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Figura 4.6 Auto-radiografias dos macro-arranjos contendo os produtos de PCR dos 96
clones da biblioteca de interagdo. Imagem digitalizada das membranas de nailon mostrando
cada clone em quadruplicata na hibridizagdo com a sonda controle (A) e com a sonda
preparada do material infectado (B). Em destaque quatro replicas de um dos controles

internos (beta tubulina).
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A figura 4.6 mostra o perfil de expressao dos genes na membrana quando
hibridizada com sonda controle e infectada. E possivel observar que a hibridizacao
nao ocorreu em todos os pontos da membrana e que nao € notavel uma diferenca
visual entre os padrdes de expressao dos genes entre as membranas. Por esse
motivo, a utilizacdo de um software capaz de quantificar essas diferencas torna-se
imprescindivel. Das 96 sequéncias transferidas para o macroarranjo 7 foram
desconsideradas por ndo apresentarem sinal detectavel pelo programa, sendo
assim, apenas 85.4 % das sequéncias contidas no arranjo foram analisadas.

A escolha da utilizagdo da marcacgao a frio em substituicdo a feita com fésforo
radiativo, como descrito no item 4.2.6 do Material e métodos, é justificada pela
utilizacdo do mesmo protocolo no trabalho de Li, Osbone e Asiegbu (2006) que
utilizaram o kit de marcagcdo enzimatica da GE healthcare (Alkaphos Direct
Labelling™) para analise de expressao de genes diferencialmente expressos
durante o desenvolvimento de Heterobasidion parviporum e obtiveram confirmacao
dos resultados por PCR em tempo real. Essa metodologia € mais acessivel e barata
e pode ser utilizada para obtengao de informagdes bioldgicas interessantes a partir
de uma pequena populacdo de clones de cDNAs em membranas de nailon,
principalmente quando n&o se tem a possibilidade de realizar estudos em laminas

de vidro.

4.3.2. Avaliacédo da qualidade da normalizacao

Repeticbes do processo de hibridizagdo sao importantes, pois nos permite
analisar a reprodutibilidade das interagcées individuais entre sonda e DNA alvo,
possibilitando uma melhor normalizagao (HERWIG et al., 2001). Uma outra maneira
de verificar variagdes no processo de hibridizacdo e auxiliar na normalizagao dos
dados ¢ a utilizagao de réplicas do DNA alvo na membrana.

A normalizagdo dos dados pode ser visualizada através de um grafico de
dispersdo (scatter plot) das intensidades ou volumes relativos de diferentes
experimentos antes e apos a normalizacdo. Na figura 4.7 é possivel visualizar os
scatter plots de duas hibridizagdes da sonda controle antes (Figura 4.7a) e apés
(Figura 4.7b) a normalizacao. A normalizacdo melhora a dependéncia linear do sinal

de hibridizagéo e, desta forma, a confiabilidade entre as réplicas no experimento
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(HERwIG et al.,, 2001). Tanto para normalizagdo intraespecifica quanto para
interespecifica o melhor coeficiente foi obtido considerando os valores das médias
de todos os spots na membrana (média global), apresentando um melhor
coeficiente de regressao linear (Figura 4.7b). Os coeficientes de normalizagéo foram

calculados como descrito a seguir:
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Figura 4.7. Scatter plot com os dados brutos de dois experimentos independentes das
hibridizagbes feitas com a sonda controle (A). Scatter plot do mesmo experimento utilizando

os dados da normalizagdo global (B). E da normalizagao realizada com os coeficientes
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obtidos dos genes controle (C). Os valores de R? sdo referentes ao indice de regressao
linear e o melhor valor é o que mais se aproxima de 1.
Coeficiente de normalizacdo para as duas replicas das hibridizacbes dentro do mesmo grupo

(controle ou infectado), coeficiente de normalizacéo intra-classe:

> (x% Vol 1)
> (x% Vol 2)

Onde i (X%Vol 1) € a média do somatorio de todas as médias na membrana 1

e E(X%VOI 2) € o0 somatorio de todas as médias na membrana 2.

A normalizacéo foi efetuada da seguinte forma:

(C _ou _ 1 x%Vol 2)+ %Vol 1
2

Onde NC (normalizagdo nas membranas controle) ou NI (normalizacdo nas membranas do material

Nc _ou_Ni =

infectado) corresponde ao coeficiente de normalizagéo intra-classe (C) multiplicado pelo valor do

volume relativo de cada spot na membrana 2 (%Vol2) somado ao valor do volume relativo do spot

correspondente na membrana 1 (%Vol1) e dividido por dois.

Coeficiente de normalizacdo entre as hibridizacbes de grupos diferentes (controle e infectado),

coeficiente de normalizacédo inter-classe:

Onde ZNC e ZNi sd0 0 somatoério das médias dos volumes relativos de cada spot nas

membranas marcadas com as sondas controle e infectada apds a normalizacao intra-especifica.

A normalizacéo foi efetuada da seguinte forma:
Nci _ou_ Nic = (Nc)x IC _ou _(Ni)xClI
Onde Nci ou Nic sdo os valores normalizados entre as membranas marcadas com as sondas

controle e infectada obtidos pela multiplicagdo do valor normalizado de cada spot (Nc ou Ni) pelo

coeficiente de normalizacao interespecifico (Cl ou IC).

O scattter plot dos volumes relativos da membrana controle e infectado apos
a normalizagao interespecifica pode ser visto na figura 4.8

O processo de normalizacdo pode ser facilmente executado quando se

trabalha com um volume de dados relativamente pequeno e com poucas repeti¢oes,
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no entanto, quando o numero de genes estudados é muito grande e sao feitas mais
de trés repeticbes é recomendada a utilizagado de softwares ou pacotes estatisticos

que fornecam uma analise mais apurada dos dados.
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Figura 4.8. Scatter plot com os dados normalizados da membrana marcada com a sonda
controle (eixo Y) e infectada (eixo X) apds a normalizagao interespecifica global (A) e apos
a normalizacéo interespecifica realizada com os coeficientes obtidos dos genes controle

(B). O valor de R? é referente ao indice de regressao linear.
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4.3.3. Genes diferencialmente expressos

Depois de transcorridas as normalizagdes intraespecificas e interespecificas
dos volumes relativos de cada spot na membrana, marcada com as diferentes
sondas (controle e infectada), foi realizado o calculo da taxa de expressédo. A taxa
de expressao foi obtida dividindo-se o volume relativo normalizado de cada spot
marcado com a sonda do material infectado pelo volume relativo normalizado do
mesmo spot marcado com a sonda do material controle. Os genes foram
considerados diferencialmente expressos quando apresentavam uma taxa maior ou
igual a 1.5 vezes, tanto para os genes ativados quanto para os reprimidos. O
padrdo do perfil de expressdo para os 89 genes do macroarranjo pode ser
visualizado na figura 4.9. Foram identificados 12 sequéncias diferencialmente
expressas dentre as 89 analisadas no experimento, ou seja, 10,68% dos genes
selecionados apresentaram modificagbes no seu padrdo de expressao durante a
fase de infecgdo de T. cacao por M. perniciosa em que foi visualizada a producéao
de uma grande quantidade de H;O, (CEITA et al, 2007).

apresentaram uma indug¢ao do padrao de expressao no tecido infectado, enquanto

Cinco genes

que outros seis foram reprimidos quando comparado o seu padrdo de expressao ao
obtido no material controle (Tabela 4.1).
Tabela 4.1. Expresséo diferencial de genes em T. cacao induzida pela infecgao por

M. perniciosa em estagios avangados da doencga.

Identificagdo do clone na Biblioteca Anotacéo Taxade
expressao*
UE-BINT-RT-001-029.F .fasta.seq_A07 NADPH oxidase +1.58
UE-BINT-RT-001-053.F .fasta.seq_DO07 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase +1.51
UE-BINT-SP-001-035.F .fasta.seq_E11 NADH-plastoquinona oxidoreductase sub +1.51
unidade 3

UE-BINT-SP-001-040.F .fasta.seq_A08 NADH-ubiquinona oxidoreductase +1.59
UE-BINT-SP-001-017.F fasta.seq_A08 F1 ATPase subunidade alpha +1.98
UE-BINT-SP-001-061.F .fasta.seq_B10 Glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase +1.99
UE-BINT-RT-001-017.F .fasta.seq_D09 cytochrome-c oxidase -1.67
UE-BINT-SP-001-005.F .fasta.seq_D09 NAD-dependent epimerase -1.51
UE-BINT-SP-001-025.F .fasta.seq_F12 NADH_dehydrogenase -4.27
UE-BINT-SP-001-035.F .fasta.seq_C02 Ferredoxin-NADP reductase -1.59
UE-BINT-SP-001-047.F .fasta.seq_B03 ATP synthase alpha chain, mitochondrial -2.8
UE-BINT-SP-001-054.F .fasta.seq_E04 Propathogenesis-related_protein_5-1 -2.1

* Taxa de expressao dos genes induzidos (+) e reprimidos (-).
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Figura 4.9. padrdao de expressdo dos 89 genes analisados do arranjo. Os genes
considerados diferencialmente expressos s&o aqueles que estdo fora da area grifada no
grafico. Os genes com taxa de expressdo acima de 1,5 foram considerados ativados

durante a infeccao e aqueles abaixo de 0,65 foram considerados reprimidos.

Adicionalmente a atividade de produgéo de radical superdxido da NAD(P)H
oxidase proposta por Doke (1983), a rapida producdao de H,O,, disparada pelo
ataque por patdégenos e tratamento com elicitores, tem sido atribuida a sua
atividade apoplastica de peroxidase (VERA-ESTRELLA et al., 1992). Peroxidases
sdo encontradas no espago apoplastico e sdo idnica ou covalentemente ligadas a
polimeros da parede celular e podem atuar catalicamente de duas formas. Quando
ocorre disponibilidade de compostos fendlicos e perdoxido de hidrogénio elas
participam do ciclo peroxidativo e estdo envolvidas com a sintese de lignina e de
outros compostos fendlicos. Por outro lado, se ocorrer um acumulo de NADPH ou
de compostos reduzidos relacionados e diminuigdo dos fendlicos, inicia-se uma
reacdo em cadeia que fornece as bases para geracao de H,O, decorrente da
atividade de peroxidase da NADH oxidase (CHEN & SCHOPFER, 1999). A
presengca de um motivo citoplasmatico no qual o calcio se liga a NADPH oxidases
em plantas, sugere a possibilidade da regulagao direta de sua atividade, através da
percepcao de flutuagdes subcelulares dos niveis de calcio (ALLAN & FLUHR,
1997).
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A participacdo de espécies ativas de oxigénio no processo de morte celular
programada (PCD) durante a senescéncia em tecidos de plantas pode ser
controlada pelos cloroplastos. Evidencias do envolvimento dos cloroplastos na
senescéncias de células vegetais sdo apresentadas no trabalho de Zapata e
colaboradores (2005). Nesse trabalho os autores demonstraram que os genes que
codificam a sintese de proteinas do complexo Ndh, que catalisa a reducédo da
plastoquinona com auxilio do NADH, homodlogo ao complexo | ou NADH
dehidrogenase (EC: 1.6.5.3) da cadeia respiratéria mitocondrial, sdo ativados
durante o processo de senescéncia em plantas de Nicotiniana tabacum. A hipdtese
é fortemente suportada pelos altos niveis de malodialdeiodo (MDA), provenientes
da peroxidagao de lipidios encontrados em plantas de N. tabacum do tipo selvagem
quando comparados a plantas transgénicas que tiveram o gene ndhF nocauteado.

Interessantemente, foi observado que durante o desenvolvimento da doenca
desencadeada pelo fungo M. perniciosa em T. cacao, ocorreu um aumento
significativo dos niveis de MDA (SCARPARI et al., 2005). E em nosso estudo foi
evidente o aumento nos niveis de expressdo de alguns genes que codificam para
sintese de proteinas relacionadas ao complexo Ndh dos cloroplastos a exemplo das
NADH-oxidoreductases da ubiquinona e plastoquinona. O nivel de expressado de
uma NADH oxidase também foi induzido. Essas moléculas contribuem efetivamente
na produgdo de espécies ativas de oxigénio e podem ser determinantes para a
progressao da doenga em T. cacao.

A enzima glicolitica gliceraldeido — 3 — fosfato dehidrogenase (GAPDH),
possui enumeras fungdes secundarias bem caracterizadas em mamiferos, como
proteina quinase, facilitadora da fusdo da membrana, proteina de ligagdo a mRNA e
em condi¢gbes de estresse oxidativo atua como uma enzima de reparo ao DNA
(MEYERSIEGLER et al., 1991). Recentemente GAPDH mostrou ser translocada do
citosol para o nucleo sob condi¢cbes de estresse, podendo desempenhar uma de
suas fungdes secundarias (DASTOOR & DREYER, 2001). Também foi sugerido
gque o mesmo possa ocorrer com as mitocéndrias sob condicbes de estresse
(SWEETLOVE et al., 2002). Nossos dados indicaram um aumento dos niveis de
GADPH no material infectado, e que possivelmente pode estar relacionado com as

observacoes anteriormente descritas.
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Foi observada uma diminuigao dos niveis de expressao de genes como os da
redutase da ferrodoxina, que catalisa a producdo de NADPH durante a fotossintese
(DENG et al., 1999); Algumas sequéncias que codificam para sintese de genes
mitocdndrias também tiveram sua sintese bastante reduzida, como os da oxidase
do citocromo ¢ e NADH dehidogenase, ambas envolvidas na fosforilagao oxidativa
nas mitocéndrias e formagao de ATP. A impossibilidade de produzir ATP é um fator
determinante para o desencadeamento do processo de necrose (NAKAGAWA et
al., 2005), desta forma, a mitocondrial pode desempenhar um papel fundamental na
interacédo T. cacao e M. perniciosa .

Finalmente, os dados aqui apresentados sao relevantes e podem contribuir
de forma significativa para o melhor entendimento da interagdo entre M. perniciosa
e T. cacao. E possivel que genes do complexo Ndh de cloroplasto estejam
envolvidos na senescéncia e morte celular em T. cacao, aja vista seu envolvimento
na producao de MDA anteriormente descrito para N. tabacum e a indugdo também
observada em T. cacao. O estudo da interacdo entre plantas transgénicas de
tomate que apresentem mutacdes para proteinas do complexo Ndh e bidtipos de M.
perniciosa pode trazer dados esclarecedores acerca do seu envolvimento no

desenvolvimento da doenca.

4.4. CONCLUSOES

e A utilizagdo da marcagao a frio empregada no experimento demonstrou ser
satisfatoria para os estudos de macroarranjo.

e E possivel que a NADPH oxidase esteja envolvida na formacdo de espécies
ativas de oxigénio na vassoura-verde em estagio mais avangados, uma vez
que foi evidente o aumento de sua expressao nesse periodo.

e Também existe a possibilidade da participacdo de enzimas do complexo Ndh
de cloroplastos na formacéao de radicais superéxidos.

e Os resultados apresentados fornecem suporte para novas abordagens no
que tange o estudo da interagdo entre M. perniciosa e T. cacao e devem ser

levados em consideracéo no planejamento de novos experimentos.
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5.CONCLUSOES GERAIS

A quantificacdo do acido oxalico em T. cacao levou em consideragao apenas
a forma soluvel do acido organico, desta forma como foi mostrado por Ceita et al.,
(2007) que ocorre um acumulo de cristais de oxalato de caélcio durante o
desenvolvimento da doenca a quantificagcdo do OxA presente nos cristais pode
fornecer um padrao bem diferenciado ao observado nesse trabalho. Deve ser
investigado se o observado por Li et al.,, (2003) em P. stratiotes pode estar
ocorrendo nas diferentes variedades de cacau onde os autores isolaram proteinas
associadas com a precipitacdo de calcio e oxalato nos vacuolos dos idioblastos. Os
autores observaram a participagdo de proteinas sintetizadas no reticulo
endoplasmatico dos idioblastos no transporte de calcio assocido a elas ao vacuolo,
via coplexo de Golgi. Essa matriz organica envolvida na formagdo dos cristais
demonstrou ter propriedades de ligagao ao calcio e ao OxA.

E possivel que proteinas também estejam associadas aos cristais de oxalato
em T. cacao, e desta forma, possuam um papel importante no processo da
interacdo. O padrao de resposta para sintese dessas proteinas pode ser diferente
nas variedades, o que explicaria as diferengas no acumulo de cristais de oxalato de
calcio. E talvez seja um fator determinante da sucetibilidade na variedade catongo
impedindo ou mascarando uma via de transducdo de sinal mediada por calcio ou
oxalato. Desta forma a possibilidade da existéncia de proteinas associadas a
formagao e acumulo de cristais de oxalato de calcio em T. cacao doente precisa ser
melhor investigada.

O padrao de resposta apresentado pelas variedades de cacau quanto a
formacado de H,O, também precisa ser estudado, uma vez que foram observadas

respostas diferentes em ambas as variedades.
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O envolvimento do AsA e compostos secundarios originados de sua
degradacdo na formacdo de oxalato e perdxido de hidrogénio € apontado por
alguns autores (GREEN & FRY, 2005 & KARKONEN & FRY, 2006). A participagédo do
AsA na formacdo do OxA e H;O; na variedade suscetivel talvez possa ser
corroborada pelo aumemto dos niveis de AsA, mas por outro lado, ndo explica as
variacbes de OxA e a formagcao de grandes quantidades de H,O, observadas na
variedade resistente, uma vez que n&o observamos alteragdes nos niveis de AsA.

O peréxido de hidrogénio detectado na variedade resistente na periferia do
sistema vascular pode ter um papel importante na lignificagdo da parede celular e
de certa forma, se constitui numa resposta decorrente do reconhecimento do
patdgeno que pode estar correlacionada com a tivagao de genes de defesa.

O estudo de expressao diferencial de genes em tecidos infectado e sadio
possibilitou a identificacdo de alguns genes como diferencialmente expressos, esse
genes podem contribuir para futuras investigagdes no processo de interagao e
podem trazer contribui¢des importantes. Desta forma, os dados gerados com o
macroarranjo sdo um ponto de partida para futuras investigacbes e permitiram
estudos mais aprofundados. A taxa de expressao para todos os genes analizados

no macroarranjo podem ser vizualizados na tabela 7.1 dos anexos.
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7.0 ANEXOS

Tabela 7.1. Tabela mostrando os valores das taxas de expressao de todas as
sequéncias do macroarranjo, o numero de cada clone e o resultado do blast

também pode ser visualizado na tabela.

Clone ID SPoT Taxade Resultado do BLAST
ID expressao
UE-BINT-SP-001-013.F.fasta.seq_A10 EO6 1,00 [Cu/Zn]superdxido dismutase SOD
UE-BINT-SP-001-011.F .fasta.seq_E03 E02 1,03 AAA-type_ATPase_family_protein
UE-BINT-SP-001-015.F .fasta.seq_C10 E10 0,98 ABC_transporter_family_protein
UE-BINT-RT-001-030.F .fasta.seq_H02 A01 0,85 Alfa tubulina
UE-BINT-SP-001-018.F.fasta.seq_C05 FO05 0,79 allergenic_isoflavone_reductase-like_protein
UE-BINT-SP-001-022.F .fasta.seq_H10 G03 1,20 Ascorbato peroxidase
UE-BINT-SP-001-046.F .fasta.seq_B10 HO3 1,07 ATP sintase CFO
UE-BINT-SP-001-047.F .fasta.seq_B03 HO5 0,35 ATP sintase mitocondrial
UE-BINT-SP-001-008.F.fasta.seq_G05 D09 1,08 ATPase 4 transportadora de calcio do RE
ATPase exportadora de cobre responsiva a
UE-BINT-RT-001-012.F .fasta.seq_G07 A10 1,33 )
antagonistas
UE-BINT-SP-001-014.F .fasta.seq_G02 EO9 1,03 ATPase exportadora de H+
UE-BINT-SP-001-011.F.fasta.seq_H02 EO5 0,99 ATPase transportadora de prétons do vacuolo
UE-BINT-RT-001-016.F .fasta.seq_A07 BO5 0,90 Beta subunidade da piruvato dehidrogenase
UE-BINT-RT-001-008.F .fasta.seq_C02 D12 0,95 Beta tubulina
UE-BINT-RT-001-004.F .fasta.seq_C04 AO03 1,06 Chaperona associada a cobre
UE-BINT-RT-001-028.F .fasta.seq_B11 B08 1,02 Chaperona hsc 70
UE-BINT-RT-001-053.F .fasta.seq_D07 B12 1,52 Ciclofilina
UE-BINT-SP-001-004.F .fasta.seq_HO07 Cco8 1,07 Ciclofilina/ cis-trans isomerase
UE-BINT-RT-001-010.F .fasta.seq_F06 A09 1,08 Clp protease 2_subunidade proteolitca
UE-BINT-RT-001-014.F .fasta.seq_D07 A11 1,03 Citocromo b559 pcbE
UE-BINT-RT-001-005.F .fasta.seq_G09 A05 0,84 Citocromo b6
UE-BINT-RT-001-060.F .fasta.seq_C08 Co4 0,97 Citocromo f
UE-BINT-RT-001-051.F .fasta.seq_G08 B10 1,09 Citocromo P450
UE-BINT-SP-001-008.F.fasta.seq_E02 D08 1,00 Citocromo P450 induzido por elicitor
Complexo 3 da NAD(P)H-quinona
UE-BINT-SP-001-035.F .fasta.seq_E11 G10 1,52
oxidoredutase cloroplastidica
UE-BINT-SP-001-001.F.fasta.seq_HO01 co7 1,02 Dehidoascorbato redutase depentente de GSH
UE-BINT-SP-001-044.F .fasta.seq_F01 HO1 1,06 dehidrogenase/redutase (SDR)
UE-BINT-RT-001-060.F .fasta.seq_E03 D10 1,35 Desconhecido
UE-BINT-SP-001-023.F .fasta.seq_C08 G04 0,71 Desconhecido
UE-BINT-SP-001-005.F .fasta.seq_D09 D01 0,66 Epimerase/dehidratase dependente de NAD
UE-BINT-SP-001-018.F.fasta.seq_G12 FO7 0,78 Familia de proteina de ligagéo ao calcio
Familia de proteinas com repeticdes de
UE-BINT-SP-001-011.F .fasta.seq_E10 EO03 1,01 .
anquirina
UE-BINT-SP-001-023.F.fasta.seq_G10 G05 0,86 Fator de maturagédo do proteossoma UMP1
UE-BINT-SP-001-016.F.fasta.seq_C07 E12 0,97 GDP-D-mannose_4,6-dehydratase
UE-BINT-SP-001-061.F .fasta.seq_B10 H11 2,00 Gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase
UE-BINT-RT-001-004.F fasta.seq_A01 A02 1,27 Glicose -6-fosfato dehidrogenase
citoplasmatica
UE-BINT-SP-001-017.F .fasta.seq_D08 FO4 0,92 glicose-6-fosfato-1-dehidrogenase G6PD
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UE-BINT-SP-001-019.F .fasta.seq_EQ07 F10 0,73 Glutationa S transferase U1
UE-BINT-SP-001-020.F .fasta.seq_F05 GO01 0,99 Fi+-transporting_two-
- sector_ATPase_(EC_3.6.3.14)
UE-BINT-RT-001-055.F .fasta.seq_G11 Co02 1,07 Inibidor da cisteina proteinase
UE-BINT-SP-001-019.F .fasta.seq_E04 F09 0,91 Inibidor de protease de semente/ LTP
UE-BINT-SP-001-016.F .fasta.seq_A09 E11 0,81 isochorismatase_hydrolase_family_protein
UE-BINT-RT-001-015.F .fasta.seq_F08 B02 1,39 Isocitrato dehidrogenase depenente de NADP
UE-BINT-SP-001-007.F .fasta.seq_E12 D06 1,09 Lactoilglutationa liase
UE-BINT-SP-001-061.F .fasta.seq_B06 H10 0,95 Metalotioneina (MT-2)
UE-BINT-SP-001-044.F .fasta.seq_H08 HO02 1,22 monodehidroascorbato redutase
UE-BINT-SP-001-033.F.fasta.seq_E04 G08 0,93 NADH dehidrogenase subunidade 2
UE-BINT-SP-001-006.F .fasta.seq_HO01 D04 0,92 NADH2 dehidrogenase (ubiquinona)
UE-BINT-SP-001-040.F .fasta.seq_A08 G12 1,59 NADH-ubiquinona oxidoredutase
UE-BINT-SP-001-046.F .fasta.seq_H08 HO4 1,00 NADH-ubiquinona oxidoredutase
UE-BINT-SP-001-061.F.fasta.seq_C04 H12 1,27 NADH-ubiquinona oxidoredutase 20 kDa
UE-BINT-SP-001-035.F .fasta.seq_C02 G09 0,63 NADP+ redutase da ferredoxina
UE-BINT-RT-001-029.F .fasta.seq_A07 B09 1,59 NADPH oxidase
UE-BINT-RT-001-017.F .fasta.seq_D09 B06 0,86 Oxidase do citocromo ¢
UE-BINT-RT-001-007.F.fasta.seq_C10 AO6 0,60 Oxidoredutase
UE-BINT-SP-001-019.F .fasta.seq_A05 FO08 0,90 Peptidilproliu isomerase Cyp
UE-BINT-SP-001-009.F .fasta.seq_E06 C11 0,78 Peroxidase
UE-BINT-SP-001-014.F .fasta.seq_F09 E08 1,28 Peroxidase da glutationa
UE-BINT-RT-001-014.F .fasta.seq_G05 A12 1,30 Peroxidase de classe Il
UE-BINT-RT-001-052.F .fasta.seq_G11 B11 1,10 Peroxiredoxina cloroplastidica 2-cys
UE-BINT-RT-001-014.F .fasta.seq_H05 BO1 1,14 Polifenol oxidase
UE-BINT-RT-001-060.F.fasta.seq_G05 C05 1,03 Precursor cloroplastideo da [Cu-Zn] SOD
UE-BINT-RT-001-015.F .fasta.seq_H05 B0O4 0,89 Precursor cloroplastideo da poplifenol oxidase
UE-BINT-SP-001-009.F .fasta.seq_HO07 EO1 0,85 Precursor da germim E
UE-BINT-RT-001-008.F fasta.seq_GO1 A07 0.90 Precursor mitocondrial de uma proteina de
choque térmico de 70KD
Probable_26S_proteasome_non-
UE-BINT-SP-001-008.F .fasta.seq_C08 D07 1,00
ATPase_regulatory_subunit_3
UE-BINT-SP-001-021.F .fasta.seq_F06 G02 1,33 Proteina associada a patogenicidade PR 4B
UE-BINT-SP-001-054.F .fasta.seq_E04 HO09 0,48 Proteina associada a patogenicidade PR 5
UE-BINT-SP-001-005.F .fasta.seq_D12 D02 0,92 Proteina associada a senescéncia
UE-BINT-SP-001-006.F .fasta.seq_B10 D03 0,97 Protefna de 22kDa da membrana dos
peroxissomos
UE-BINT-SP-001-036.F .fasta.seq_F07 G11 0,75 Proteina de choque termico 90
UE-BINT-SP-001-020.F .fasta.seq_D01 F12 1,24 Proteina de transferéncia de energia
mitocondrial
UE-BINT-SP-001-005.F .fasta.seq_D01 C12 0,96 Proteina ribossomal S18
UE-BINT-RT-001-015.F .fasta.seq_G02 BO3 0,91 Proteina rica em hidroxiprolina
Provavbel NADH dehidrogenase subunidade 4
UE-BINT-SP-001-025.F .fasta.seq_F12 G07 0,23 ND
UE-BINT-SP-001-011.F .fasta.seq_E11 EO4 0,99 Provavel glutationa S-transferase
UE-BINT-SP-001-016.F .fasta.seq_HO03 F02 1,27 Provavel HSP70
UE-BINT-SP-001-009.F .fasta.seq_G01 C10 1,12 Relacionado ao inibidor do proteosoma
UE-BINT-SP-001-017.F .fasta.seq_A08 FO3 1,99 Subunidade alfa da F1 ATPase
UE-BINT-SP-001-047.F.fasta.seq_G06 HO06 1,19 Subunidade C da ATP sintase do vacuolo
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UE-BINT-RT-001-053.F .fasta.seq_H11
UE-BINT-RT-001-005.F .fasta.seq_F01
UE-BINT-SP-001-024.F .fasta.seq_G11
UE-BINT-SP-001-005.F .fasta.seq_B05
UE-BINT-SP-001-009.F .fasta.seq_G02

UE-BINT-RT-001-057.F .fasta.seq_A05

UE-BINT-SP-001-007.F .fasta.seq_C05
UE-BINT-SP-001-001.F.fasta.seq_E11
UE-BINT-RT-001-019.F .fasta.seq_A06

Co1
A04
G06
C09
D11

C03

D05
C06
BO7

0,95
1,00
1,16
0,82
1,01

0,89

1,06
1,03
0,87

89

(VATC)

Subunidade catalitica da H+ATPase vacuolar
Subunidade D ATP sintase (VATD)
Subunidade delta da F1 ATPase

Subunidade G da ATP sintase mitocondrial
Superoxide dismutase (SOD)

suppressor of K+ transport growth defect-like
protein

Translocase da membrana mitocondrial
Translocase mitocondrial TM17-2

Ubiquinol Ubiquinol citocromo ¢ reductase



