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RESUMO

O declinio e morte de videiras, problema fitossanitario que limita a viti-
vinicultura no estado de Santa Catarina, tem como um dos agentes causais o
fungo do solo Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis. Até o momento, o con-
trole da murcha vascular causada pelo patdogeno ¢ feito com uso de porta-
enxertos resistentes. A inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares na fase
de aclimatizacdo de videiras micropropagadas in vitro pode acelerar a produgio
de mudas de alta qualidade; essa biotecnologia pode também reduzir a incidén-
cia de Fusarium spp., podendo melhorar a expressdo do potencial genético de
porta-enxertos, até mesmo daqueles suscetiveis ao patdogeno. Os mecanismos de
resisténcia de plantas micorrizadas a patdgenos radiculares ainda estdo pouco
esclarecidos, especialmente no que se refere ao papel indutor da simbiose na
expressdo de genes de defesa da planta. O trabalho tem como objetivo avaliar,
em gendtipo de porta-enxerto suscetivel a fusariose, o papel da formagdo de
micorriza na expressdo de proteinas radiculares ¢ na indug@o de resisténcia
localizada contra F. oxysporum f. sp. herbemontis. Mudas micropropagadas de
videira da cultivar SO4 foram aclimatizadas e metade delas foram inoculadas
com o fungo micorrizico Glomus intraradices. Ap6s 75 dias, as raizes das plan-
tas foram mergulhadas em suspensdo de conidios de Fusarium spp. ou agua
estéril. Para realizarem-se avaliacdo dos niveis de atividade hidrolitica das en-
zimas quitinases e 3-1,3-glucanases e para eletroforese bidimensional de protei-
nas, amostras radiculares foram coletadas aos quatro e aos 14 dias apds a inocu-
lacdo do patogeno, respectivamente. A avaliacdo de sintomas de infec¢do por
Fusarium spp. foi realizada aos 90 dias ap6s inoculagdo do patogeno. A expres-
sdo de quitinases acima dos niveis basais foi induzida nas raizes dos tratamentos
com inoculacdo do fungo micorrizico e/ou patogeno. A atividade de B-1,3-
glucanases foi maior somente no tratamento com inoculagdo de G. intraradices
e do patdogeno. Os simbiontes mutualistico e parasitico induziram 11 e duas
proteinas, respectivamente. A formagdo de micorrizas e a inoculagdo de Fusari-
um spp. promoveram mudangas no nivel de expressdo de 13 proteinas do siste-
ma radicular de videiras. Videiras inoculadas com G. intraradices apresentaram
diminuicdo nos sintomas de infec¢do por Fusarium spp., sugerindo que a simbi-
ose mutualistica promoveu a indugdo de quitinases e [3-1,3-glucanases com agao
especifica na supressdo do patogeno, bem como a expressdo diferenciada de
proteinas relacionadas com indugdo de resisténcia e com efeito bioprotetor
contra o patdgeno vascular.

Termos para indexac¢do: Vitis, Glomus, Fusarium oxysporum, indugdo de
resisténcia, atividade enzimatica, protedmica.
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ABSTRACT

Decline and death of grapevines is a problem that limits the wine and
grape production in Santa Catarina State, and the soil fungus Fusarium oxyspo-
rum f. sp. herbemontis is one of its causal agents. Presently, the control of the
fusarium wilt is done through the use of resistant rootstocks. Arbuscular my-
corrhizal fungi inoculation during weaning of in vitro micropropagated grape-
vine plantlets could improve the production of high quality plants. This biotech-
nological procedure could also reduce the incidence of fusarium wilt, allowing
grapevines to better express their genetic potential, even in susceptible roots-
tocks. Resistance mechanisms in mycorrhizal plants against root pathogens are
still poorly understood, especially the role of the symbiosis in the induction of
plant-defense gene expression. This work aims to evaluate, in genotype of sus-
ceptible rootstock to fusarium, the role of mycorrhiza formation in the expres-
sion of root protein and in the induction of localized resistance against F. oxys-
porum f. sp. herbemontis. Half of acclimatized SO4 micropropagated plants
were inoculated with the mycorrhizal fungus Glomus intraradices, and the other
half had a substrate with no fungal inoculum. After 75 days, roots were dipped
in a suspension of Fusarium spp. conidia or in sterile water. To assess activity
of hydrolytic enzymes (chitinases and [3-1,3-glucanases), and to two-
dimensional gel electrophoresis of proteins, root samples were collected four
and 14 days after pathogen inoculation, respectively. The evaluation of Fusa-
rium spp. infection symptoms was done 90 days after pathogen inoculation. The
expression of chitinases above constitutive levels was induced in the roots of
treatments with mycorrhizal and/or pathogen inoculation. The activity of B-1,3-
glucanases was higher only in the treatment with both mycorrhizal fungus and
pathogen inoculation. The mutualistic and parasitic symbionts induced 11 and
two proteins, respectively. Mycorrhiza and Fusarium spp. inoculation promoted
changes in the expression pattern of 13 proteins of the grapevines roots. My-
corrhizal grapevines showed a decrease in internal Fusarium spp. infection
symptoms. These data suggest that the mutualistic symbiosis promoted induc-
tion of chitinases and B-1,3-glucanases with specific action on pathogen sup-
pression, as well as differentiated expression of proteins related to resistance
induction and with a bioprotector effect against the vascular pathogen.

Index terms: Vitis, Glomus, Fusarium oxysporum, resistance induction, enzy-
matic activity, proteomic.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estruturas tipicas de Fusarium oxysporum sob microcultivo em SNA
(Spezieller Nahrstoffarmer Agar). 1a: macroconidios (mac) sobre microfialides
curtas (mf). 1b: microconidios (mic) e macroconidios (mac). 1c: clamidésporo
(cla) formado a partir de macroconidio. 1d: clamiddésporos (cla) formados a
partir de hifas. Fonte: fotografias do autor............ccceeieieririienieenenieeseeese e

Figura 2. Reconhecimento de Fusarium oxysporum, sinalizagdo intracelular,
rotas de transdugdo de sinais e produtos génicos envolvidos nas respostas de
resisténcia de Arabidopsis thaliana ao patdogeno, de acordo com o entendimento
atual. MAP3K: MAP-quinase quinase quinase; MAP2K: MAP-quinase quinase;
MAPK: MAP-quinase. FT: fator de transcri¢do. PR: proteina relacionada a
patogénese. PR-1: fungdo desconhecida; PR-5: similar a taumatina; PR-4: do
tipo quitinase; TT5: transparent testa 5, do tipo chalcona isomerase; PDF1.2:
proteina antifingica de baixa massa molecular rica em cisteina; THI2.1: proteina
do tipo tionina, capaz de se ligar a receptor de toxina. Adaptado de Berrocal-
Lobo & Molina (2008), com informagdes adicionais de iHOP (2010) e Kersten
EENAEEL (2010).1euierieiieieeitetietete ettt te ettt st e s e s e s tesseenseeseessessaensesneenseens

Figura 3. Estruturas tipicas de fungo micorrizico arbuscular. 1a e 1b: arbusculos
(ar), hifas intrarradiculares (hi) e vesiculas (ve) de Glomus intraradices em
associac¢do com tecidos radiculares de videira. 1c: detalhe de vesicula de Glomus
intraradices. 1d: detalhe de arbisculos em células do cortex radicular. Fonte:
fOtOrafias dO AULOT. ......ccvieieiieieie ettt s enne e

Figura 4. Arbusculo de Glomus intraradices em associagdo com tecidos
radiculares de videira e representagdo esquematica de estruturas envolvidas na
interface da simbiose entre células radiculares e fungos micorrizicos
arbusculares. MPV: membrana plasmatica vegetal; PCV: parede celular vegetal;
CF: citoplasma do fungo micorrizico, MPF: membrana plasmatica do fungo
micorrizico, MPA: membrana periarbuscular; EPA: espago periarbuscular.
Adaptado de Parniske (2008). Fonte: fotografia do autor. ........c.ccceceeveeneniencnienen.

Figura 5. Dogma central da biologia e 4reas de estudos correlatas aos niveis do
fluxo de informagdo genética (adaptado de REDEIL 2008).........ccccoeevererveniinrenenne

Figura 6. Representagdo esquematica dos procedimentos de condugdo do
Experimento 1. As etapas foram conduzidas simultaneamente para os porta-
enxertos de videira SO4 ¢ R110, que sdo suscetivel e resistente a Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis, reSpectivamente. ..........c.ccuvevverrereerrenreriessveneeseeneenes

Figura 7. Teores de proteinas totais (mg g raiz fresca ') de amostras radiculares
dos porta-enxertos de videira SO4 e R110, suscetivel e resistente a Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis, respectivamente, entre zero e cinco dias apo6s
inoculagdo do patogeno (+Fo) ou imersdo de raizes em agua estéril (-Fo) (dai:
dias ap0s inoculaco do PAtOZENO). ...ccuerureruerieiiriieienieerieeterte ettt

viil

36

70



Figura 8. Atividade de quitinases (unidades de absorbancia a A 550 nm g raiz
fresca ' h'') de amostras radiculares dos porta-enxertos de videira SO4 e R110,
suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis,
respectivamente, entre zero e cinco dias apos inoculagdo do patdgeno (+Fo) ou
imersdo de raizes em agua estéril (-Fo) (dai: dias apds inoculag@o do patdogeno). ...

Figura 9. Atividade de B-1,3-glucanases (unidades de absorbancia a A 600 nm g
raiz fresca ' h™') de amostras radiculares dos porta-enxertos de videira SO4 e
R110, suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis,
respectivamente, entre zero e cinco dias apos inoculagdo do patdgeno (+Fo) ou
imersdo de raizes em agua estéril (-Fo) (dai: dias apds inoculag@o do patdogeno). ...

Figura 10. Atividade de quitinases (unidades de absorbancia a A 550 nm mg
proteina "' h™') de amostras radiculares dos porta-enxertos de videira SO4 e
R110, suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis,
respectivamente, entre zero e cinco dias apos inoculagdo do patdgeno (+Fo) ou
imersdo de raizes em agua estéril (-Fo) (dai: dias apds inoculag@o do patdogeno). ...

Figura 11. Atividade de -1,3-glucanases (unidades de absorbancia a A 600 nm
mg proteina ' h') de amostras radiculares dos porta-enxertos de videira SO4 e
R110, suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis,
respectivamente, entre zero e cinco dias apos inoculagdo do patdgeno (+Fo) ou
imersdo de raizes em agua estéril (-Fo) (dai: dias apds inoculag@o do patdgeno). ...

Figura 12. Representacdo esquemdtica dos procedimentos de condugdo do
Experimento 2. +Gi: videiras inoculadas com Glomus intraradices; -Gi: controle
desse tratamento, formado por plantas que ndo receberam inoculante micorrizico
e tiveram a microbiota ndo-micorrizica reconstituida; +Fo: videiras que tiveram
o sistema radicular inoculado com Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis; -Fo:
controle desse tratamento, no qual o sistema radicular das plantas foram imersos
€M AGUA ESTETTL...e.vieiieiieiieiietieie ettt ettt see ettt e teeteebeete et e sseenaesseenseeneensas

Figura 13. Mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 ndo
micorrizadas (-Gi) ou micorrizadas com Glomus intraradices (+Gi) apds 45 dias
do final da aclimatizag@o ex vitro. Fonte: fotografias do autor............ccccevvvrvenennen.

Figura 14. Biomassa fresca (g), relacdo entre biomassas fresca do sistema
radicular e da parte aérea (SR/PA) e taxa de colonizagdo do cortex radicular
(M%) de mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 apds 45 dias
da inoculagdo (+Gi) ou ndo (-Gi) de Glomus intraradices na fase de
aclimatizagdo ex vitro. Para biomassa fresca, colunas inferiores e superiores
representam biomassas do sistema radicular e da parte aérea, respectivamente.
Barras indicam erro-padrdo; asteriscos indicam diferengas significativas entre
tratamentos (Newman-Keuls, P<0,05; n = 8)

Figura 15. Coloniza¢do micorrizica por Glomus intraradices em tecidos
radiculares do porta-enxerto de videira SO4. la e 1b: arbusculos (ar), hifas
intrarradiculares (hi) e vesiculas (ve) de Glomus intraradices. 1c: raiz de videira
ndo micorrizada. 1d: detalhe de regido do cortex radicular com alta concentragao
de arbusculos de Glomus intraradices. Fonte: fotografias do autor. ...........ccceeueee.

ix

71

71

72

72

86



Figura 16. Atividade enzimatica de quitinases e [3-1,3-glucanases (unidades de
absorbancia mg proteinas ' h™") e teores de proteinas totais (mg g raiz fresca ™)
de amostras radiculares de mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira
SO4 submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis (Fo). Avaliagdo foi realizada quatro dias apods a
inoculagdo do patdogeno. Unidades de absorbancia (UA) da atividade hidrolitica
de quitinases e -1,3-glucanases estimadas a 550 nm e 600 nm, respectivamente.
Barras indicam erro-padrdo; asterisco indica tratamento com diferenga
significativa em rela¢@o aos demais (Newman-Keuls, P<0,05; n = 10)........c..c......

Figura 17. Perfis protéicos de eletroforese bidimensional de extratos radiculares
de mudas do porta-enxerto de videira SO4 inoculadas com Glomus intraradices
(Gi) e/ou Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Fo) e amostradas no
momento (0 dai) e aos 14 dias ap6s a inoculag@o do patogeno (14 dai). Numeros
indicam proteinas apresentadas nas Figuras 18, 19 € 20.......ccccocevirieiineininienenne

Figura 18. Bandas de proteinas com diminui¢do e aumento no nivel de
expressdo (NIs 009 e 149, respectivamente) em amostras radiculares de videiras
micorrizadas. Mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 foram
submetidas a inoculacdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis (Fo) e amostradas aos 14 dias apds a inoculacdo
O PALOZEINO. ..ottt ettt sttt sttt sttt eae

Figura 19. Bandas de proteinas induzidas (NI 396) e reprimidas (NI 474) em
amostras radiculares de videiras micorrizadas. Mudas micropropagadas do
porta-enxerto de videira SO4 foram submetidas a inoculagdo com Glomus
intraradices (Gi) e/ou Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Fo) e amostradas
aos 14 dias apds a inoculagido do PatOZENO.........eecveruereeriieieriereienteeiesieeeeaeereeeee

Figura 20. Banda de proteina com aumento no nivel de expressdo em amostras
radiculares de videiras micorrizadas e inoculadas com Fusarium oxysporum f.
sp. herbemontis (NI 186) e banda de proteina induzida pelo patdégeno em
amostras radiculares de videiras micorrizadas (NI 496). Mudas micropropagadas
do porta-enxerto de videira SO4 foram submetidas a inoculagdo com Glomus
intraradices (Gi) e/ou Fusarium spp. (Fo) e amostradas aos 14 dias apos a
INOCUIACAO dO PALOZENO. ..evveneieiieieeiieiietieie ettt ettt e ste et eaesteeseebeeneense e

97

99



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Varidveis analisadas no Experimento 2 e respectivos periodos de
amostragem apos a inoculagdo do patdogeno. Mudas micropropagadas do porta-
enxerto de videira SO4 foram submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices
e/ou Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis ¢ amostradas no momento da

X1

inoculagéo (0 dai), 4. 14, 14 ¢ 90 dias apo6s a inoculagdo do patogeno (dai). ........... 78

Tabela 2. Concentragdo de macro (g kg') e micronutrientes (mg kg™') em
tecidos da parte aérea e do sistema radicular e eficiéncia micorrizica (+Gi/-Gi)
de mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 micorrizadas (+Gi)
ou ndo micorrizadas (-Gi) com Glomus intraradices ap6s 45 dias do término da
fase de aclimatiZaga0 €X VIFO.......cccueecueecuieeieeiieeiieete et ete et seeete e sreeeaeesaae e

Tabela 3. Teores de proteinas totais obtidos a partir de extragdo fendlica de
amostras radiculares de mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira
SO4 submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou F. oxysporum
(Fo). Avaliagdes foram realizadas no momento da inoculagdo (0 dai) e aos 14
dias (14 dai) apds a inoculac@o do PatOZENO. .....ccuevveeueruirierienieiieierieeeee et

Tabela 4. Numero de identificagdo (NI), ponto isoelétrico (p/), massa molecular
(MM) e volume relativo (%) de bandas de proteinas do sistema radicular de
videiras reguladas pela infec¢do por Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis.
Mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 foram submetidas a
inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou Fusarium spp. (Fo) e amostradas
no momento da inoculagdo (0 dai) e aos 14 dias (14 dai) apds a inoculagdo do
PALOZEIIO. ...ttt ettt ettt b et sttt e at et s bt et e bt e st sbeen b e bt et bt et e ebeenee

Tabela 5. Numero de identificagdo (NI), ponto isoelétrico (p/), massa molecular
(MM) e volume relativo (%) de bandas de proteinas do sistema radicular de
videiras reguladas pela formac¢do de micorrizas. Mudas micropropagadas do
porta-enxerto de videira SO4 foram submetidas a inoculagdo com Glomus
intraradices (Gi) e/ou Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Fo) e amostradas
no momento da inoculagdo (0 dai) e aos 14 dias (14 dai) apds a inoculagdo do
PALOZEIIO. ..ttt ettt ettt ettt et ettt et e st e et e et e st e et e e e nt e et e et eeaneeenbeenneeenteen

Tabela 6. Numero de identificagdo (NI), ponto isoelétrico (p/), massa molecular
(MM) e volume relativo (%) de bandas de proteinas do sistema radicular de
videiras reguladas pela formagdo de micorrizas e infecgdo por Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis. Mudas micropropagadas do porta-enxerto de
videira SO4 foram submetidas & inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou
Fusarium spp. (Fo) e amostradas no momento da inoculagdo (0 dai) e aos 14
dias (14 dai) apds a inoculac@o do PatOZENO. .....cc.evveeueriirienienieiieierceeee e

Tabela 7. Indice de doenga de sintomas internos e externos, biomassa seca (g),
taxa de colonizagdo do cortex radicular (M%) e concentragdo de arbusculos na
fragdo radicular micorrizada (a%) de mudas micropropagadas do porta-enxerto
de videira SO4 submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Fo). Avaliagdo foi realizada 90 dias
apos a iN0culagdo dO PALOZENO. .....ccueruieriirieriiiiieieeiiert ettt 1

89

90

93

95



xii

LISTA DE ANEXOS

Anexo A. Numero de identificagdo (NI), ponto isoelétrico (p/), massa molecular
(MM) e volume relativo (%) de bandas de proteinas do sistema radicular de
videiras sem alteragdo no nivel de expressdo acima de fator igual a dois de
acordo com os tratamentos testados. Mudas micropropagadas do porta-enxerto
de videira SO4 foram submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices (Gi)
e/ou Fusarium spp. (Fo) e amostradas no momento da inoculagdo (0 dai) e aos
14 dias (14 dai) ap6s a inoculag@o do PatOZeNO. ........ceverveervenieeiienieniieierienceeee 135

Anexo B. Repeticdes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 ndo inoculadas
com Glomus intraradices (-Gi) e amostradas no momento da inoculacdo de
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (0 dai)...........ccceevveverieninieneniieninienene 144

Anexo C. Repetigdoes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 micorrizadas com
Glomus intraradices (-Gi) e amostradas no momento da inoculagdo de Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis (0 dai). .......cccecerervieniniiniiiiiieeeeeeeee e 147

Anexo D. Repeti¢does dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 ndo inoculadas
com Glomus intraradices (-Gi) e com Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (-
Fo). Amostras foram coletadas 14 dias ap6s imersdo do sistema radicular em
AgUa eSLETTL (14 da1). .eoueeiiiiiiieie e 150

Anexo E. Repeticdes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 ndo micorrizadas
com Glomus intraradices (-Gi) e inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis (+Fo). Amostras foram coletadas 14 dias apds imersdo do sistema
radicular em suspensdo de conidios do patdgeno (14 dai). ......ccoeveevereinencnnenne 153

Anexo F. Repeticoes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 micorrizadas com
Glomus intraradices (+Gi) e ndo inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis (-Fo). Amostras foram coletadas 14 dias apds imersdo do sistema
radicular em agua estéril (14 dai)........coceevereiieniniiniecee e 156

Anexo G. Repeticdes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 micorrizadas com
Glomus intraradices (+Gi) e inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis (+Fo). Amostras foram coletadas 14 dias apds imersdo do sistema
radicular em suspenséo de conidios do patdgeno (14 dai). ......cccceeveveervereenienenns 159



Xiii

LISTA DE ABREVIATURAS

a%: concentragdo de arbusculos na fragdo radicular micorrizada

ATP: adenosina trifosfato

Avr: aviruléncia

BDA: batata-dextrose-agar

C. V.: coeficiente de varia¢do

CHAPS: 3-[(3-cholamidopropyl) dimethyl-ammonio]-1-propanesulfonate
dai: dias apds inoculagdo do patogeno

DIECA: diethyldithiocarbamic acid

DNA: deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucléico)

DTT: 1,4-dithio-DL-threitol

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid (acido etilenodiamino tetra-acético)
FMA: fungos micorrizicos arbusculares

IPG: Strips of immobilized pH gradients (tiras de gradients de pH imobilizado)
ISR: Induced Systemic Resistance (Resisténcia Sistémica Induzida)

kDa: kilodalton

M%: taxa de colonizagdo micorrizica

mA: miliampere

MM: massa molecular

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo-P

NI: Numero de identifica¢do

pI: ponto isoelétrico

PMSF: Phenylmethanesulfonyl fluoride (fluoreto de fenilmetanosulfonil)
PVLG: alcool polivinilico — 4cido latico - glicerol

PVPP: polivinilpolipirrolidona

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
RNA: ribonucleic acid (acido ribonucléico)

SAR: Systemic Acquired Resistance (Resisténcia Sistémica Adquirida)
SDS: sodium dodecyl sulfate (dodecil sulfato de sodio)

SR/PA: razdo entre biomassas do sistema radicular e da parte aérea
TEMED: N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina

Tris: Tris-[hidroximetil] aminometano



Xiv

SUMARIO

RESUMO vi
ABSTRACT vii
LISTA DE FIGURAS viii
LISTA DE TABELAS xi
LISTA DE ANEXOS xii
LISTA DE ABREVIATURAS xiii
INTRODUCAO 16
REVISAO BIBLIOGRAFICA 18
1. Vitivinicultura no estado de Santa Catarina 18
2. Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis 20
3. Fusarium oxysporum 22
3.1. Como Fusarium oxysporum ataca as plantas.............c.ceeeereerreennnne. 25

3.2. Como as plantas se defendem de Fusarium oxysporum ....
4. Micorrizas arbusculares 33
4.1, ASPECLOS ZETAIS ..c.ueeutieueireeieeiienteeteetesteenteete e et st e sbe et saee b e saes 33
4.2. Micorrizas e o status nutricional do hospedeiro vegetal ................... 37

4.3. Micorrizas e a expressao de genes de defesa da planta
4.4. O efeito supressivo de micorrizas a patogenos do solo
4.4.1. Competicdo direta entre FMA e patogenos ...........................
4.4.2. Regulagdo da populag¢do microbiana no solo.......................
4.4.3. Modificagdbes no crescimento, nutrigdo e morfologia
VEGOIAL ..ottt 46
4.4.4. Respostas de defesa a patogenos em plantas micorrizadas ... 47
4.4.5. Sinais e eventos regulados por micorrizas em respostas de
defesa a PALOZENOS.............c.cccoevciieiiieiiee et
5. Protedmica
5.1. O advento da ProteOmMiCa........cevuereereeriereenieenieeienieenie e sieeie e
5.2. Um paralelo entre protedmica e gendmica
5.3. Eletroforese e espectrometria de massa.........cccceecverueennenne
5.4. Protedmica em estudos com plantas .........c.ccceveeeeeereenieeienienieenene
5.5. Protedmica em interagdes entre plantas-microorganismos
6. Sintese

OBJETIVOS E HIPOTESE 64




XV

EXPERIMENTO 1. Monitoramento da atividade de quitinases e (-1,3-
glucanases em raizes de videiras inoculadas com Fusarium oxysporum f.

sp. herbemontis 65
1. Material e Métodos 65
1.1. Recursos biolOZICOS .....ccuiruieriiriiniieieeie sttt 65

1.1.1. Porta-enxertos de Videird.................ccccoeeueceaceeneavnaiennnann 65

1.1.2. Inoculo de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis............... 66

1.2. Atividade de quitinases e -1,3-glucanases
2. RESUIAAOS. ¢ttt e
3. Discussao

EXPERIMENTO 2: Perfis de expressio de proteinas radiculares e
inducio de resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis em
genétipo de porta-enxerto de videira micorrizado com Glomus
intraradices 76

1. Material e Métodos
1.1. Recursos DIOIOZICOS .....cecviruieriieieeeiesiieiieeeie st eie e ere e sie e neeas
1.1.1. Porta-enxerto de videira

1.1.2. Inoculo de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis............... 77
1.2. Procedimentos eXPerimentais .........cceeuereerieerrereenieeneeneenieeeeseennens 77
1.3. Amostragens e analises de material vegetal............ccecevcvereeieneennen. 80
1.3.1. Biomassa e concentragdo de nutrientes de tecidos vegetais .. 80
1.3.2. Colonizag¢ao MiCOFFIZICA ...............cccoeevueeceeeaieeaieeeie e, 80
1.3.3. Atividade de quitinases e -1,3-glucanases ........................... 80
1.3.4. Extragdo fendlica, eletroforese bidimensional de proteinas
€ PEITIS PFOLEICOS. ..ottt 81
1.3.5. Sintomas externos e internos de ataque por Fusarium spp....84
2. Resultados 85
2.1. Biomassa do sistema radicular e da parte aérea e colonizagdo
MNECOTTIZICA ...ttt et 85
2.2. Atividade de quitinases e [3-1,3-glucanases ..........c.cceeeeceereeeeneennen. 88
2.3. Extragao fenolica, eletroforese bidimensional e perfis protéicos......89
2.4. Sintomas externos e internos de ataque por Fusarium spp. ............ 100
3. Discussio 101
CONCLUSOES 110
PERSPECTIVAS FUTURAS 111
REFERENCIAS 113

ANEXOS 135




16

INTRODUGAO

O cultivo da videira tem importante papel economico e social na
regido Sul do Brasil. Em Santa Catarina, a produgdo de uvas e vinhos
estd entre as principais atividades de agricultores familiares dos munici-
pios da regido do Vale do Rio do Peixe e regido Carbonifera (EPA-
GRI/CEPA, 2008). Em virtude de um cendrio favoravel e do desenvol-
vimento de sistemas de producdo de uvas finas para a produgdo de vi-
nho, esta ocorrendo a expansdo de areas de vitivinicultura na regido
Serrana, a qual pode proporcionar um aumento significativo na geragao
de renda a agricultores catarinenses.

Embora as tendéncias sejam positivas a esse setor da fruticultura
catarinense, muitos produtores tém abandonado a produgdo de uva e
vinho por causa de problemas que inviabilizam o cultivo da videira. Em
relacdo a fitossanidade, um dos entraves mais graves ¢ o declinio e mor-
te de videiras, que tem como um dos agentes causais o fungo de solo
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis. Esse patdgeno, que infecta as
plantas através do sistema radicular, encontra-se disseminado nos solos
dos vinhedos do Sul do Brasil (GARRIDO et al., 2004a). Até o0 momen-
to, a forma de controle mais preconizada para o controle da fusariose € o
uso de porta-enxertos resistentes (EPAGRI, 1998; SCHUCK et al.,
2007). A busca de novos gendtipos ¢ uma necessidade constante, uma
vez que o uso de poucos cultivares pode exercer uma pressao de seleg¢do
nas populac¢des do patdogeno. O uso integrado da resisténcia varietal e do
controle biologico ¢ uma estratégia promissora na diminui¢do da inci-
déncia e dos prejuizos dessa doenga.

A micropropagacdo e a micorrizagdo sdo biotecnologias que ofe-
recem perspectivas de melhora qualitativa na producdo de mudas de
videira. Mediante técnicas de cultura de células e de tecidos vegetais, €
possivel a manuteng@o de caracteristicas desejaveis dos recursos genéti-
cos de uma determinada cultura e, no caso de videira, a produ¢do em
escala de mudas de variedades de porta-enxertos resistentes a fusariose.
Dessa forma, pode-se disponibilizar, a partir de material vegetativo isen-
to de patogenos, porta-enxertos adequados para a formacao de vinhedos
de forma mais rapida e segura que os métodos tradicionais de propaga-
¢do por estaquia e enxertia.

As micorrizas, de ocorréncia generalizada na natureza, sdo asso-
ciagdes entre determinados fungos do solo e as raizes das plantas; um
dos efeitos mais pronunciado dessa simbiose ¢ 0 aumento na absor¢ao
de nutrientes e 4gua pelas hifas do fungo, que sdo disponibilizados ao
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hospedeiro em troca de fotossintatos (SMITH & READ, 2008). A ino-
culagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) na fase de aclimati-
zacdo de videiras micropropagadas, além de acelerar o processo de pro-
ducdo de mudas de alta qualidade, também pode diminuir a incidéncia
da fusariose. Estudos de intera¢des entre patogenos e hospedeiros vege-
tais mostraram que a micorrizagdo das plantas pode reduzir a severidade
de ataque de fungos causadores de doencas radiculares, demonstrando o
potencial de uso dessa biotecnologia como controle biologico (DAR et
al., 1997; CHU et al., 1997; POZO et al., 2002a; ZHU & YAO, 2004;
BORGES et al., 2007). A supressdo da fusariose em videiras micorriza-
das podera melhorar a expressdo do potencial genético de porta-
enxertos, até mesmo daqueles mais suscetiveis a infecg@o pelo patogeno.

Embora o controle de doengas radiculares pela formagdo de mi-
corrizas ja tenha sido objeto de diversos trabalhos, os processos envol-
vidos na resisténcia ainda estdo pouco esclarecidos, especialmente no
que se refere ao papel indutor de micorrizas na expressdo de genes de
defesa da planta e de supressdo de patégenos (VIERHEILIG et al.,
2008). Dessa forma, a interagdo Fusarium spp. X Vitis spp. apresenta-se
como um patossistema de interesse para a compreensdo de processos
fisiologicos relacionados a indugdo de resisténcia por micorrizas contra
patogeno radicular.

A partir destes pressupostos, o trabalho tem como objetivo avali-
ar, em genoétipo de porta-enxerto suscetivel a fusariose, o papel da for-
macdo de micorriza na expressao de proteinas radiculares e na indugdo
de resisténcia localizada contra F. oxysporum f. sp. herbemontis.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Vitivinicultura no estado de Santa Catarina

A produc¢do de uvas no Brasil é gira em torno de 1,3 milhdes de
tonelada ao ano, volume do qual aproximadamente metade vai para
processamento, na produgdo de sucos, vinhos e outros derivados, € a
outra metade para consumo in natura (MELLO, 2009; IBGE, 2010).
Segundo dados do IBGE de 2008 (IBGE, 2010) A area de producdo de
uva € pouco mais de 81.000 hectares, dos quais mais de 70% se encontra
na regido Sul do pais. O estado de Santa Catarina é o sexto produtor
nacional de uva e o segundo produtor nacional de vinhos e mosto, com
4% e 5% do volume total, respectivamente (ICEPA/SC, 2004; EPA-
GRI/CEPA, 2008).

A vitivinicultura catarinense esta concentrada principalmente nos
municipios da Microrregido de Joagaba, que respondem por mais de
60% da producgdo estadual e possuem as principais cantinas de vinho
(EPAGRI/CEPA, 2008). Nessa regido, onde 85% dos estabelecimentos
rurais tém até 50 hectares (IBGE, 1997), o cultivo da videira e a produ-
¢do de vinho sdo realizados principalmente por agricultores familiares,
gerando uma quantidade expressiva de empregos e adquirindo assim um
papel importante do ponto de vista socioeconémico (GALLOTTI, 1991;
EPAGRI/CEPA, 2008).

As areas de vinhedo em Santa Catarina apresentaram um aumen-
to nos ultimos anos (SANTA CATARINA, 2003), girando em torno de
4.800 hectares (IBGE, 2010). Iniciativas do poder publico estadual e do
setor privado apontam para uma expansdo do quadro atual desse setor da
fruticultura, principalmente nas regides Oeste ¢ Serrana de Santa Catari-
na. Essa ultima regido conta com mais de 200 ha de uvas viniferas para
producdo de vinho, embora os primeiros vinhedos tenham sido implan-
tados ha menos de 10 anos (EPAGRI/CEPA, 2008). Para se garantir
espaco e competitividade, principalmente no mercado externo, torna-se
necessaria a busca de novas tecnologias que visem a obtengdo de um
produto com menor custo de produgdo e de alta qualidade, alcangados
pelo menor uso de produtos quimicos no cultivo desta frutifera.

Questdes relacionadas ao mercado de uva e vinho se apresentam
como fatores de risco e desestimulo aos vitivinicultores de Santa Catari-
na: a competi¢do da producao catarinense com a de outros estados brasi-
leiros, especialmente o Rio Grande do Sul, e a importagcdo de vinhos
finos da Argentina e Chile, favorecida pelo cdmbio favoravel (EPA-
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GRI/CEPA, 2008). A especulagdo por parte de compradores e o baixo
preco pago a uva in natura também sao problemas enfrentados na viti-
cultura catarinense (BARNI et al., 2007).

Em relacdo a fitossanidade, as doengas causadas por fungos cons-
tituem entraves a expansao da vitivinicultura em nosso estado. Os gastos
com o controle de doencas podem representar até um terco do custo de
producdo, sem contar riscos de contaminacdo do agricultor e do meio
ambiente com produtos toxicos comumente utilizados (SONEGO et al.,
2005). Na parte aérea, as principais doencas sdo o mildio (Plasmopara
viticola), a antracnose (Elsinoe ampelina), a podridao cinzenta (Botryo-
tinia fuckeliana), o oidio (Uncinula necator), além de podriddes do
cacho causadas por Melanconium fuligineum e Glomerella cingulata
(SONEGO et al., 2005).

Em relacdo ao sistema radicular, o declinio e morte de videiras é
um problema fitossanitario que assola os vinhedos de Santa Catarina e
Rio Grande do Sul (GARRIDO et al., 2004a). Os censos agropecudrios
de 1985 e 1995 mostraram que em Santa Catarina, durante esse periodo,
houve diminui¢do na area colhida de uva de 5.604 hectares para 2.899
hectares, acompanhado de redugdo na produtividade (ICEPA/SC, 1998).
O desestimulo de viticultores na manutengao dessa atividade foi atribui-
do, entre outros fatores, ao declinio e morte de videiras (GALLOTTI &
SCHUCK, 1991; EPAGRI, 1998). Em Santa Catarina, na regido do Vale
do Rio do Peixe, esse problema foi motivo para o arranquio de 50% das
videiras entre os anos de 1980 e 1990 (TAGLIARI, 2006).

Os principais agentes bioticos relacionados ao declinio e morte de
videiras sdo (GARRIDO & SONEGO, 1999; GARRIDO et al., 2004a):

- virus causadores do complexo rugoso da videira;

- insetos: pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis), filoxera (Daktu-
losphaira vitifoliae), cochonilhas-do-tronco (Hemiberlesia lataniae,
Duplaspidiotus tesseratus e D. fossor);

- fungos: causadores de murcha vascular (Fusarium oxysporum), de
podriddo radicular (Cylindrocarpon sp., Verticillium sp., Rosellinia
necatrix, Armillaria mellea e Phytophthora sp.), de apodrecimento do
tronco e ramos (Botryosphaeria sp., Eutypa lata, Phomopsis viticola e
Stereum sp.).

Pode-se constatar em uma planta, por exemplo, a presenga de trés
agentes etiologicos do declinio e morte de videiras. As viroses, insetos e
fungos causam debilitacdo gradual e diminuem o desenvolvimento e
producao dos vinhedos (GARRIDO et al., 2004a).



20

2. Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis

Fusarium oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & Hansen f.
sp. herbemontis Tochetto € agente causador da doenga conhecida como
fusariose e ¢ um dos principais causadores de declinio e morte de videi-
ras. O nome da forma specialis é originado da cultivar de videira Her-
bemont, na qual foi feito o trabalho pioneiro de investigacdo, identifica-
¢do e isolamento de F. oxysporum por Tochetto (1954). Esse fungo esta
disseminado nos solos do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina (GRI-
GOLETTIJR., 1993; GARRIDO et al., 2004a).

O micélio de Fusarium spp. infecta as videiras através das raizes,
penetrando no sistema vascular das plantas e, dessa forma, provocando
o bloqueio dos vasos do xilema e a morte por efeitos indiretos, devido a
obstrug¢do de transporte de agua (GALLOTTI & GRIGOLETTI JR.,
1990). A invas3o dos tecidos radiculares ¢ facilitada por ferimentos
causados por implementos agricolas ou por pragas do solo (SONEGO et
al., 2005). Propriedades comuns nos solos das regides de cultivo de
videira, como acidez e teor alto de matéria organica sdo favoraveis a
doenca. Mudas de viveiros contaminados podem representar uma forma
de disseminagao a longas distancias (SONEGO et al., 2005).

As plantas apresentam retardamento nas brotagdes e diminuigdo
no vigor, com folhas pequenas e necroticas. No verdo pode ocorrer uma
forma aguda da doencga; em plantas aparentemente normais, as folhas
murcham e ficam amareladas e os cachos murcham e ficam aderidos ao
ramo. O sintoma interno, visivel a olho nu e caracteristico da doenca é o
escurecimento da regido do lenho ou xilema, que pode se prolongar da
raiz até a parte aérea (GALLOTTI, 1989; GALLOTTI & GRIGOLETTI
JR., 1990; GRIGOLETTI JR., 1993; GARRIDO & SONEGO, 1999;
SONEGO et al., 2005). Ao microscopio, sdo observadas a formacio de
tiloses e a produgdo de gomas, reagdes da planta frente ao avanco do
patégeno, mas que contribuem para a obstrug¢do dos vasos de xilema
(GRIGOLETTI JR., 1993).

O declinio e morte de videiras causado por F. oxysporum nao ¢é
exclusividade do Brasil. Em vinhedos da Califérnia, F. oxysporum esta
associado a podridoes radiculares (OMER et al., 1999), ndo sendo agen-
te causal de murcha vascular como € o caso no Brasil. Embora ndo tenha
se mostrado claramente, esses autores relacionaram a incidéncia do
fungo com a populacdo de filoxera no solo, uma vez que esse inseto
pode causar ferimentos nas raizes que servem de ponto de infec¢do para
o fungo (OMER et al., 1999). Tal associacdo inseto-praga/fungo pato-
génico provavelmente ocorre, nas condigdes do Sul do Brasil, entre a
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pérola-da-terra e F. oxysporum f. sp. herbemontis, sugerindo a necessi-
dade de estudos.

Fusarium sp. e Fusarium oxysporum foram isolados de mudas de
videira em viveiros apresentando sintomas de declinio na Africa do Sul
(HALLEEN et al., 2003) e na Polonia (KROL, 2006), respectivamente.
Na Australia, F. oxysporum causou podridao radicular e diminui¢do do
volume de raizes que resultaram em brotagdes fracas e atrasadas e baixa
produtividade de frutos (HIGHET & NAIR, 1995).

Os estudos acima demonstraram que, diversamente das condigdes
do Brasil, a espécie F. oxysporum ¢é agente causador de podriddes radi-
culares e ndo de murcha vascular. No mesmo sentido, a ocorréncia da
forma specialis herbemontis de F. oxysporum em videira foi registrada,
até o momento, somente em areas brasileiras, principalmente nos esta-
dos de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (GALLOTTI, 1991; GAR-
RIDO et al., 2004a), ndo se encontrando, a partir de busca realizada em
um banco internacional de referéncias bibliograficas
(http://apps.isiknowledge.com), artigos ou informagdes sobre o assunto
em outros paises.

De forma semelhante ao que ocorre com outros patogenos radicu-
lares, F. oxysporum f sp. herbemontis ¢ de dificil controle. O fungo
sobrevive no solo na forma de clamiddsporos, que sdo estruturas de
resisténcia, ou em tecidos anteriormente infectados, como raizes (GRI-
GOLETTI JR., 1993), tornando a area atacada praticamente inviadvel
para novos cultivos, forcando seu abandono ¢ a mudanca dos vinhedos
para outros locais (GALLOTTI & GRIGOLETTI JR., 1990). O uso de
produtos quimicos em videiras atacadas pelo patdgeno mostrou pouca
eficiéncia, além de tais substincias acarretarem aumento no custo de
produgdo e serem perigosos ao ambiente e a saide do produtor e do
consumidor (SCHUCK et al., 1993).

Dessa forma, o uso de porta-enxertos resistentes a fusariose €
uma das mais eficientes medidas de controle dessa doenga. A resisténcia
varietal ¢, inclusive, critério preponderante na selecdo de gendtipos de
porta-enxertos de videira para Santa Catarina. Embora possuam capaci-
dade de enraizamento baixa, os porta-enxertos Paulsen 1103, R99 (Vitis
berlandieri x V. rupestris), VR043-43 ¢ VR039-19 (V. vinifera x V.
rotundifolia) sdo recomendados atualmente em Santa Catarina, em vir-
tude da resisténcia a Fusarium spp. (EPAGRI, 1998; SCHUCK et al.,
2007). Entretanto, mesmo sendo os menos suscetiveis, porta-enxertos
como Paulsen 1103 morrem em decorréncia do ataque do patdégeno; sua
vantagem de uso € o de terem um ciclo de vida produtivo relativamente
mais longo que as demais cultivares (GALLOTTI & SCHUCK, 1991).
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Os porta-enxertos do grupo V. berlandieri x V. riparia (SO4, Ko-
ber 5BB, Solferino), que ja foram bastante utilizados nas regides produ-
toras de uva em Santa Catarina por suas caracteristicas desejaveis, sdo
altamente suscetiveis ao ataque de F. oxysporum f. sp. herbemontis (S-
CHUCK et al., 1993; ANDRADE et al., 1993; GRIGOLETTI JR.,
1993). Porta-enxertos de V. riparia x V. rupestris (101-14, 3306, 3309)
tém resisténcia intermedidria, enquanto os pertencentes ao cruzamento
V. berlandieri X V. rupestris, sdo resistentes, como mostrado acima. Isso
indica que a espécie V. riparia é a fonte de suscetibilidade (GRIGO-
LETTI JR., 1993). No trabalho de Omer et al. (1999), o porta-enxerto
R110 apresentou resisténcia mediana e os porta-enxertos St. George (V.
rupestris), 420A e 5C (V. berlandieri x V. riparia) ndo apresentaram
sintomas de podridado radiculares nas condi¢des do estudo.

Grigoletti Jr. (1985) ndo constatou interagdes diferenciadas entre
genoétipos de videira e isolados de F. oxysporum f. sp. herbemontis,
indicando a inexisténcia de ragas fisiologicas de patdgeno.

3. Fusarium oxysporum

O género Fusarium ¢ formado por fungos de distribuicdo cosmo-
polita, e inclui espécies causadoras de doengas tanto em plantas como
animais, tendo, inclusive, provaveis usos na elaboragdo de armas biolo-
gicas (LESLIE & SUMMEREL, 2006). A principal caracteristica do
género ¢ a producao de macroconidios fusiformes como uma das estru-
turas de reproducgdo assexuada (BOOTH, 1975; DI PIETRO et al.,
2003). Esses fungos do solo sdo necrotroficos, ou seja, matam tecidos
vegetais com toxinas ou enzimas que promovem a lise e morte da célula
hospedeira, permitindo o acesso a nutrientes e o crescimento do patoge-
no (AGRIOS, 2005; OKUBARA & PAULITZ, 2005).

Algumas espécies de Fusarium completam o ciclo sexual, possu-
indo o estado teleomorfico, e tecnicamente passam a ter outra denomi-
nacdo de género. Por exemplo, Gibberella zeae ¢é o estado teleomorfico
correspondente a F. graminearum. De acordo com Leslie & Summerel
(2006), os géneros Albonectria, Gibberella e Haematonectria compre-
endem os teleomorfos conhecidos de espécies de Fusarium. Para a mai-
oria das espécies ainda se conhece somente o estado anamorfico, onde
ha somente a producdo de esporos assexuados (DI PIETRO et al., 2003;
LESLIE & SUMMEREL, 2006).

A presenca de Fusarium nos solos agricolas e em formagdes ve-
getais € generalizada; Leslie & Summerel (2006) destacam que “se esta
verde, ha algum Fusarium que pode crescer sobre, dentro ou com ele”.
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Da mesma forma que possuem um amplo espectro de hospedeiros vege-
tais, as espécies patogénicas de Fusarium causam varios tipos de doen-
cas: podriddes de raizes e de frutos, cancros, doengas foliares e murchas
vasculares. Sdo exemplos: Fusarium solani, causador de podriddes radi-
culares e de sementes; F. decemcellulare, causador de cancros em fruti-
feras tropicais; F. redolens, agente causal de podriddes radiculares em
plantas de regides temperadas; F. proliferatum, causador de podriddes
em frutos; F. subglutinans, causador de manchas foliares; e F. oxyspo-
rum, agente causal de murchas vasculares (LESLIE & SUMMEREL,
2006).

Dentro do género Fusarium, F. oxysporum €, sem duvida, a de
maior destaque, sendo a espécie mais dispersa no planeta, podendo ser
encontrada até no artico. F. oxysporum ¢ um fungo do solo e compreen-
de mais de 120 formae speciales, subdivisdo taxonémica utilizada para
as variantes patogénicas, de acordo com a espécie hospedeira infectada
(DI PIETRO et al., 2003; LESLIE & SUMMEREL, 2006). Sdo exem-
plos de hospedeiro e patdgeno respectivo: tomateiro e F. oxysporum f.
sp. lycopersici; bananeira e F. oxysporum f. sp. cubense. O ataque de F.
oxysporum esta associado a murchas vasculares, embora possa causar
também podriddes radiculares em lirio (BAAYEN & RIJKENBERG,
1999) e em videira (OMER et al., 1999).

Nao ha distingdo morfologica clara de isolados de F. oxysporum
pertencentes a diferentes formae speciales. Para algumas destas catego-
rias taxonomicas existe a divisdo em ragas fisiologicas, caracterizadas de
acordo com a interagdo diferenciada entre uma ou mais estirpe do pato-
geno e gendtipos do hospedeiro vegetal (GORDON & MARTYN, 1997;
AGRIOS, 2005).

Os principais critérios morfologicos que distinguem F. oxyspo-
rum das demais espécies do género sdo: a formacdo de monofialides
curtas, das quais sdo produzidos microconidios em falsas cabecas; a
produgdo de clamidosporos (esporo de resisténcia); e a morfologia dos
macro e microconidios (Figura 1) (GORDON & MARTYN, 1997;
LESLIE & SUMMEREL, 2006).

E conhecido somente o estado anamoérfico de F. oxysporum. Em-
bora se reproduza assexuadamente, a espécie possui uma variabilidade
genética consideravel, observada pelas variacdes de formae speciales e
de isolados ndo patogénicos habitantes do solo, por exemplo. Essa capa-
cidade de alcangar combinagdes genéticas esta relacionada a estratégias
como mutagdes mediadas por transposons ou “genes saltitantes”; perdas
parciais ou completas de cromossomos; e & parassexualidade, na qual ha
recombinagdo, pela troca de cromossomos ou de fragmentos destes,
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através de células das hifas que possuem dois nucleos geneticamente
diferentes (GORDON & MARTYN, 1997; TEUNISSEN et al., 2002;
AGRIOS, 2005). Na manuteng@o de isolados patogénicos do fungo in
vitro, a manipulacdo e a multiplicagdo em meios nutritivos podem indu-
zir a mutagdes rapidamente, promovendo o desenvolvimento de isolados
ndo patogénicos. Na produgdo de indculo de F. oxypsorum, uma estraté-
gia para impedir isso € permitir o crescimento de colonias do fungo com
diametros relativamente pequenos, diminuindo assim a taxa de mutagdes
por parassexualidade (NELSON et al., 1983).

Figura 1. Estruturas tipicas de Fusarium oxysporum sob microcultivo em SNA
(Spezieller Nahrstoffarmer Agar). 1a: macroconidios (mac) sobre microfialides
curtas (mf). 1b: microconidios (mic) e macroconidios (mac). 1c: clamiddsporo
(cla) formado a partir de macroconidio. 1d: clamiddsporos (cla) formados a
partir de hifas. Fonte: fotografias do autor.

Estudos recentes com marcadores moleculares sugerem tanto ori-
gem monofilética como polifilética de determinadas formae speciales de
F. oxysporum. Entretanto, isso ainda ¢ uma matéria de muita discussao,
como ¢é o caso de F. oxysporum f. sp. cubense. A analise de 165 isolados
desse patdgeno da bananeira, feita por Koenig et al. (1997), dividiu a
maioria das linhagens em dois grupos distintos geneticamente, sugerin-
do uma origem polifilética da espécie e que a patogenicidade ¢ um feno-
tipo adquirido de forma independente. J4 no trabalho de Nel et al.
(2006), os trés isolados patogénicos avaliados, oriundos de regides geo-
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graficas distintas, apresentaram similaridade genética, enquanto 60 iso-
lados ndo patogénicos, ao contrario, foram geneticamente distintos.

Estirpes patogénicas e ndo patogénicas de F. oxysporum podem
viver na rizosfera das plantas ou como saprofitico no solo e nesse caso,
até por varios anos na auséncia do hospedeiro, nas formas de micélio ou
como clamidosporo (AGRIOS, 2005). Os padrdes de colonizacdo da
superficie radicular sdo similares entre isolados patogénicos e ndo pato-
génicos, como constataram Olivain & Alabouvette (1997) na interacao
de tomateiro com F. oxysporum f. sp. lycopersici.

A ampla ocorréncia de estirpes ndo patogénicas no solo indica
que formas patogénicas de F. oxysporum podem se originar dos primei-
ros. Essa adaptacdo ecoldgica do fungo provém da selecdo de variagdes
genéticas de F. oxysporum habitantes da rizosfera - a principio in6cuos a
futura planta hospedeira - que permitiram ao fungo invadir o cortex e o
xilema do hospedeiro e causar doenca (GORDON & MARTYN, 1997).

A importancia de F. oxysporum como patdgeno vegetal esta rela-
cionada a dois fatores: o primeiro se refere ao hospedeiro vegetal: a
complexidade genética da resisténcia a esse patdogeno torna dificil o
trabalho de melhoramento de plantas. O segundo se refere ao patdgeno:
F. oxysporum pode persistir no solo por um longo periodo de tempo
como conidio, na superficie radicular do hospedeiro vegetal, ou como
clamidésporo, em estagio dormente na auséncia do hospedeiro. Isso
justifica o interesse na investigacdo das bases genéticas de resisténcia de
plantas a esse importante patdogeno na agricultura (BERROCAL-LOBO
& MOLINA, 2008).

3.1. Como Fusarium oxysporum ataca as plantas

Pesquisas na area da biologia molecular, associadas a observa-
coes citoldgicas e de alteragdes morfoldgicas nos tecidos vegetais do
hospedeiro, tém ajudado na elucidacdo dos passos do processo de infec-
¢do por F. oxysporum e das reagdes de defesa do hospedeiro vegetal. O
patossistema tomateiro - F. oxysporum f. sp. lycopersici ¢ um dos mais
utilizados nas pesquisas de expressdo de genes e mudancas estruturais e
bioquimicas.

No artigo de Di Pietro e co-autores (2003) sdo apresentados 15
genes até entdo conhecidos em 2003 e que estdo relacionados com o
processo de infec¢do por F. oxysporum. Os estudos foram realizados
pelo método de nocaute de genes, ou seja, inativagdo de um ou mais
genes cuja fungdo acredita-se estar relacionada a patogénese, gerando
mutantes incapazes de expressar um determinado fenotipo, que sdo
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comparados com isolados do tipo selvagem (RECORBET et al., 2003;
DI PIETRO et al., 2003).

Podem ser enumerados os seguintes passos no processo de esta-
belecimento de F. oxysporum no hospedeiro vegetal (DI PIETRO et al.,
2003; RECORBET et al., 2003):

- reconhecimento da proximidade de raizes sem contato fisico, por meio
de sinais moleculares ainda desconhecidos;

- germinag¢do de conidios e colonizacdo da superficie celular;

- fixacdo e diferenciagdo da hifa especializada de penetragdo na superfi-
cie radicular;

- penetracdo do cortex radicular e degradagdo de barreiras fisicas do
hospedeiro, permitindo o alcance do tecido vascular;

- adaptacdo aos tecidos internos do hospedeiro, permitindo superar as
respostas de defesa da planta e tolerar os compostos antifiingicos;

- desenvolvimento de hifas e produgdo de microconidios que sdo trans-
portados dentro dos vasos de xilema;

- secrecao de determinantes de viruléncia como peptideos e fitotoxinas.

Os sintomas caracteristicos de murcha surgem devido ao estresse
hidrico da planta, em decorréncia da obstrugdo dos vasos de xilema.
Cabe destacar que além de Fusarium, a murcha vascular de plantas cau-
sada por fungos ¢ restrita somente a outros trés géneros: Ceratocystis,
Ophiostoma e Verticillium (AGRIOS, 2005). A obstrugdo do transporte
de agua e nutrientes das raizes para a parte aérea ¢ oriunda da combina-
¢do do crescimento do patdégeno; pelo acimulo de micélio nos vasos de
xilema e producdo de toxinas; e de respostas de defesas do hospedeiro,
como producdo de géis, gomas e tiloses e pelo estreitamento dos vasos
de xilema devido a proliferagdo de células do parénquima (DI PIETRO
et al., 2003; RECORBET et al., 2003; LESLIE & SUMMEREL, 2006).

A fase critica do processo de colonizacdo pelo patdgeno parece
ser a transposicdo da parede celular, uma barreira fisica de defesa do
hospedeiro vegetal. Para poder degradar os componentes da parede celu-
lar, F. oxysporum utiliza um arsenal enzimatico, secretando poligalactu-
ronases, pectato liases, xilanases e proteases. As duas primeiras enzimas
estdo envolvidas na degradacdo de pectinas, polissacarideos que repre-
sentam fragdo consideravel da parede celular das plantas; xilanases cau-
sam a despolimerizacdo de xilanas, um tipo de hemicelulose, enquanto
proteases sdo enzimas capazes de degradar proteinas componentes da
parede celular (TAIZ & ZEIGER, 2002; DI PIETRO et al., 2003; A-
GRIOS, 2005).

Além de superar a parede celular, F. oxysporum precisa driblar
outros mecanismos de defesa estruturais e bioquimicos para poder colo-
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nizar o hospedeiro. O avanco das hifas do patdgeno pode ser impedido
por géis vasculares e tiloses no xilema, reacdo que, como exposto ante-
riormente, contribui para o processo de obstrucdo dos vasos e conse-
qiiente murcha. Em tomateiros, ha producao de compostos antifingicos,
de proteinas relacionadas a patogénese e mesmo acumulo de enxofre
elementar no xilema de tomateiros infectados. Essa mesma espécie ve-
getal produz a saponina o-tomatina, que reage com esteréis nas mem-
branas celulares do fungo (ARNESON & DURBIN, 1968); em contra-
ataque, F. oxysporum possui estratégias como modificagdo do teor de
esterol da membrana e secrecdo de tomatinase, enzima capaz de degra-
dar a a-tomatina (DI PIETRO et al., 2003). A importancia dessa enzima
fingica para a patogenicidade de F. oxysporum ¢é clara, mas o papel dela
ainda ¢ assunto de discussdo, pois parece estar relacionada a nutricdo
(RECORBET et al., 2003) ou pode também estar envolvida na supres-
sdo de processos de sinalizagdo da resisténcia vegetal (DI PIETRO et
al., 2003).

Outra estratégia de defesa contra o patégeno foi constatada por
Madri et al. (2003). Esses pesquisadores identificaram o gene chsV,
codificador de quitina sintase classe V, uma proteina integral da mem-
brana celular que tem como funcdo catalisar a polimerizacdo de poli-
B(1,4)-N-acetil-D-glucosamina para quitina. Esse polimero de carboi-
dratos, junto com outros dois (B-1,3-glucana, e a-1,3-glucana), sdo
constituintes estruturais, responsaveis pela rigidez da parede celular
fangica (SCHOFFELMEER et al., 1999). Assim, a expressdo do gene
chsV ¢ determinante para a patogenicidade, uma vez que a produgdo de
quitina ¢ uma defesa estrutural que previne o contato de compostos anti-
fingicos aos respectivos alvos nas células fungicas (MADRI et al.,
2003).

3.2. Como as plantas se defendem de Fusarium oxysporum

As plantas impedem ou suprimem o ataque de patégenos por
meio de estratégias de defesa pré-existentes ou induzidas, que podem ser
de natureza estrutural ou quimica. Paredes celulares espessas e mais
resistentes sdo barreiras fisicas pré-existentes que podem inibir o avango
de patogenos; exsudatos radiculares podem ter acdo fungitoxica e repre-
sentam uma forma de defesa quimica (AGRIOS, 2005). As defesas in-
duzidas sdo respostas a presenca do patdogeno, acionadas pelo reconhe-
cimento de elicitores, moléculas oriundas do microorganismo patogéni-
co ou de compostos liberados da parede celular da planta, por agdo de
enzimas extracelulares. Os elicitores agem como sinais bioquimicos
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externos, perceptiveis na membrana celular da planta, que ativam rotas
de sinais internos e a expressdo de genes. As principais respostas de
defesa induzidas sdo modificacdes na parede celular, producdo de meta-
bolitos secundarios, especialmente pela ativacdo da rota de fenilpropa-
noéides, e acimulo de proteinas relacionadas a patogénese, como quitina-
ses, B-1,3-glucanases e quitosanases (AGRIOS, 2005).

De acordo com o patossistema, a resisténcia do hospedeiro vege-
tal pode ser controlada por um gene (monogénica), por poucos (oligogé-
nica) ou por multiplos genes (multigénica). Em Arabidopsis thaliana, a
planta-modelo em estudos moleculares, a resisténcia é uma caracteristi-
ca oligogénica (BERROCAL-LOBO & MOLINA, 2008). Cruzando
ecotipos resistente e suscetivel a F. oxysporum f. sp. matthioli, Diener &
Ausubel (2005) identificaram seis locos de resisténcia ao patdgeno (de-
nominados RFOn), dos quais o de maior contribuicdo foi RFO1. A resis-
téncia mediada por RFO1 ndo demonstrou ser raca-especifica, uma vez
que plantas suscetiveis que receberam o alelo RFO1 também foram
resistentes a F. oxysporum f. sp. raphani. Esse gene parece codificar um
receptor do tipo quinase que ndo contém um dominio extracelular rico
em leucina (DIENER & AUSUBEL, 2005).

Nos patossistemas tomateiro - F. oxysporum f.sp. lycopersici e
meldo - F. oxysporum f.sp. melonis, o trabalho de Huertas-Gonzalez et
al. (1999) sugere a presenga de uma interacdo gene-a-gene. Nesses ca-
s0s, a resisténcia € regulada por genes R, que codificam proteinas capa-
zes de reconhecer a presenca de compostos especificos originados do
patdgeno. Os genes correspondentes, responsaveis pela producdo desses
compostos sdo denominados de genes de aviruléncia (Avr) (AGRIOS,
2005). A resisténcia a F. oxysporum f. sp. lycopersici em tomateiro,
conferida pelos locos /, varia entre as racas especificas do patdogeno. O
loco I-3 atua no reconhecimento de uma proteina secretada pelo patoge-
no durante a invasdo do xilema, codificado pelo gene Six1, sugerindo
que esse corresponde a uma proteina Avr (REP et al., 2004; BERRO-
CAL-LOBO & MOLINA, 2008).

Os exemplos acima mostram a variabilidade de formas de regula-
¢do da resisténcia de plantas a F. oxysporum, que pode ser mediada por
multiplos genes ou por interagdes gene-a-gene, pelo reconhecimento de
elicitores ou proteinas Avr, respectivamente (BERROCAL-LOBO &
MOLINA, 2008). Esses autores resumem 0s processos bioquimicos de
reconhecimento e ativacdo de genes de resisténcia em A. thaliana nos
seguintes passos (Figura 2):
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(a) reconhecimento de elicitores fungicos ou PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns, padrdes moleculares associados a pato-
genos) por proteinas receptoras ancoradas na membrana plasmadtica,
como RFO1, induzindo rotas de sinalizag@o no interior da célula;

(b) ativacdo de canais de Ca’" e aumento da concentragio desse fon no
citoplasma acionam a ativagdo de NADPH oxidases e peroxidases, que
levam a produgdo de perdxido de hidrogénio e queima oxidativa;

(c) uma cascata de sinais do tipo MAP-quinases (mitogen activated
protein kinases - proteino-quinases ativadas por mitdégenos) ativa rotas
de defesa celular mediadas por acido salicilico, etileno, 4cido jasmdnico
ou acido abscisico;

(d) as rotas de transdu¢do de sinais reguladas por esses horménios con-
trolam a expressdo de genes de defesa contra F. oxysporum, por meio de
fatores de transcrigao.

Fator de transcri¢ao ¢ qualquer grupo de proteinas capaz de se li-
gar a molécula de DNA durante o processo de transcri¢do e regular a
atividade de RNA polimerases (ATTWOOQOD, 2006). As proteinas ERF
(ethylene response factor) formam um grupo de fator de transcricdo que
atua diretamente na ativacdo ou inibi¢do de respostas de defesa, regu-
lando genes que codificam proteinas relacionadas a patogénese e enzi-
mas relacionadas a sintese de metabolitos secundarios.

A queima oxidativa é uma estratégia que, igualmente nas folhas,
causa a morte celular e limita de forma rapida a o crescimento do pat6-
geno no local de infec¢do (OKUBARA & PAULITZ, 2005). Fitotoxinas
podem atuar como elicitores na expressdo de genes relacionados a
queima oxidativa. NADPH oxidase e peroxidase, enzimas que atuam na
defesa contra patogenos, também estdo relacionadas com essa estratégia
de restricdo do avango do patogeno. A producdo de espécies reativas a
oxigénio, dependendo do patossistema, pode contribuir ou impedir o
desenvolvimento de F. oxysporum, mostrando que esse processo nao
esta claro (BERROCAL-LOBO & MOLINA, 2008).

Junto com a producdo de espécies reativas a oxigénio, as rotas de
sinalizagdo de acido salicilico, etileno e acido jasmdnico atuam na ativa-
¢do de resisténcia a F. oxysporum em A. thaliana. Acido salicilico, por
exemplo, regula a indugdo de resisténcia sistémica adquirida, promo-
vendo a resisténcia em partes distantes do ponto de infeccdo e de inva-
sdo dos tecidos radiculares e a producdo de proteinas relacionadas a
patogénese. Acido abscisico apresenta resultados contraditorios, de mo-
do que ndo esta claro o papel desse hormdnio na resisténcia de A. thali-
ana (BERROCAL-LOBO & MOLINA, 2008).



30

Proteina do
tipo quinase

associada a
parede celular

———> NADPH oxidases

peroxidases

4% Queima & H20,
oxidativa

fosforilagdo /

"

MAP2K

fosforilagdo

" (c)

MAPK @ (d)
%

Figura 2. Reconhecimento de Fusarium oxysporum, sinalizagdo intracelular,
rotas de transdugdo de sinais e produtos génicos envolvidos nas respostas de
resisténcia de Arabidopsis thaliana ao patdogeno, de acordo com o entendimento
atual. MAP3K: MAP-quinase quinase quinase; MAP2K: MAP-quinase quinase;
MAPK: MAP-quinase. FT: fator de transcricdo. PR: proteina relacionada a
patogénese. PR-1: fungdo desconhecida; PR-5: similar a taumatina; PR-4: do
tipo quitinase; TT5: transparent testa 5, do tipo chalcona isomerase; PDF1.2:
proteina antifingica de baixa massa molecular rica em cisteina; THI2.1: protei-
na do tipo tionina, capaz de se ligar a receptor de toxina. Adaptado de Berrocal-
Lobo & Molina (2008), com informagdes adicionais de iHOP (2010) e Kersten
& Nagel (2010).
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Por outro lado, Okubara & Paulitz (2005) afirmam que a resistén-
cia sist€émica adquirida mediada por acido salicilico ndo é induzida por
patdgenos radiculares e as resposta de defesa em raizes sdo dependentes
de acido jasmonico e etileno, que conferem resisténcia geral e relativa-
mente fraca. Estudos poderfo esclarecer essa questio, e como destacam
esses autores, apenas um pequeno numero de rotas de defesa e meca-
nismos de resisténcia ja descritos para interagdes com patdgenos na
parte aérea foi registrado em raizes.

Trabalhos revisados por Berrocal-Lobo & Molina (2008) indicam
que as proteinas heterotriméricas G também fazem parte da resisténcia a
F. oxysporum em A. thaliana. Essas proteinas sdo compostas por trés
subunidades (o, B,y) e ocorrem na superficie interna da membrana
plasmatica, transmitindo diversos sinais externos ‘“captados” por recep-
tores na superficie externa da célula. Essas proteinas também regulam
diversas rotas de sinalizacdo, como aquelas mediadas por auxina, gibe-
relina e acido abscisico (TAIZ & ZEIGER, 2002; BERROCAL-LOBO
& MOLINA, 2008). Entretanto, a base molecular da resisténcia mediada
por proteinas G ¢ desconhecida, mas demonstrou ser independente das
rotas reguladas por acido salicilico e etileno (BERROCAL-LOBO &
MOLINA, 2008).

O reconhecimento do patégeno e a ativacdo de rotas de transdu-
¢do de sinais levam a expressdo de genes relacionados a resisténcia e
conseqiiente producdo de compostos capazes de evitar ou restringir a
colonizagdo de tecidos no hospedeiro. Na “frente de combate”, barreiras
fisicas ou quimicas sdo usadas como estratégias contra F. oxysporum,
Okubara & Paulitz (2005) citam como exemplos, producdo de metaboli-
tos antimicrobianos, inativagao de toxinas e enzimas liticas e ativagdo de
respostas de defesa a partir de elicitores provindos do patdégeno.

No trabalho de Olivain & Alabouvette (1997) ¢ apresentado um
exemplo de barreira fisica. Observagdes citologicas do processo de in-
fec¢do de F. oxysporum f. sp. lycopersici, feitas durante 10 dias, consta-
taram o espessamento de parede celular e deposicdes intra e intercelular
sobre a hifa do patéogeno. Comparando o processo de colonizagdo radi-
cular de isolados patogénicos e ndo patogénicos, esses autores verifica-
ram que a diferenca estd na superacdo de barreiras de defesa do hospe-
deiro vegetal: o isolado ndo patogénico foi impedido de avangar, en-
quanto para o isolado patogénico tais barreiras foram descontinuas e
formadas tarde o suficiente para que o fungo pudesse transpor tal estra-
tégia de defesa. Eles concluiram que os fendmenos decisivos para o
sucesso ou falha de uma infec¢do vascular sdo a dinamica de reagdes de
defesa e a eficiéncia ou ndo das barreiras criadas para prevenir o fungo
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de alcangar o sistema vascular. Além disso, concluiram que as diferen-
¢as parecem ser de uma natureza mais quantitativa que qualitativa.

Em trabalho semelhante, Trillas et al. (2000) conduziram obser-
vagdes citoldgicas na interagdo de cravo (Dianthus caryophyllus) com
racas compativeis e incompativeis de F. oxysporum f.sp. dianthi. A
interacdo incompativel induziu o acimulo de calose nas células proxi-
mas aquelas invadidas pelo patdogeno, refor¢cando a parede celular a fim
de proteger das enzimas flingicas e restringir o crescimento do patdgeno.

Um exemplo de barreira quimica contra F. oxysporum & o-
tomatina (RECORBET et al., 2003). Como ja foi destacado anterior-
mente, o efeito fungitdxico direto dessa saponina ¢ relacionado a intera-
¢do com esterdis da membrana celular do fungo. A fitoalexina rishitin é
outro exemplo de metabolito secundario produzido pelo tomate e de
efeito fungitoxico a F. oxysporum f. sp. lycopersici (RECORBET et al.,
2003).

Quitinases e B-1,3-glucanases sdo proteinas associadas a defesa
das plantas contra F. oxysporum. Estas enzimas degradam os polissaca-
rideos quitina e B-1,3-glucana, respectivamente (LEBEDA et al., 2001),
que estdo entre os principais componentes da parede celular de F. oxys-
porum (SCHOFFELMEER et al., 1999). Além da agdo direta sobre os
respectivos substratos, a atividade de quitinases e 3-1,3-glucanases pos-
sivelmente gera elicitores capazes de ativar outras respostas de defesa no
hospedeiro (RECORBET et al., 2003).

Ainda sobre essas duas enzimas, ¢é interessante destacar o traba-
lho de Benhamou et al. (1990) com a interagdo tomateiro - Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Os autores publicaram a primeira
evidéncia in vivo de que quitinases acumula-se em torno da hifa de F.
oxysporum, sugerindo que essas enzimas possuem uma atividade anti-
fingica. Além disso, os autores constataram um actimulo da enzima em
areas de parede fingica ja alteradas, indicando que a atividade de quiti-
nases foi precedida pela agdo hidrolitica de outras enzimas, como p-1,3-
glucanases. Nesse caso a acdo de [-1,3-glucanases pode ter produzido
elicitores que induzirem a producdo de quitinases. A deposi¢do extrace-
lular de quitinases permite um contato rapido com o patégeno, uma vez
que B-1,3-glucanases torna a quitina acessivel a agdo enzimatica.

Em trabalho anterior conduzido por Benhamou et al. (1989), o
acumulo da B-1,3-glucanases em tecidos ndo infectados de plantas resis-
tentes foi relacionado a limitagcdo da expansdo do patégeno. Benhamou
et al. (1990) concluem que quitinases e -1,3-glucanases desempenham
papéis diferentes na defesa: a indug¢do de (-1,3-glucanases se mostra
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como um evento primdrio associado com a defesa do hospedeiro contra
a invasdo flngica, enquanto o acimulo de quitinases representa uma
resposta bioquimica a elicitores fingicos liberados pela agdo de pB-1,3-
glucanases.

Os trabalhos acima, utilizando plantas mutantes, recursos da bio-
logia molecular e observacdes citologicas de interagdes compativeis e
incompativeis com estirpes de F. oxysporum, sdo exemplos que ddo uma
mostra do entendimento sobre o processo de infecgdo do patdgeno ¢ as
interagdes desse com os respectivos hospedeiros vegetais. A maioria dos
autores, especialmente aqueles que fizeram revisdes sobre os temas
abordados acima (BERROCAL-LOBO & MOLINA, 2008; DI PIETRO
et al., 2003; RECORBET et al., 2003) destacam a necessidade de maio-
res trabalhos para a compreensdo dos processos bioquimicos e molecu-
lares envolvidos na interagdo entre F. oxysporum e plantas de interesse
ao ser humano. Por fim, essas informagdes podem ajudar no desenvol-
vimento de estratégias de controle e diminuicdo de prejuizos causados
por um patogeno do solo de distribuicdo cosmopolita e de controle difi-
cil.

4. Micorrizas arbusculares
4.1. Aspectos gerais

As micorrizas sdo associacdes mutualisticas de ocorréncia geral
na natureza, na qual raizes de plantas sdo invadidas por fungos especifi-
cos, ocorrendo uma perfeita integracdo funcional entre os simbiontes
(SMITH & READ, 1997). A defini¢do de micorrizas como sendo “or-
gdos duplos de absor¢do formados quando fungos simbiontes habitam
orgdos de absor¢do saudaveis (raizes, rizomas, talos) da maioria das
plantas terrestres e de muitas aquaticas e epifitas”, elaborada por Trappe
(1996), parece ser a melhor de todas. Sdo englobadas a fun¢do e a estru-
tura da simbiose e considera somente as simbioses mutualisticas, pelo
uso do termo ‘saudaveis’, de modo que em situag¢des contrarias, se apre-
senta uma associagdo parasitica.

Existem varios tipos de micorrizas, de acordo com a taxonomia
fingica, caracteristicas morfoldgicas, forma de colonizagdo de tecidos
radiculares e familia do simbionte vegetal, por exemplo. Os principais
tipos s@o: micorrizas arbuscular, arbutdide, monotropoide, ericdide e
orquiddide; ectomicorriza; e ectoendomicorriza (SMITH & READ,
2008). A micorriza do tipo arbuscular constitui a mais importante sim-
biose da Terra, ocorrendo em 80% das familias de plantas vasculares
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(ALLEN, 1996). O nome ‘arbuscular’ deriva de arbtsculos, estruturas
caracteristicas que ocorrem dentro das células do cortex nas raizes de
plantas; algumas espécies de FMA formam vesiculas dentro das raizes,
estruturas ricas em lipidios que tem a fungdo de estocar reservas energé-
ticas (Figura 3) (SMITH & READ, 2008). Os fungos micorrizicos ar-
busculares (FMA) recentemente foram objeto de revisdo taxondmica por
Schiissler et al. (2001). Por meio de analise filogenética de subunidade
do RNA ribossdmico, os autores classificaram-nos em um unico grupo
monofilético — Glomeromycota -, a0 mesmo nivel taxondmico dos fun-
gos ascomicetos e basidiomicetos.

o

Figura 3. Estruturas tipicas de fungo micorrizico arbuscular. 1a e 1b: arbliscu-
los (ar), hifas intrarradiculares (hi) e vesiculas (ve) de Glomus intraradices em
associagdo com tecidos radiculares de videira. 1c: detalhe de vesicula de Glo-
mus intraradices. 1d: detalhe de arbusculos em células do cortex radicular.
Fonte: fotografias do autor.

A existéncia de associacdes micorrizicas € tdo antiga quanto as
plantas terrestres. A evolug@o dos fungos micorrizicos atuais e os hos-
pedeiros vegetais se confundem: registros fosseis indicam que o surgi-
mento de micorrizas do tipo arbuscular ocorreu ha pelo menos 400 mi-
Ihdes de anos (REMY et al., 1994), estimativa recuada em 60 milhdes
de anos pelo trabalho de Redecker et al. (2000), em época anterior a
existéncia de plantas vasculares. Ambas as investigagdes sugerem que o
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sucesso da colonizagdo do ambiente terrestre dependeu dessa simbiose.

A associagdo formada entre plantas e FMA pode ser definida co-
mo uma endossimbiose, interagdo na qual microorganismos vivem par-
cialmente ou inteiramente dentro de células vegetais apds a penetracdo
de células vivas do hospedeiro vegetal (PARNISKE, 2000). Seguindo
esse conceito, também sdo consideradas endossimbioses as associagdes
entre bactérias fixadoras de nitrogénio, genericamente chamadas de
rizébios, e fungos patogénicos biotroficos, como espécies dos géneros
Puccinia e Erysiphe (PARNISKE, 2000).

Hé uma baixa especificidade na associa¢do entre FMA e plantas
hospedeiras, pois existe em torno de 150 espécies de fungos identifica-
dos para um niimero muito superior de plantas que podem formar micor-
riza arbuscular (ALLEN et al., 1995), o que possibilita a associagdo de
uma planta com mais de uma espécie de FMA e vice-versa. Como o0s
FMA s@o biotréficos obrigatérios, necessitam de um hospedeiro vegetal
vivo para produzir estruturas reprodutivas vidveis, ndo sendo possivel,
dessa forma, realizar a multiplicagcdo e produ¢do de esporos em condi-
¢oes in vitro com meios de cultura nutritivos.

O estabelecimento de micorrizas funcionais envolve varios even-
tos. Por meio de sinais bioquimicos, como flavonoides, presentes no
exsudatos radiculares de plantas hospedeiras, os esporos de FMA sdo
estimulados a germinar e ramificar as primeiras hifas em dire¢do da raiz
(REQUENA et al., 2007). Na superficie da raiz, os FMA formam apres-
sorios para poder penetrar no espago entre as células da epiderme. Hifas
do fungo ramificam-se e colonizam o cortex radicular. Na regido interna
desse tecido, uma hifa degrada a parede celular e forma o arbusculo,
estrutura ramificada a que se atribui a fungdo de sitio de troca de nutri-
entes entre os dois simbiontes. Com a colonizagdo do cortex radicular, o
fungo desenvolve hifas dentro do solo para acessar os nutrientes do solo
e translocé-los & planta, colonizar raizes do mesmo hospedeiro ou de
outra planta e produzir esporos (HARRISON, 1999; SMITH & READ,
2008).

A membrana plasmadtica das células do cortex ndo € rompida e
forma invagina¢des em torno das ramificagdes que formam o arbusculo,
de maneira que o fungo ndo mantém contato direto com o citoplasma
vegetal. O arbusculo ¢ cercado pela membrana periarbuscular, que ¢
continua @ membrana plasmatica; a interface formada entre a membrana
plasmatica do fungo e a membrana periarbuscular compreende compo-
nentes das paredes celulares dos simbiontes e ¢ denominada espaco
periarbuscular (Figura 4) (HARRISON, 1999; SMITH & READ, 2008;
PARNISKE, 2008).
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Figura 4. Arbusculo de Glomus intraradices em associagdo com tecidos radicu-
lares de videira e representagdo esquematica de estruturas envolvidas na interfa-
ce da simbiose entre células radiculares e fungos micorrizicos arbusculares.
MPV: membrana plasmatica vegetal; PCV: parede celular vegetal; CF: cito-
plasma do fungo micorrizico; MPF: membrana plasmética do fungo micorrizi-
co; MPA: membrana periarbuscular; EPA: espago periarbuscular. Adaptado de
Parniske (2008). Fonte: fotografia do autor.

Os eventos de troca de sinais bioquimicos, modifica¢des morfo-
légicas na planta hospedeira e organizagdo celular dos FMA sao deter-
minados por alteragdes especificas na expressdo de genes dos simbion-
tes (BALESTRINI & LAFRANCO, 2006). Na revisdo elaborada por
esses autores, sdo mostrados os principais avangos nos ultimos 10 anos
sobre o conhecimento da expressdo de genes fungicos e vegetais que
permitem a integracdo entre os simbiontes e a atividade funcional de
micorrizas arbusculares.

A propriedade de um tipo de FMA poder colonizar diversas espé-
cies vegetais permite a formagdo de uma rede de hifas que interconecta
sistemas radiculares, por onde se translocam nutrientes entre plantas.
Essas ‘pontes biologicas’ possuem um senso estratégico ao FMA, ser-
vindo para a expansdo do fungo no solo e para a absor¢ao de carbono de
uma forma mais eficiente, por meio da colonizacdo ativa de raizes, ga-
rantindo seu continuo crescimento e atividade (HODGE, 2000). Técni-
cas isotopicas tém demonstrado a transferéncia de nitrogénio e fosforo
de leguminosas para gramineas, através de hifas de FMA que interco-
nectam essas espécies (JOHANSEN & JENSEN, 1996; CRUZ &
MARTINS, 1997). O trabalho de Cheng & Baumgartner (2004) de-
monstrou a transferéncia de "°N de plantas de cobertura do solo (Bromus
hordeaceus e Medicago polymorpha) para videiras.
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4.2. Micorrizas e o status nutricional do hospedeiro vegetal

O papel das associa¢des micorrizicas na nutricdo vegetal, em es-
pecial na absorcao de fosforo, estd bem comprovado. Em troca de fotos-
sintatos - usados como fonte de energia para a formagao, manutengdo e
funcionamento das estruturas micorrizicas - até 80% do fosforo das
hifas de FMA podem ser disponibilizados ao metabolismo vegetal
(MARSCHNER & DELL, 1994). As trocas carbono-fésforo ocorrem
principalmente nos arbusculos (HARRIER, 2001). O fésforo da solugéo
do solo, absorvido por meio de transportador de fosfato nas hifas extrar-
radiculares, ¢ condensado em polifosfato e translocado pelo protoplasma
do fungo até as hifas intrarradiculares, onde sera hidrolisado e liberado
como fosfato para a planta através da membrana do arbusculo (SOLAI-
MAN & SAITO, 2001). O carbono ¢ transferido da planta para o fungo
na forma de hexoses; nas hifas intrarradiculares, essas sdo convertidas
em triacilglicerideo e glicogénio, carboidratos tipicos do fungo, que sdo
translocados as hifas extrarradiculares (BAGO et al., 2003).

A aquisi¢do de fosforo pelas hifas externas dos FMA e sua mobi-
lizagdo a planta estd relacionada a diversos mecanismos de acdes fisicas,
quimicas ou bioldgicas. Micorrizas estendem a zona de absor¢do para
areas mais distantes do sistema radicular, aumentando sua area superfi-
cial especifica, diminuindo as distancias do fluxo difusivo dos ions orto-
fosfato e interceptando a fixacdo de fosforo apds a mineralizagdo e a
solubilizagdo mediada por outros microrganismos do solo (BOLAN,
1991; JONER et al., 2000; MARSCHNER & DELL, 1994).

A resposta a inoculagdo com FMA e o papel nutricional das asso-
ciagdes micorrizicas em videiras estdo bem descritos em trabalhos com
avaliagdo de porta-enxertos, multiplicados por meio de estaquia ou mi-
cropropagados, e em mudas enxertadas. Videiras inoculadas com FMA
apresentaram incrementos no crescimento e no acimulo de massa da
matéria seca da parte aérea (SCHUBERT et al., 1988; KARAGIANNI-
DIS et al., 1995; BAVARESCO & FOGHER, 1996a; LINDERMAN &
DAVIS, 2001; NIKOLAOU et al., 2002; NIKOLAOU et al., 2003;
AGUIN et al., 2004; CAMPRUBI et al., 2008); aumento no teor de
nutrientes como fosforo (KARAGIANNIDIS et al., 1995; NIKOLAOU
et al., 2003), nitrogénio (NIKOLAOU et al., 2002), potassio (NIKO-
LAOU et al., 2002; KARAGIANNIDIS et al., 2007), calcio (NIKOLA-
OU et al., 2002) e boro (NIKOLAOU et al., 2002; KARAGIANNIDIS
etal., 2007).

Além disso, a micorrizagdo de videiras pode aumentar a toleran-
cia ao estresse hidrico (NIKOLAOU et al., 2003) e a clorose causada
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pela alcalinidade de solos da Itdlia (BAVARESCO & FOGHER,
1996b). A inoculagdo de FMA também pode promover alteragdes na
arquitetura radicular de videiras (AGUIN et al., 2004). Os beneficios da
inoculagdo de FMA em condi¢des de estresse indicam que a videira
apresenta alta dependéncia a formagao de micorrizas (BIRICOLTI et al.,
1997; LINDERMAN & DAVIS, 2001). Esses estudos, mesmo que em
situagdes controladas, demonstram a importancia da associagcdo micorri-
zica no contexto de sistemas de produgdo agricola.

Os beneficios de uma associa¢do micorrizica funcional demons-
tram a viabilidade de uso dessa biotecnologia em producdo de mudas de
videira. A inoculagdo de FMA durante a aclimatizacdo de plantas mi-
cropropagadas pode diminuir o tempo para produgdo e a mortalidade na
fase de transicao das condi¢des in vitro para ex vitro. Nessa passagem de
condi¢des heterotréficas para autotréficas, a associagdo micorrizica
melhora o status nutricional e fisiologico das mudas, permitindo maior
absor¢do e acumulo de nutrientes (ZEMKE, 2003; KRISHNA et al.,
2005).

4.3. Micorrizas e a expressao de genes de defesa da planta

Durante o processo de integragdo ou acoplamento ¢ acomodagao
de FMA na raiz da planta hospedeira, uma fase critica - ao que indicam
os trabalhos revisados - e a mais interessante - em relacdo ao objetivo
deste trabalho de tese — ¢ a regulag@o da expressao de genes de defesa da
planta. Como sera visto abaixo, a planta hospedeira precisa reconhecer o
fungo micorrizico para permitir a invasdo e colonizagdo dos tecidos
radiculares. Do contrario, interpreta a presenca do fungo como sendo de
um patdégeno. Um sistema intricado de troca de sinais e respostas bio-
quimicas ocotre no estabelecimento da simbiose, envolvendo a expres-
sdo dos chamados ‘genes de simbiose’ na planta e emissdo de sinais
simbioticos pelo fungo. Isso possibilita a regulagdo da expressdo de
genes de defesa da planta e a sincroniza¢do das mudangas morfologicas
e fisiologicas no hospedeiro vegetal, fazendo assim com que o hospedei-
ro vegetal “baixe a guarda” e permita o estabelecimento e acomodagio
dos FMA.

A expressdo de genes e a ativag@o de rotas metabolicas relaciona-
das a respostas de defesa por FMA em interagdes compativeis com plan-
tas foram alvos de varias revisdes (GIANINAZZI-PEARSON et al.,
1996a; GARCIA-GARRIDO & OCAMPO, 2002; POZO et al., 2002b;
HAUSE & FESTER, 2005). De maneira geral, essa expressao ¢ fraca,
sem coordenacdo, temporaria e localizada quando comparada a intera-
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¢oes entre plantas e patdgenos (GIANINAZZI-PEARSON et al., 1996a).

Nos primeiros contatos, na troca de sinais entre simbiontes, a pre-
senca de FMA induz a produgdo de superoxido-dismutase e peroxidase,
representantes do metabolismo de espécies reativas a oxigénio. Ao
mesmo tempo, sdo ativados genes que codificam para enzimas da rota
de fenilpropandides e para proteinas relacionadas a patogénese. No pri-
meiro caso, ¢ induzida a produgdo das enzimas fenilalanina amonia-liase
e chalcona sintase e de compostos fenolicos de atividade antimicrobiana,
como fitoalexinas, e no segundo caso, enzimas como proteases, quitina-
ses e B-1,3-glucanases. Nas duas situagdes, quando comparados as inte-
ragdes patogénicas, a ativagio ¢ transiente, localizada e fraca (GARCIA-
GARRIDO & OCAMPO, 2002; POZO et al., 2002b).

Plantas hospedeiras mutantes (myc-), incapazes de progredir no
estabelecimento da associagdo micorrizica em determinada fase do pro-
cesso, sdo utilizadas em trabalhos de investigagdes citologicas e molecu-
lares, visando compreender os processos envolvidos na ativa-
cdo/supressdo de genes de defesa das plantas. (GIANINAZZI-
PEARSON et al., 1996a; GARCIA-GARRIDO & OCAMPO, 2002). O
gene Mt-chsl, que codifica a enzima chalcona sintase, foi induzido no
primeiro contato do fungo micorrizico Glomus intraradices com a su-
perficie radicular de Medicago truncatula, antes mesmo da formagéo do
apressorio (BONANOMI et al., 2001). Volpin et al. (1995) constataram
aumento na atividade de fenilalanina amonia-liase, chalcona isomerase e
quitinases em raizes de alfafa, antes da coloniza¢do micorrizica por G.
intraradices. O aumento temporario na producdo de quitinases e 3-1,3-
glucanases representa uma resposta de defesa primaria da planta frente a
presenca de um fungo invasor dos tecidos radiculares. A subseqiiente
supressdo dessas enzimas ocorre com o desenvolvimento da simbiose
(GIANINAZZI-PEARSON et al., 1996a).

Em relagdo a inducdo de defesas estruturais, FMA ndo causam
modificagdes significantes na parede de células epidérmicas (GIANI-
NAZZI-PEARSON et al., 1996a), como a deposi¢do de calose observa-
da nos sitios de infecgdes por agentes patogénicos (AGRIOS, 2005).
Ervilhas mutantes, em reagdes incompativeis com FMA, podem impedir
a infec¢ao micorrizica bloqueando o avango do apressorio, refor¢ando as
barreiras fisicas da parede celular com calose e compostos fenolicos; tal
defesa induzida ¢ semelhante a reagdo frente a um patdgeno (GIANI-
NAZZI-PEARSON et al., 1996a; GIANINAZZI-PEARSON et al.,
1996b). Isso indica que, por meio de genes especificos, as plantas con-
trolam o desenvolvimento da associacdo micorrizica (GIANINAZZI-
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PEARSON et al., 1996a; HARRISON, 1999), tornando restrito as célu-
las do cortex o desenvolvimento e avango das estruturas do fungo, que
ndo alcangam outros tecidos do hospedeiro vegetal (GIANINAZZI-
PEARSON, 1996).

Depois da indugdo transiente e fraca de defesa da planta, na fase
seguinte, em que ocorrem o estabelecimento final e a funcionalidade da
associacdo micorrizica pela formag¢do dos arbusculos, a ativacdo de
respostas de defesa torna-se mais forte, mas restrita as células contendo
essa estrutura fungica (GIANINAZZI-PEARSON et al., 1996a; GAR-
CIA-GARRIDO & OCAMPO, 2002). Nesse caso, esses autores desta-
cam acumulos de genes codificando glicoproteinas ricas em hidroxipro-
lina, enzimas do metabolismo de fenilpropanoides e relacionadas a pro-
ducdo de espécies reativas a oxigénio, por exemplo.

O estudo de Lambais & Mehdy (1998), analisando o actiimulo de
RNA mensageiro em tecido radiculares de feijoeiros, relacionou a regu-
lacdo da simbiose com o status nutricional no hospedeiro. Os autores
sugerem que a produ¢do de quitinases em plantas micorrizadas esta
envolvida na restri¢do do crescimento intrarradicular do fungo em con-
di¢des de alta concentrac¢do de fosforo no solo. Por outro lado, o actimu-
lo de B-1,3-glucanases em condigdes de baixa disponibilidade de fosforo
no solo indica um papel dessa enzima na degradagdo da parede celular,
facilitando a penetracgdo intracelular do fungo e o aumento da coloniza-
¢d0 micorrizica.

A funcdo dos compostos gerados pela expressdao de genes nao es-
td clara. Uma enzima, por exemplo, com atividade frente a substrato
especifico, pode ter papéis diversos em interagdes patogénicas e mutua-
listicas. Isoformas de quitosanases induzidas por FMA em tomateiro ndo
foram observadas na interag@o entre essa planta e patdgeno Phytophtho-
ra parasitica (POZO et al., 1998). Dessa forma, sdo geradas moléculas
que se ligam a receptores correspondentes na membrana das células
vegetais, sensibilizam o interior da célula e ativam uma rota de transdu-
¢do de sinais até o nucleo, induzindo a expressdo de genes relacionados
a defesa (GARCIA-GARRIDO & OCAMPO, 2002). Os FMA induzem
a resisténcia em plantas que naturalmente ndo formam micorrizas e em
plantas mutantes incapazes de formar tal associagdo por meio de elicito-
res (POZO et al., 2002b).

Uma hipoétese para a atenuagdo das respostas de defesa da planta
em interagdes compativeis com FMA ¢ de que enzimas induzidas hidro-
lisam os elicitores fingicos e regulam a ativagdo conseguinte de genes
de defesa (GARCIA-GARRIDO & OCAMPO, 2002). Em plantas mi-
corrizadas de M. truncatula, Salzer et al. (2000) constataram a indugdo
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de quitinases especificas e sugerem que essas enzimas estdo relaciona-
das com a clivagem de elicitores do fungo, que atenuaria ou suprimiria
as respostas de defesa da planta nos estagios finais de estabelecimento
da associacdo micorrizica. A producdo de elicitores enddgenos, ocasio-
nada pela degradacdo da parede celular por enzimas do fungo, parece
ndo ser o caso, pois FMA produzem baixa quantidade desse tipo de
enzima. Assim, GARCIA-Garrido & Ocampo (2002) sugerem que 0
papel de enzimas fungicas € apenas de carater seletivo e especifico,
mirando componentes da parede celular que permitam a penetragdo de
hifas, ndo havendo um processo de degradacdo generalizado, como o-
corre em interagdes patogé€nicas, e que levaria a producdo de elicitores
endogenos.

Em paralelo a clivagem de elicitores, o reconhecimento pela célu-
la vegetal de um possivel sinal simbidtico fingico leva a ativagdo de
uma rota simbiotica especifica que permite o estabelecimento da simbi-
ose (GIANINAZZI-PEARSON et al., 1996a; GARCIA-GARRIDO &
OCAMPO, 2002). De fato, muitos dos mutantes que falham na forma-
¢do de micorrizas interagem normalmente com outros microorganismos,
indicando a existéncia de genes especificos no hospedeiro vegetal que
regulam a associacdo micorrizica (POZO et al., 2002b). Em alfafa, a
presencga do fungo micorrizico Glomus intraradices foi capaz de supri-
mir o gene codificador da enzima isoflavona redutase, a pentltima da
biossintese de medicarpina, composto que se acumula em interacdes
patogénicas do hospedeiro (VOLPIN et al., 1995).

Entretanto, ndo estd claro como a planta faz o controle do desen-
volvimento de FMA nos tecidos radiculares (POZO et al., 2002b). A
investigac¢do de Liu et al. (2003) mostra um perfil geral dos genes indu-
zidos durante o estabelecimento da associa¢do micorrizica. Utilizando
biblioteca de 2.268 DNA complementar da associagdo entre a planta
hospedeira Medicago truncatula e o fungo Glomus versiforme, esses
autores monitoraram o perfil de transcrigdo em raizes micorrizadas e
buscaram desvendar os genes cuja expressao € regulada durante o de-
senvolvimento da micorriza arbuscular.

Foram encontrados dois padrdes de expressdo temporais distintos.
Em um grupo foi constatado um aumento na expressao de genes durante
o periodo inicial de contato entre os simbiontes, seguido de diminui¢do
com a evolugdo da simbiose. Genes de respostas de defesa e estresse,
com similaridade de seqiiéncia a quitinases, por exemplo, representaram
parte consideravel desse grupo (LIU et al., 2003). Esses autores também
constataram, dentro desse grupo, alguns genes de resposta de defesa que
ndo mostram um aumento temporario na expressao, mas tem a atividade
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regulada pela planta, sendo diminuida com o desenvolvimento da sim-
biose. Um numero de genes desse grupo codifica provaveis componen-
tes de transducdo de sinais associados a defesa, como fosfatases e quina-
ses. Assim, ha pelo menos dois sinais diferentes que regulam a expres-
sdo de genes de defesa em micorrizas arbusculares (LIU et al., 2003).
Essa modulagdo na expressdo de genes de defesa, com produgdo no
estagio inicial da simbiose e repressdo nas fases seguintes, parece con-
firmar resultados anteriores de trabalhos independentes revisados por
Gianinazzi-Pearson et al. (1996a). Genes no segundo grupo mostraram
um aumento continuo correlacionado com a colonizacdo do sistema
radicular. Faziam parte genes de rotas de transducdo de sinais, sugerindo
que eles ativam rotas de sinalizag¢do durante o desenvolvimento da sim-
biose (LIU et al., 2003).

E importante ressaltar que a percepgio de sinais, como elicitores,
a transdugdo de sinais e a ativagdo de genes de defesa sdo eventos co-
muns nas associagdes mutualisticas e parasiticas. Como foi destacado
anteriormente, FMA e patdgenos biotréficos sdo endossimbiontes, por
viverem parcialmente dentro de células vegetais vivas. De fato, é possi-
vel que todas as endossimbioses compartilhem um programa genético
para permitir a acomodagdo intercelular dos microorganismos, seja em
simbioses mutualisticas — micorrizas arbusculares ¢ noédulos fixadores
de nitrogénio — ou parasiticas — oidios e ferrugens-, como sugere Parnis-
ke (2000). Arbusculos e haustdrios, inclusive, possuem semelhangas
morfologicas e funcionais, uma vez que sdo sitios de fluxo de nutrientes,
excetuando-se o fato, ¢ claro, que nessa ultima interagdo o transito é
unidirecional e a planta ndo obtém nenhum beneficio.

Sete grupos de complementacao genética, identificados em mu-
tantes de Medicago truncatula, Lotus japonicus e Pisum sativum inca-
pazes de formar micorrizas (myc-) e nddulos fixadores de nitrogénio
(nod-) sdo apresentados por Marsh & Schultze (2001). Os genes comuns
para essas duas simbioses mutualisticas sdo denominados genes SYM.
Isso mostra que diversas etapas da expressdo de genes na planta sdo
comuns para o estabelecimento de ambas as simbioses. Tais genes de
simbiose foram recrutados e parte deles reprogramados para permitir a
acomodac¢do intracelular de rizobios e o funcionamento da simbiose,
uma vez que nodulos, que surgiram em torno de 65 milhdes de anos
atras, evoluiram em periodo posterior ao de micorrizas (KISTNER &
PARNISKE, 2002).

A comparagdo de perfis de RNA mensageiro em raizes de arroz
colonizadas pelo fungo micorrizico Glomus intraradices revelou que 95
dos 224 genes induzidos pela micorriza também foram expressos apds
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inoculag@o dos patogenos Magnaporthe grisea e Fusarium moniliforme.
Isso sugere um grau consideravel de sobreposicdo de genes entre as
interagcdes mutualistica e parasiticas e um padrao de resposta conservado
evolutivamente nas infecgdes de plantas por fungos (GUMIL et al.,
2005).

Resumindo, FMA podem suprimir, impedir ou superar as respos-
tas de defesa para poderem se estabelecer nos tecidos radiculares (POZO
et al., 2002b). De acordo com Pozo & Azcon-Aguilar (2007), a modula-
¢do das respostas de defesa depende de um balango nos niveis de acido
salicilico e 4cido jasmonico, horménios que mediam a transmissdo de
sinais sist€émicos; na fase inicial da infec¢do micorrizica, ocorre produ-
¢do de acido salicilico, que diminui com a colonizagdo do cortex radicu-
lar e da lugar ao &cido jasmonico, que ¢ sintetizado nas células contendo
arbusculos.

Novos arbusculos sdo formados continuadamente, uma vez que a
senescéncia dessas estruturas ocorre em poucos dias (SMITH & READ,
2008). Como a coloniza¢do micorrizica acompanha o crescimento radi-
cular, a expressdo de genes de resposta de defesa por micorrizas prova-
velmente ¢ um fendmeno continuo na planta. De acordo com Barker et
al. (1998), FMA ndo produzem um sinal bioquimico para ‘desligar’
completamente as respostas de defesa, pois nessa situagdo, plantas mi-
corrizadas se tornariam suscetiveis ao ataque de patogenos. Micorrizas,
ao contrario, podem suprimir patdogenos, como sera visto a seguir. Se-
guindo esse raciocinio, o processo de reconhecimento e regulacdo da
expressdo de genes ¢ localizado e se repete a cada novo contato do fun-
go com as células da planta (BARKER et al., 1998). Essa constante
expressdo de genes e a indugdo de reagdes de defesa por FMA estio
relacionadas a resisténcia de plantas contra patdégenos (POZO et al.,
2002b).

4.4. O efeito supressivo de micorrizas a patégenos do solo

Os beneficios da formacdo de micorrizas arbusculares no status
nutricional do hospedeiro vegetal foram destacados anteriormente. Tra-
balhos cientificos t€ém comprovado o papel valioso da simbiose na dis-
ponibilizacdo de nutrientes ao metabolismo vegetal, especialmente o
fosforo, e na superacdo de estresses, como a deficiéncia hidrica. Inclusi-
ve, estudos avaliaram o grau de deslocamento de nutrientes entre plan-
tas, por meio de pontes de hifas extrarradiculares, trazendo a tona in-
formagdes interessantes sobre a conservacdo de fontes prontamente
disponiveis de nutrientes dentro dos ecossistemas.
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Além desses aspectos relacionados a obtencdo de nutrientes e a
superacdo de limitagdes abidticas do meio, essa simbiose mutualistica
tem um papel importante na supressdo e controle de patdgenos radicula-
res. Por exemplo, em tomate, os danos causados por Fusarium oxyspo-
rum f. sp. radicis-lycopersici foram reduzidos com a inoculagdo de
Glomus intraradices (CARON et al., 1986) e em linho (Linum usitatis-
simum), a formacdo de micorrizas aumentou a resisténcia das plantas ao
ataque por F. oxysporum f. sp. lini (DUGASSA et al., 1996). Feijoeiros
micorrizados com G. mosseae reduziram o nimero de propagulos na
rizosfera e a podriddo da raiz causada por F. solani (DAR et al., 1997) e
em pimenta-do-reino (Piper nigrum), a inoculagdo com espécies de
FMA reduziram em até 80% a incidéncia de F. solani f. sp. piperis
(CHU et al., 1997).

A supressdao de patogenos do solo por micorrizas arbusculares é
uma linha de pesquisa que evoluiu bastante nos ultimos tempos, gragas
aos avangos de técnicas de biologia molecular, empregadas nas avalia-
coes de alteracdo da expressdo de genes e na deteccdo de moléculas
especificas associadas com o controle de doengas (WHIPPS, 2004).
Com isso estd sendo possivel esclarecer questdes sobre os modos de
acdo envolvidos na supressdo de patdgenos, informagdes basicas para
compreender a interagdo entre os simbiontes mutualistico e parasiticos e,
do ponto de vista pratico, para propor estratégias de uso e manejo de
micorrizas na agricultura. Como destaca Azcon-Aguilar et al. (2002),
FMA possuem um papel importante no controle de doengas radiculares
em sistemas de produg¢do agricola e provavelmente contribuem ao efeito
supressivo do solo a patdgenos.

Varias revisoes recentes abordam questdes relacionadas a supres-
sdo de ataque de patogenos radiculares e do desenvolvimento de sinto-
mas de doengas por micorrizas arbusculares (AZCON-AGUILAR &
BAREA, 1996; AZCON-AGUILAR et al., 2002; XAVIER & BOYET-
CHKO, 2004; WHIPPS, 2004; VIERHEILIG et al., 2008). Esses traba-
lhos mostram que micorrizas arbusculares promovem a redugdo da inci-
déncia e severidade de doencas causadas por patdogenos do solo como
fungos dos géneros Fusarium, Phytophthora e Rhizoctonia e de bacté-
rias como Pseudomonas syringae pv. syringae.

E interessante destacar que algumas questdes sobre o uso de
FMA no biocontrole de patdgenos radiculares:

- micorrizas arbusculares podem reduzir danos causados por patdégenos
do solo, mas a eficiéncia ndo ¢ igual para todos os patdogenos. Além
disso, ndo ha controle total de patdogenos ou ‘imunizacdo’ de plantas
micorrizadas; em geral, constata-se algum tipo de diminui¢gdo em um
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parametro de doenca na comparagdo entre plantas inoculadas e ndo ino-
culadas com FMA (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996; WHIPPS,
2004).

- a inoculacdo prévia de FMA aos patdgenos ¢ regra (WHIPPS, 2004;
VIERHEILIG et al., 2008);

- ¢ necessaria uma taxa minima de colonizagdo micorrizica para se obter
resultado, por exemplo, acima de 50%, como mostrado no trabalho de
Cordier et al. (1998) para a interagdo tomateiro - Glomus mosseae -
Phytophthora parasitica,

- existe uma eficiéncia diferente entre espécies de FMA em relacdo a
supressio de patogenos (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996; VIE-
RHEILIG et al., 2008);

- protegdo a patdgenos radiculares por micorrizas € regulada pelo solo e
outras condi¢cdes ambientais, inclusive a concentragdo de inoculo de
patogeno, que de acordo com o nivel pode anular qualquer forma de
biocontrole (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996);

- € necessario maior nimero de trabalhos com avaliagdo a campo da
inoculagdo de FMA, que permitird comparar resultados com aqueles
obtidos em condi¢des controladas e longe da complexidade de intera-
¢Oes existentes nos sistemas de producdo agricola (WHIPPS, 2004;
XAVIER & BOYETCHKO, 2004).

Os modos de acdo e estratégias envolvidos podem ser sintetiza-
dos em quatro grupos: competicdo direta entre FMA e patdgenos; regu-
lagdo da populagdo microbiana no solo em torno do sistema radicular;
modificagdes no crescimento, nutricdo ¢ morfologia vegetal; e altera-
¢oes de ordens bioquimicas e moleculares nos hospedeiros vegetais.
Tais modos de ac¢ao ndo atuam isoladamente e o sucesso da supressao de
patogenos provém da combinacdo de efeitos. Por exemplo, a melhoria
nutricional do hospedeiro vegetal por micorrizas arbusculares, estudada
com mais profundidade em relacdo ao desempenho no crescimento ou
produgdo de biomassa, também esta relacionada com a bioprotecao.

4.4.1. Competicdo direta entre FMA e patogenos

A ocupagio de sitios de colonizacdo e do espago fisico nas célu-
las radiculares pelas estruturas de FMA pode ser uma forma de supres-
sio de doengas em plantas micorrizadas (AZCON-AGUILAR et al.,
2002; XAVIER & BOYETCHKO, 2004). Entretanto, esse ¢ um campo
que necessita estudos mais aprofundados e ndo é conclusiva (AZCON-
AGUILAR et al., 2002). No trabalho de Cordier et al. (1998) foi consta-
tado, por meio de observagdes citologicas, que Phytophthora parasitica
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foi incapaz de invadir células radiculares de tomateiro com arbusculos
do fungo micorrizico Glomus mosseae.

A disputa por fotossintatos do hospedeiro vegetal entre o fungo
mutualistico e patdgenos também tem sido relacionada como forma de
supressdo desses ultimos (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996). Vie-
rheilig et al. (2008) descartam esse modo de agdo, pois trabalhos revisa-
dos por esses autores mostraram que nao hé relagdo entre a capacidade
dreno de carbono e a bioprotecao entre diferentes espécies de FMA.

4.4.2. Regulacdo da populagdo microbiana no solo

Em plantas micorrizadas, a presenca de hifas extrarradiculares
pode acarretar em regulagdo quali e quantitativa da populacdo de bacté-
rias e fungos habitantes da rizosfera de plantas micorrizadas (AZCON-
AGUILAR et al., 2002; XAVIER & BOYETCHKO, 2004). Dessa for-
ma, a regido da rizosfera sob influéncia da colonizagdo micorrizica,
chamada de micorrizosfera (LINDERMAN, 1988), pode ter a microbio-
ta regulada em prol de equilibrio entre as populagdes microbianas e,
especificamente, a presenca de microorganismos antagonistas a patoge-
nos.

Em feijoeiros micorrizados com G. intraradices, Filion et al.
(2003) atribuiram a diminui¢do da populagdo de Fusarium solani f. sp.
phaseoli no solo a modificacdes indiretas na estrutura das populagdes
microbianas. Em experimento in vitro (FILION et al., 1999), o extrato
de substancias soluveis do micélio de G. intraradices estimulou o cres-
cimento de Pseudomonas chlororaphis e a germinacdo de conidios de
Trichoderma harzianum, espécies de bactéria e de fungo, respectiva-
mente, utilizados no controle bioldgico de patdogenos do solo. Conidios
de Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi, por outro lado, tiveram a
taxa de germinacdo reduzida, sugerindo competicdo entre os dois fun-
gos. Por outro lado, Green et al. (1999) obtiveram resultados contradito-
rios ao trabalho acima, no qual o micélio extrarradicular de G. intrara-
dices afetou negativamente o desenvolvimento de Trichoderma harzia-
num.

4.4.3. Modificagoes no crescimento, nutri¢cdo e morfologia vegetal

Plantas bem nutridas sdo mais resistentes ou tolerantes a patoge-
nos, visto que a melhora do status nutricional de plantas micorrizadas,
especialmente pela disponibilidade de fésforo, auxilia na superagdo ou
compensagdo de danos causados por patogenos (AZCON-AGUILAR et
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al., 2002). O aumento da capacidade fotossintética pode compensar a
perda de biomassa ou de fungdo radicular em plantas atacadas por patd-
genos, mantendo a absor¢do de nutrientes pelo crescimento de hifas
extrarradiculares e atividade das células radiculares por meio da forma-
¢do de arbusculos; dessa forma ¢ atrasada a senescéncia da planta e
aumenta-se a tolerancia a agentes patogénicos (AZCON-AGUILAR et
al., 2002; XAVIER & BOYETCHKO, 2004).

Micorrizas arbusculares também podem promover alteragdes fisi-
oldgicas e bioquimicas nos tecidos radiculares do hospedeiro vegetal. O
aumento nos niveis de fésforo pode modificar a composi¢ao de fosfoli-
pidios e a permeabilidade de membrana radicular, diminuindo a exsuda-
¢do de acucares, acidos carboxilicos ¢ aminoacidos na rizosfera. Isso
pode estar relacionado a possivel regulacdo do efeito quimioestatico,
diminuindo o movimento dos patégenos em dire¢do a superficie radicu-
lar (XAVIER & BOYETCHKO, 2004). As alteracdes na arquitetura e
morfologia radicular por micorrizas ainda ndo foram relacionadas dire-
tamente com a diminuicdo da incidéncia de patdgenos radiculares (AZ-
CON-AGUILAR et al., 2002; VIERHEILIG et al., 2008), necessitando
trabalhos mais aprofundados.

4.4.4. Respostas de defesa a patogenos em plantas micorrizadas

A mais intrigante e curiosa forma de supressdo de patégenos ra-
diculares por micorrizas arbusculares ¢ aquela relacionada com altera-
¢Oes bioquimicas e moleculares no hospedeiro vegetal, decorrentes da
ativagdo de respostas de defesa ou indugdo de resisténcia.

A exposicao de plantas a agentes bioticos ndo-patogénicos ¢ a fa-
tores abioticos (acido salicilico, etileno) pode induzir sinais bioquimicos
que ativam a expressdo de genes relacionados a resisténcia; dessa forma
¢ desencadeando respostas mais rapidas de defesa que conferem aumen-
to no nivel de protecdo e restringem o ataque de patogenos, diminuindo
os danos causados no hospedeiro vegetal (KUC, 2001). Esse “estado de
alerta” pode ocorrer de forma localizada ou sistémica, dependendo da
distancia do ponto infectivo do agente indutor. A resisténcia do tipo
sistémica pode ser classificada em duas categorias, de acordo com os
processos bioquimicos envolvidos: Resisténcia Sistémica Adquirida
(SAR) e Resisténcia Sistémica Induzida (ISR). A preseng¢a do acido
salicilico como sinal molecular indutor ¢ o acumulo de proteinas rela-
cionadas a patogénese caracterizam a SAR; a presenca de jasmonatos e
etileno sdo os sinais envolvidos na ISR, sem acimulo de proteinas rela-
cionadas a patogénese (DURRANT & DONG, 2004; STADNIK &
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MARASCHIN, 2004). Em relacdo a expressdo fenotipica, os dois feno-
menos sdo idénticos, pois envolvem a expressao de resisténcia de forma
sistémica (STADNIK & MARASCHIN, 2004), consideradas comple-
mentares, com sobreposicao parcial e acdes especificas frente diferentes
tipos de patdégenos (VAN LOON et al., 2006). Muitas questdes sobre as
diferencas entre as categorias de resisténcia induzida estdo em aberto e
sdao motivos de debate (KUC, 2001; VAN LOON et al., 2006). Assim, a
resisténcia induzida pode ser tratada como fenomeno unico e ser rela-
cionada, quando necessario, com o seu local de acdo (sist€émica ou loca-
lizada).

Estudos vém demonstrando que micorrizas arbusculares podem
regular a expressdao de genes relacionados a defesa contra patogenos,
induzindo formas de resisténcia até entdo latentes. Apos a inoculacao de
patogenos, plantas micorrizadas podem responder de forma mais rapida
e expressiva que plantas nao inoculadas com FMA. Tais respostas po-
dem ser de natureza bioquimica e estrutural, como: produ¢do de com-
postos fenodlicos (ZHU & YAO, 2004; BENHAMOU et al., 1994); for-
macdo de barreiras fisicas na parede celular com deposicdo de calose
(BENHAMOU et al., 1994; CORDIER et al., 1998); expressao de prote-
inas relacionadas a defesa contra patéogenos, como [-1,3-glucanases,
quitinases, fenilalanina amonia-liase, proteases ¢ chalcona sintase
(MOHR et al., 1998; POZO et al., 1999; SLEZACK et al., 1999; POZO
et al., 2002a).

Trabalhos recentes tém empregado um sistema de divisdo do sis-
tema radicular de plantas em compartimentos distintos, o que tem per-
mitido avaliar os tipos de resisténcia induzidas em plantas micorrizadas
a patdgenos radiculares. Além da resisténcia localizada, plantas micorri-
zadas induzem resisténcia de forma sistémica, atestando capacidade de
se defender a patdgenos (CORDIER et al., 1998; POZO et al., 2002a;
ZHU & YAO, 2004) e nematoides (ELSEN et al., 2008) em fracdes de
raizes ndo micorrizadas. O trabalho pioneiro realizado por Cordier et al.
(1998) em tomateiro constatou que a formacdo de micorrizas induziu
resisténcia contra Phytophthora parasitica de forma localizada, caracte-
rizada pela incapacidade do patdégeno em invadir as células que contém
arbusculos de fungo micorrizico. Investigacdes citomoleculares mostra-
ram que a fragdo de raizes ndo micorrizada apresentou, em conseqiiéncia
da ativagdo dos mecanismos de defesa da planta pela fracdo micorriza-
da, respostas sistémicas que impediram a penetracdo da hifa de Phytoph-
thora parasitica, reduzindo o desenvolvimento do patdgeno.

O fendmeno de indugdo de resisténcia permite que as plantas evi-
tem ou desacelerem o processo infectivo de um patégeno, tornando-as
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mais resistentes a um ataque subseqiiente (STADNIK & MARASCHIN,
2004). Quando expostas a um patdégeno, as plantas podem reagir a pre-
senga deste com um grupo de respostas integradas e complexas, incluin-
do reacdes de hipersensibilidade e queima oxidativa; fortificacdo da
parede celular com deposi¢do de lignina e proteinas estruturais; produ-
cdo de metabdlitos secunddrios (fitoalexinas, por exemplo); e acumulo
de proteinas relacionadas a patogénese com atividade antimicrobiana
(HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996; LEBEDA et al., 2001).

Proteinas relacionadas a patogénese ¢ um termo utilizado para to-
das as proteinas cuja produgdo ¢ induzida por microorganismos, inclu-
indo proteinas presentes e detectaveis nos tecidos vegetais saudaveis,
antes do inicio do processo infectivo. Sdo conhecidas 17 familias de
proteinas relacionadas a patogénese (simbolizadas pelas letras PR), as
quais sdo divididas de acordo com as propriedades bioquimicas e biolo-
gicas e numeradas de acordo com a ordem de descoberta (VAN LOON
et al., 2006). Quitinases e -1,3-glucanases, por exemplo, sdo proteinas
relacionadas a patogénese que promovem a clivagem enzimatica dos
polissacarideos quitina e glucana, respectivamente (LEBEDA et al.,
2001). A primeira, de acordo com a propriedade, pode pertencer as fa-
milias PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11, ¢ a segunda, pertence a familia PR-2
(VAN LOON et al., 2006). Além do papel direto na supressdo de pato-
genos, a hidrolise causada por quitinases e -1,3-glucanases, como ja
dito anteriormente, libera elicitores da parede celular de fungos patogé-
nicos, que por sua vez podem ativar outros processos bioquimicos de
resisténcia.

Estudos em eletroforese unidimensional utilizando-se substratos
enzimdticos para detec¢do de atividade litica tém sido realizados no
patossistema tomateiro-Phytophthora parasitica (DASSI et al., 1998;
POZO et al., 1999, 2002a), provendo melhor entendimento sobre a fun-
¢do de micorrizas na expressdo de proteinas relacionadas a patogénese.
Isoformas basicas de B-1,3-glucanases induzidas por micorrizas tiveram
relacdo com a bioprote¢do de tomateiros ao patdégeno (POZO et al.,
1999); essa enzima, em conjunto com quitinases, quitosanase e
superdxido dismutase, foram induzidas de forma localizada pela
simbiose mutualistica (POZO et al., 2002a). Nesse mesmo estudo foi
verificada, em plantas micorrizadas, a expressao sistémica de proteinas
com atividade litica, ou seja, que promoviam a clivagem enzimatica de
polissacarideos da parede celular de P. parasitica. A producao de meta-
bolitos secundarios também esta envolvida nas interagdes entre micorti-
zas arbusculares e patdgenos. Zhu & Yao (2004) constataram que mi-
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corrizas em tomateiro induziram a produgdo de compostos fenolicos
soluveis de forma localizada e sist€mica, o que suprimiu a infec¢ao da
bactéria Ralstonia solanacearum, causadora de murcha vascular no
sistema radicular da cultura.

4.4.5. Sinais e eventos regulados por micorrizas em respostas de defesa
a patogenos

Foi apresentado anteriormente que o processo de colonizagdo mi-
corrizica elicita respostas de defesa fracas e temporarias durante as fases
iniciais de penetracdo de hifas nos tecidos radiculares, ao passo que tais
resposta s3o fortes e localizadas nas células que recebem os arbusculos
no estabelecimento da funcionalidade da simbiose. Essas respostas ndo
sdo tipicas de infecgOes patogénicas, pois ndo ocorrem nos Mmesmos
niveis e distribui¢do espacial. Em plantas mutantes incapazes de formar
micorrizas arbusculares, ocorre o contrario: a presenca de estruturas de
FMA induz respostas de defesa semelhantes aquelas observada em inte-
ragdes patogénicas. Isso demonstra que a acomodagdo dos fungos mutu-
alisticos € controlada por genes do hospedeiro vegetal, que suprimem as
respostas de defesa para permitir a formagdo de micorrizas.

A questdo € saber como essas respostas sdo ativadas com rapidez
suficiente para que a planta acione estratégias que irdo diminuir ou im-
pedir a invasdo de tecidos radiculares por patdogenos. De acordo com o
entendimento atual, esse fato esta diretamente relacionado com o efeito
de supressdo de patdogenos em plantas micorrizadas. Uma idéia € de que
os compostos de defesa produzidos previamente pela presenca de FMA
sensibilizam os tecidos radiculares e tornariam mais rapidas as respostas
a infecgdo posterior por patogenos (AZCON-AGUILAR & BAREA,
1996; AZCON-AGUILAR et al., 2002), permitindo supressdo mais
eficiente que em plantas ndo micorrizadas.

Indo mais a fundo na questdo, Pozo & Azcon-Aguilar (2007) su-
gerem que a velocidade de respostas decorre do pré-condicionamento
dos tecidos radiculares, induzida pela presenca de micorrizas funcionais.
Esse fenomeno € conhecido como priming e possivelmente é a principal
forma de resisténcia induzida por micorrizas arbusculares. A sensibili-
zacdo do sistema radicular por micorrizas arbusculares explicaria resul-
tados positivos de supressdo de ataque de patdégenos, sem acumulo pré-
vio de metabolitos. Em tomateiros micorrizados com Glomus mosseae,
Cordier et al. (1998) constataram a inducdo de respostas de resisténcia
sistémica na fracdo do sistema radicular ndo micorrizado, pelo engros-
samento da parede celular com pectinas nao-esterificadas e resisténcia
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localizada em células contendo arbusculos, pela formagao de calose nas
células proximas a hifa de Phytophthora parasitica. Outro exemplo é o
trabalho de Mohr et al. (1998), no qual feijoeiros inoculados com esse
mesmo fungo micorrizico ndo alteraram a expressdo de quitinases, -
1,3-glucanases e fenilalanina amdnia-liase em comparagdo a plantas nado
micorrizadas. Entretanto, um dia ap6s a inoculacdo de Fusarium solani
f. sp. phaseoli ja se constatou aumento consideravel na atividade dessas
enzimas nas plantas micorrizadas.

O “estado de alerta” ou “estado sensibilizado” faz parte do feno-
meno de resisténcia sistémica induzida, que pode se somar as barreiras
estruturais e bioquimicas, variaveis de acordo com o genotipo vegetal.
Essa condigdo fisioldgica permite a planta desenvolver respostas de
defesa de forma mais répida e expressiva frente a estresses abidticos e
bidticos e € uma caracteristica comum de respostas de resisténcia indu-
zidas por microorganismos. Os estudos ainda t€m foco restrito, princi-
palmente com rizobactérias promotoras de crescimento vegetal, como
Pseudomonas e Bacillus (CONRATH et al., 2006).

Trabalhos indicam que o sinal molecular responsavel por esse
“estado de alerta” € o acido jasmonico. Em plantas de cevada micorriza-
da por Glomus intraradices, Hause et al. (2002) constataram aumento
nos niveis de acido jasménico e na expressdo de genes codificando en-
zima da biossintese desse hormdnio. Os autores concluiram que acido
jasmonico ¢é gerado e atua especificamente dentro de células contendo
arbusculos e esta relacionado com o estabelecimento funcional da sim-
biose. Eles especularam que os niveis mais elevados do hormonio em
plantas micorrizadas tém relagdo com a resisténcia de tecidos radicula-
res a patdgenos.

Pozo & Azcon-Aguilar (2007) sugerem que formagdo de micorri-
zas, pelo aumento nos niveis de acido jasmonico, pré-condiciona os
tecidos radiculares a responder de forma rapida e eficiente a presenga de
patdgenos. Essas respostas induzidas pela simbiose diferenciam-se da
resisténcia basal de plantas ndo micorrizadas, no qual a producao dos
sinais de alerta ¢ dependente do reconhecimento do patéogeno. Nesse
caso, além de acido jasmonico, ha produgdo de acido salicilico e etileno,
metabolitos que também regulam rotas de transdugdo de sinais e modu-
lam as respostas de defesa (POZO et al., 2005; POZO & AZCON-
AGUILAR, 2007), como mostra a Figura 2 para os estudos utilizando F.
oxysporum como modelo de patogeno.

Pozo et al. (2009) propdem que micorrizas funcionais suprimem
parcialmente as respostas de defesa reguladas pelo acido salicilico, para
assim permitir a interacdo compativel entre os tecidos radiculares e um
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fungo de natureza biotrofica. De fato, as respostas de defesa dependen-
tes de acido salicilico constituem estratégias de defesa relacionadas a
interagdes patogénicas entre plantas e fungos biotroficos, como Puccinia
(CRAMPTON et al., 2009) e Oidium (ACHUO et al., 2004): a reacdo de
hipersensibilidade envolve a produgdo de espécies reativas a oxigénio
que culminam na necrose de tecidos, impedindo assim o avango de pa-
togenos que necessitam de tecidos vivos para desenvolvimento (PIE-
TERSE & VAN LOON, 2007).

Pozo et al. (2009) sugerem que plantas micorrizadas, como forma
de compensagao, utilizam rotas de sinalizacdo de defesa reguladas pelo
acido jasmonico. Esse sinal molecular, diferente do acido salicilico, esta
envolvido em respostas de defesa a patdgeno necrotréficos, ou seja, que
se desenvolvem a partir de células e tecidos vegetais mortos (KLIE-
BENSTEIN & ROWE, 2008). Segundo Pozo et al. (2009), isso explica-
ria porque plantas micorrizadas sdo mais resistentes a microorganismos
necrotroficos (Fusarium, Verticillium, Rhizoctonia) € mais suscetiveis a
patdgenos biotroficos. Nesse caso, a suscetibilidade pode se refletir na
parte aérea das plantas, como mostraram Gernns et al. (2001) em ceva-
da: a formagdo de micorrizas aumentou a colonizagdo e esporulacao do
fungo Erysiphe graminis f. sp. hordei, causador do mildio, em compara-
¢do a plantas ndo micorrizadas.

Sao necessarios maiores estudos para esclarecer o papel de cada
componente das respostas de defesa de plantas micorrizadas e as rotas
de sinalizagdo que regulam essas respostas sob ataque de patégenos
(VIERHEILIG et al., 2008), especialmente confirmar a func¢do de sinal
endogeno do 4cido jasmodnico na indugdo de resisténcia de plantas mi-
corrizadas (VAN WEES et al., 2008). Conrath et al. (2002) sugerem que
o priming promove o acumulo de moléculas responsaveis pela sinaliza-
c¢do de respostas de defesa, inclusive fatores de transcri¢do, que levariam
as respostas mais rapidas quando as células sofrem algum tipo de estres-
se. Os autores afirmam que muitas questdes sobre a base molecular
desse fendmeno sdo suposicdes e precisam ainda ser esclarecidas. Outra
vantagem para o hospedeiro, além de poder se defender mais rapida-
mente de inimigos, € o custo energético baixo do pré-condicionamento,
comparado a ativagdo ou acimulo de formas constitutivas de defesa pela
planta (POZO & AZCON-AGUILAR, 2007), uma vez que 0 priming
ndo induz diretamente a expressdo de genes de defesa. Segundo esses
autores, isso ajuda a explicar o fato das micorrizas terem se conservado
evolutivamente tanto tempo e abranger tantas espécies vegetais.

A revisdo recente de Vierheilig et al. (2008) apresenta uma pers-
pectiva interessante sobre a relagdo entre a regulacdo da simbiose pela
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planta hospedeira e a bioprotecdo de micorrizas contra patogenos. Tra-
balhos com a divisdo do sistema radicular de plantas em duas metades
isoladas mostraram que a simbiose estabelecida de um lado suprimiu a
colonizag@o por FMA inoculado posteriormente do outro lado. De acor-
do com os autores, a restri¢do a coloniza¢do micorrizica visa controlar
os gastos energéticos com a manutencdo das estruturas dos FMA, de
maneira que a planta é capaz de promover a “auto-regulacdo da micorri-
zagao”.

Sao poucos os trabalhos nesse ambito de estudo, de modo que sdo
desconhecidos os mecanismos que controlam a auto-regulacdo. Esse
fendmeno e a bioprotegdo conferida por micorrizas sdo, nas palavras de
Vierheilig et al. (2008), “dois lados da mesma moeda”: as reagdes que
impedem a coloniza¢do micorrizica além do limite regulado pela planta
e o estabelecimento de simbioses parasiticas sdo as mesmas. Por esse
motivo ¢ necessario um nivel minimo de colonizagdo micorrizica para
que se constate efeito supressivo a patogenos (CORDIER et al., 1998;
KHAOSAAD et al., 2007); o fendmeno de auto-regulacdo ocorre de
forma analoga, de maneira que a supressdo da colonizagdo micorrizica
surge quando se atinge o nivel maximo ideal para a planta (VIERHEI-
LIG et al., 2008). A abordagem de Vierheilig et al. (2008) parece ser
uma perspectiva diferenciada de tratar a questdo do priming em plantas
micorrizadas. O fato de plantas micorrizadas reconhecerem a presenca
de FMA como se fossem patogenos parece ir de encontro ao efeito pri-
ming no hospedeiro vegetal. Em estudos futuros, a conciliagdo dos co-
nhecimentos permitira compreensdo melhor dos eventos de sinalizagdo
celular e express@o de genes relacionados a resisténcia contra patdgenos.
Dessa forma sera possivel entender como micorrizas arbusculares regu-
lam as respostas de defesa e o fendmeno de supressdo de patogenos.

5. Protedmica
5.1. O advento da protedmica

O sequenciamento completo de genomas abriu as portas para um
novo universo de estudos dentro da biologia. A Ciéncia vive a era das
‘omicas’. Cada componente do dogma central da biologia passou a ter
uma area de estudo propria, de abordagem em larga escala e associada a
gendmica (Figura 5). A integragdo das ‘Omicas’, de acordo com Patter-
son & Aebersold (2003), servird de subsidio para o desenvolvimento da
biologia de sistemas, termo que os autores denominam de “estudo de um
sistema bioldgico pela analise sistematica e quantitativa de todos os
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componentes que constituem o sistema”. Do conhecimento das poten-
cialidades contidas nos genes, se vislumbra desvendar padroes de fun-
cionalidade.

replicagdo
@ transcrigdo traducio -
DNA C——=> RNA "> Proteinas {iiiiiiiies Mo aboNtos

secundarios
Transcri¢do
reversa

GendOmica Transcriptomica Protedmica Metabolomica

Figura 5. Dogma central da biologia e areas de estudos correlatas aos niveis do
fluxo de informacao genética (adaptado de REDEI, 2008).

Os termos proteoma - ‘the protein complement of the genome’ - e
protedmica - o processo de estudo do proteoma - foram cunhados em
1994 no 1° Encontro de Eletroforese Bidimensional em Siena, Italia, e
publicados por Wilkins e colaboradores no periddico Biotechnology &
Genetic Engineering Reviews em 1995 (PATTERSON & AEBER-
SOLD, 2003). Em outras palavras, protedmica pode ser definida como
sendo a andlise de proteinas em grande escala (BESTEL-CORRE et al.,
2004). Proteoma e protedOmica como objeto e meio de estudo, respecti-
vamente, foram vinculados conceitualmente a genoma e gendmica, re-
presentando o encadeamento e associa¢do entre DNA e proteinas, genes
e produtos da expressdo de genes.

Admite-se que o proteoma inclui todas as proteinas resultantes da
expressdo de genes em uma célula, organela, tecido ou organismo e por
meio de protedmica busca-se identificar e caracterizar padrao de expres-
sdo, localizagdo celular, atividade, regulacdo, modificagdes pos-
traducionais, interagdes moleculares e fungdes de cada proteina em um
sistema biologico (FINNIE, 2006). Dessa forma, a andlise sistematica de
proteomas podera proporcionar entendimento mais direto das funcdes e
da regulacdo dos processos metabolicos que a analise de genes
(BERTONE & SNYDER, 2005).

O surgimento da protedmica, como disciplina organizada, ¢ atri-
buido ao desenvolvimento da eletroforese bidimensional em 1975 por
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Patrick O’Farrel (BRADSHAW, 2008), que previu as atuais possibili-
dades de uso da técnica: “devido a resolugdo e sensibilidade, essa técni-
ca ¢ uma ferramenta poderosa para andlise e deteccdo de proteinas em
recursos biologicos complexos” (O’FARREL, 1975). O que faz esse
campo de estudo parecer recente € o fato de que o progresso nas pesqui-
sas ocorreu a partir do completo sequenciamento do genoma humano
em 2001, somado a aplicacdo das tecnologias de espectrometria de mas-
sa com ionizagdo electrospray (electrospray ionization - ESI) e baseada
em lonizagdo/Dessor¢do de Matriz Assistida por Laser (matrix-assisted
laser desorption ionization - MALDI). Os espectrometros de massa
melhoraram a sensibilidade de identificacdo de proteinas separadas por
géis e a elucidacdo de modificagdes pods-traducionais em proteinas
(PATTERSON & AEBERSOLD, 2003; BRADSHAW, 2008).

Os avangos tecnoldgicos na analise de proteinas permitiram uma
evolugdo rapida da quimica de proteinas, baseada no estudo individual
de estrutura e funcdo de proteinas, para a protedmica, com uma aborda-
gem mais complexa, em larga escala (BRADSHAW, 2008) e comple-
mentar a analise da expressdo de genoma (ROSSIGNOL, 2001). Além
da associagdo com informacdes geradas pela genomica, a complementa-
ridade entre técnicas de protedmicas e transcriptdmicas podera indicar,
por exemplo, se a regulagdo de um determinado processo fisiologico
estudado esta sendo feito ao nivel de transcrigdo ou tradugdo (CANO-
VAS et al., 2004).

5.2. Um paralelo entre protedmica e genémica

Diferente de um genoma, que pode ser definido seqiiencialmente,
a descricdo do proteoma de um determinado ser vivo parece ser uma
tarefa impossivel: seria necessario, por exemplo, determinar a expressao
de todas as proteinas em fun¢do do tempo e condigdes fisiologicas do
ser vivo. Para alcancar a totalidade do proteoma, os trabalhos de prote-
Omicas tém outras tarefas arduas, como determinacdo das estruturas e
funcdes de proteinas geradas pelo genoma de um organismo, incluindo
modificagdes pos-traducionais, determinacdo de todas as interagdes
possiveis das proteinas e a organiza¢do das informacdes obtidas, por
meio da bioinformdtica, para descricdo do organismo em questdo
(BRADSHAW, 2008).

Assim, a complexidade experimental de protedmica ¢ muito mai-
or se comparada a gendmica. Embora possa ser complexa do ponto de
vista técnico, o sequenciamento de genomas tem um fim determinado e
conclusivo - definir a seqiiéncia completa de genes de um ser vivo
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(PATTERSON & AEBERSOLD, 2003). O proteoma, por sua vez, ¢
dindmico e os resultados obtidos sdo somente um instantaneo da expres-
sdo de genes de um organismo estudado (HEAZLEWOOD & MILLAR,
2006). Como ¢ o caso do genoma humano, um nimero relativamente
baixo de genes € capaz de gerar um proteoma de grande, e ainda pouca
conhecida, complexidade (PATTERSON & AEBERSOLD, 2003). Por
fim, proteinas tém maior diversidade de propriedades que acidos nucléi-
cos, ndo ha PCR para proteinas e assim a quantidade inicial de tecidos e
a sensibilidade de deteccdo sdo limitagdes criticas € a concentragdo de
proteinas pode variar bastante entre tecidos ou érgaos (PECK, 2005).

5.3. Eletroforese e espectrometria de massa

Um dos principais métodos usados na analise de proteinas ¢ a se-
paragdo por eletroforese bidimensional seguido pela identificagdo por
espectrometria de massa. Por eletroforese bidimensional em géis de
poliacrilamida, ¢ possivel separar, mapear e quantificar polipeptidios de
proteinas desnaturadas. Na primeira dimenséo da eletroforese, os pepti-
deos sdo separados de acordo com gradientes de pH e na segunda di-
mensao, pela massa molecular (BESTEL-CORRE et al., 2004). As prin-
cipais limitagdes de eletroforese bidimensional é a resolugdo baixa de
proteinas basicas (p/>9), grandes (MM>100 kDa) ou hidrofobicas.
Mesmo assim, esta entre os melhores métodos, ou pode ser considerada
a melhor opg¢do, de avaliar formas de proteinas em amostras (PECK,
2005; FINNIE, 2006).

Terminada a eletroforese, os géis sdo digitalizados em imagens,
que sdo importadas a programa de computador que permite detectar e
juntar as concentragdes de proteinas visiveis nos géis, denominadas de
bandas, e identificar diferencas quali e quantitativas entre as populacdes
de proteinas. As bandas sdo retiradas dos géis e submetidas a digestdo
com proteases, geralmente tripsina, para gerar fragmentos de peptideos
(HURKMAN & TANAKA, 2007). Os fragmentos sdo analisados em
espectrometros de massa, aparelhos que medem a relagdo massa/carga
de peptideos ou proteinas e fornecem informagdes sobre os ions molecu-
lares componentes dessas moléculas, que por sua vez permitem definir a
seqiiéncia provavel de aminoacidos (PATTERSON & AEBERSOLD,
2003; BERGMULLER et al., 2006). A relagdo entre as proteinas e os
genes correspondentes pode ser feito a partir da seqiiéncia completa do
genoma do organismo em questdo (PATTERSON & AEBERSOLD,
2003).
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5.4. Protedmica em estudos com plantas

Técnicas de protedmica t€ém ampla aplicabilidade na biologia. Em
medicina, estudos de proteomas, associados aos conhecimentos produ-
zidos ao nivel de genoma, sdo utilizados na busca de biomarcadores de
doengas, como o cancer (BRADSHAW, 2008). O sequenciamento com-
pleto dos genomas de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa serviram de
subsidio para o progresso da protedmica vegetal, que utilizou essas es-
pécies como modelos principais de estudo (CANOVAS et al., 2004;
RAMPITSCH & SRINIVASAN, 2006; FINNIE, 2006). A partir do
genoma dessas duas plantas foi possivel fazer a identificagdo automati-
zada de proteinas, a partir de homologia das seqiiéncias de nucleotideos
e aminodcidos, e categorizar todas as proteinas presentes nas amostras.
A identificacdo e categorizacdo de todas as proteinas presentes nas a-
mostras analisadas forneceram o “proteoma total” das espécies (RAM-
PITSCH & SRINIVASAN, 2006).

Assim, estudos de proteomas de plantas trilharam o mesmo cami-
nho da aplicagdo da protedmica em outras areas da biologia, ou seja,
para identificacdo, de forma rapida, de todas as proteinas expressas por
uma célula ou tecido. Nesse sentido, a protedmica serviu como um meio
de identificar genes e para um propoésito descritivo (ROSSIGNOL,
2001). Seguindo outra linha, protedmica vegetal tem sido aplicada com
o propésito de avaliar respostas bioldgicas frente, por exemplo, a estres-
ses de origem abiotica e biotica (ROSSIGNOL, 2001; PECK, 2005).

Rampitsch & Srinivasan (2006) lancam uma critica as iniciativas
de caracterizacdo do proteoma total de plantas. Embora uma planta per-
manega com o genoma praticamente estavel durante o desenvolvimento
e passivel de ser seqiienciado, a caracterizagdo completa do proteoma é
“ilusdo”, pois a programacgado genética ¢ dindmica e a expressdo de genes
¢ regulada por muitos fatores, como as caracteristicas do material biolo-
gico avaliado, o estagio de desenvolvimento das plantas e a existéncia
de estimulos externos. Pode-se dizer que a caracterizagcdo das proteinas
expressas em um determinado momento registra o ‘proteoma instanta-
neo’.

A analise do proteoma de plantas pode ser aplicada nos seguintes
niveis (FINNIE, 2006):

- catalogar a totalidade e abundancia de proteinas sintetizadas em um
organismo, tecido ou organela;

- caracterizar mudangas durante etapas fisioldgicas do desenvolvimento
vegetal;

- identificar proteinas que diferem entre amostras bioldgicas, expostas a
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diferentes agentes bidticos ou abioticos;
- identificar proteinas com base em uma propriedade funcional, pela
analise comparativa do proteoma de tecidos ou organelas.

Dessa forma, trabalhos com protedmica atingem um grande
campo de a¢do, envolvendo desde a analise de uma Unica proteina isola-
da até andlises multiplas em larga escala de centenas ou milhares de
proteinas de um organismo vivo (HEAZLEWOOD & MILLAR,
20006).

Os numeros de proteinas identificadas em estudos com Arabidop-
sis thaliana e Oryza sativa tém sido bem menores que o nimero maxi-
mo que teoricamente as plantas podem expressar (RAMPITSCH & S-
RINIVASAN, 2006). Esse fato tem sido relacionado a problemas intrin-
secos ao material, como baixas concentragdes de proteinas, e as limita-
¢Oes da eletroforese bidimensional. A natureza dos tecidos vegetais,
com parede celular rigida e uma variedade de metabolitos secundarios
capaz de interferir nas andlises, indica que desafios extras sdo envolvi-
dos no estudo de proteomas vegetais, comparado a outros organismos
(FINNIE, 2006). As dificuldades sdo maiores em plantas lenhosas, nas
quais tanto o isolamento de 4cidos nucléicos e a preparacdo de amostras
de proteinas sdo problemas relevantes, uma vez que substancias interfe-
rentes comuns em plantas (polissacarideos, pigmentos e fendis) sdo
abundantes (CANOVAS et al., 2004). A complexidade de compreensao
do proteoma vegetal tem levado os pesquisadores a estudar primeiro o
proteoma da mitocdndria e do cloroplasto, organelas de metabolismo
relativamente mais simples (RAMPITSCH & SRINIVASAN, 2006).

Outro desafio, segundo Finnie (2006), ¢ compreender as func¢des
de proteinas, que muitas vezes sdo identificadas, mas ndo tem nenhuma
semelhanga a proteinas de fun¢do conhecida. O mesmo se aplica ao
campo da gendmica, pois segundo esse autor, as funcdes de aproxima-
damente um tergo dos genes de Arabidopsis thaliana sdo desconhecidas,
sugerindo que ha muito a desvendar sobre a biologia vegetal.

5.5. Protedmica em interagdes entre plantas-microorganismos

O estudo de proteomas em respostas de defesa a patogenos é um
campo ainda pouco explorado. A protedmica pode ser aplicada para
elucidar os processos moleculares que ocorrem no reconhecimento de
patogenos pelas plantas, durante o processo infectivo e nas respostas de
defesa da planta (KAV et al., 2007; KIM & KANG, 2008). A compara-
¢do de perfis protéicos permite observar inducao na expressao de genes
pela presenga de patdgenos, auxiliando na identificagdo de grupos de
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proteinas especificas envolvidos na resisténcia de plantas aos patdogenos
(COLDITZ et al., 2007; KIM & KANG, 2008). Associado aos conhe-
cimentos produzidos pela gendmica, especialmente o sequenciamento de
genomas de patdgenos e de plantas, sera possivel a caracterizagdo de
proteinas e genes Avr e elicitores, por exemplo (COLDITZ et al., 2007).
Tais resultados também poderdo ser relacionados com a suscetibilidade
ou resisténcia de plantas.

Trabalho recente com ervilha (AMEY et al., 2008) comparou per-
fis protéicos obtidos por eletroforese bidimensional de plantas inocula-
das e ndo inoculadas com Peronospora viciae. Vérias proteinas foram
alteradas em sua abundancia e 12 aumentaram nas folhas inoculadas,
das quais oito foram seqiienciadas. Nenhuma proteina diminui em abun-
dancia apos a infeccdo e a proteina PI136, por exemplo, foi identificada
como sendo uma proteina relacionada a patogénese (AMEY et al.,
2008). Em raizes de Medicago truncatula, o patdgeno Aphanomyces
euteiches induziu principalmente proteinas relacionadas a patogénese
pertencentes a familia 10 (PR-10), do tipo ribonucleases, de fun¢do
desconhecida (COLDITZ et al., 2004).

As avaliagdes de modificacdes pds-traducionais, como fosforila-
¢do ou glicosilacdo, sdo informacdes uteis em estudos de proteomas de
interagdes patogénicas, ainda mais que tais modificagdes ndo sdo identi-
ficadas no transcriptoma. A fosforilacdo de proteinas é a modificagdo
pos-traducdo predominante em respostas a patogenos (THURSTON et
al., 2005), regulando processos de respostas de defesa estimulados por
elicitores e atuando provavelmente nas rotas de sinalizagdo apos percep-
¢do de microorganismos. A identificacdo de proteinas quinases e fosfa-
tases e respectivos substratos sdo informa¢des importantes para esclare-
cer os primeiros passos das interagdes plantas-microorganismos (COL-
DITZ et al., 2007). Outra possibilidade ¢ a andlise de proteomas de
membranas plasmaticas, que permitem identificar proteinas envolvidas
na identificacdo de elicitores e nos primeiros passos de sinalizac¢do inter-
celular (THURSTON et al., 2005). Enfim, a identifica¢do de proteinas e
o conhecimento das respectivas fungdes em interacdes entre plantas e
patogenos podem ser usados em programas de selegdo e melhoramento
de plantas e desenvolvimento de novas linhagens com maior resisténcia.

Os estudos com protedmica em associagdes micorrizicas € nddu-
los fixadores de nitrogénio foram iniciados na década de 90, auxiliando
no entendimento da complexidade envolvida na interagdo entre genomas
distintos (BESTEL-CORRE et al., 2004). Nesses tipos de trabalhos, a
comparacdo do sistema radicular de plantas formando simbiose e raizes
de plantas testemunhas permitem avaliar proteinas que sdo induzidas ou
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suprimidas pelas associagcdes micorrizicas ou pelos nodulos fixadores de
nitrogénio e, em conseqiiéncia, o nivel de interacdo entre os metabolis-
mos dos simbiontes. Estudos de proteomas em micorrizas arbusculares
tém sido feito a partir da base de dados de seqiiéncias de Medicago
truncatula, espécie leguminosa capaz de formar associagdes com rizo-
bios e FMA, uma vez que Arabidopsis spp. ndo forma nenhuma dessas
interacdes mutualisticas (DUMAS-GAUDOT & RECORBET, 2007).

A deteccao e a identificagdo de proteinas relacionadas a simbiose
tém sido feitas pelo uso de eletroforese bidimensional e espectrometria
de massa, respectivamente, mas poucas proteinas foram identificadas em
relacdo as bandas detectadas nos géis de eletroforese. Pelo fato de os
estudos serem relativamente recentes, existem muitas questdes a serem
exploradas sobre proteomas em simbioses mutualisticas, ¢ o entendi-
mento da dindmica de expressdao de genes depende também de modifi-
cacdes em protocolos, refinamento e evolugdo das técnicas e desenvol-
vimento de novos procedimentos em protedmicas (BESTEL-CORRE et
al., 2004; DUMAS-GAUDOT & RECORBET, 2007). Além disso, a
identificagdo das proteinas com espectrometria de massa depende de
seqiiéncias de genomas de simbiontes vegetais e fingicos, notadamente
Medicago truncatula e Glomus intraradices, principais espécies utiliza-
das nos trabalhos sobre proteoma de micorrizas (DUMAS-GAUDOT &
RECORBET, 2007).

Embora haja limitagdes, trabalhos como o de Natera et al. (2000)
conseguiram caracterizar ¢ identificar produtos da expressdo de genes
presentes em nodulos fixadores de nitrogénio formados entre a bactéria
Sinorhizobium meliloti e Melilotus alba e nos simbiontes isolados. Fo-
ram induzidas mais de 250 proteinas nos nodulos, comparados as raizes
de plantas testemunhas, e mais de 350 proteinas foram suprimidas por
Sinorhizobium meliloti nos nédulos, em comparacdo a células bacteria-
nas cultivadas isoladamente. Proteinas envolvidas na absor¢do e meta-
bolismo de uréia e de outros compostos nitrogenados similares nao fo-
ram expressadas pelo rizébio no nddulo, confirmando que Sinorhizobi-
um meliloti, com a formacdo da simbiose, passou de assimilador a ex-
portador de amoénio.

O trabalho de Bestel-Corre et al. (2002) foi o pioneiro na identifi-
cacdo de proteinas induzidas pela formag@o de micorrizas arbusculares.
Analisando o proteoma de raizes de Medicago truncatula inoculadas
com Sinorhizobium meliloti ¢ Glomus mosseae, os autores identificaram
0 aumento na expressdo de 12 polipeptidios, diminui¢cdo em dois poli-
peptidios e 41 que foram induzidos em resposta a micorrizacdo. Em
resposta a nodulagdo, quatro proteinas aumentaram a expressdo, um a
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diminuiu e 46 foram induzidos. Nenhuma proteina foi induzida para
ambas as simbioses (BESTEL-CORRE et al., 2002), embora como mos-
trado anteriormente, existem genes em comum que regulam os proces-
sos de micorrizagdo ¢ nodulacao.

Uso de espectrometria de massa e comparagdo dos resultados
com bases de dados de massa de peptideos e seqiiéncia de aminodcidos
permitiram identificar homologias, por exemplo, de proteinas induzidas
pela micorrizagdo que estdo envolvidas em respostas de defesa: peroxi-
dase, enzima induzida frente a ataque por patdgenos; e proteina inibido-
ra de poligalacturonase, produzida para evitar a a¢do de poligalacturona-
ses, enzimas de fungos patogénicos que degradam a parede celular das
células vegetais (BESTEL-CORRE et al., 2002). Micorrizas também
induziram proteinas envolvidas na fisiologia radicular e cadeia respirato-
ria. A nodulacdo com rizébio induziu proteinas relacionadas a fixagéo
do nitrogénio, com homologia de peptideos a leghemoglobina e nitroge-
nase, por exemplo, e proteinas envolvidas no metabolismo do carbono,
como a enolase, que catalisa a interconversao de fosfoglicerato a fosfoe-
nolpiruvato durante a glicdlise (BESTEL-CORRE et al., 2002). Os auto-
res concluem que técnicas de protedmica — eletroforese bidimensional e
espectrometria de massa — podem ser usadas para a identificacdo de
proteinas induzidas e reguladas no desenvolvimento e funcionamento de
simbioses, auxiliando no entendimento de eventos que ocorrem a nivel
celular.

Os estudos com protedmica em micorrizas arbusculares se con-
centram na observagdo de contrastes nos perfis dos proteomas entre
plantas micorrizadas e ndo micorrizadas e a identificagdo de proteinas
geradas em trés momentos distintos do estabelecimento da associagao:
na fase pré-infec¢o, pela analise de esporos e micélios de FMA; nos
primeiros estagios, pelo desenvolvimento do apressério do fungo na
superficie radicular; e no estagio final, quando a micorriza ¢ funcional
(DUMAS-GAUDOT & RECORBET, 2007). O primeiro trabalho que
identificou proteinas de uma espécie de fungo micorrizico por meio de
protedmica ¢ bastante recente. Micélio e esporos extrarradiculares de
Glomus intraradices produziram 438 bandas em gel de eletroforese
bidimensional. Em culturas in vitro de raizes transformadas de cenoura,
micorrizas induziram quatro proteinas, das quais duas apresentaram
seqiiéncias homologas a proteina Myk15, previamente descrita e de
funcdo ainda desconhecida (DUMAS-GAUDOT et al., 2004a).

A primeira publicagdo identificando proteinas de fungo micorri-
zico em plantas micorrizadas, por meio de analise do proteoma de raizes
veio logo depois. Valot et al. (2005) monitoraram a expressao de protei-
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nas associadas & membrana plasmatica em raizes micorrizadas de Medi-
cago truncatula. Glomus intraradices induziu 15 proteinas, aumentou os
niveis de expressdo de trés proteinas e diminuiu tais niveis de 18 protei-
nas. Os autores concluiram que as proteinas induzidas correspondem a
proteinas de G. intraradices expressas na planta ou proteinas de M.
truncatula expressas em respostas a formagdo de micorriza arbuscular.
De fato, trés proteinas apresentaram homologia a proteinas de origem
fingica ja identificadas: subunidades o e 3 de ATP sintase mitocondrial
das leveduras Kluyveromyces lactis e Saccharomyces cerevisiae, respec-
tivamente, e a subunidade 3 de ATP sintase de hifa extrarradicular do
proprio G. intraradices, identificada previamente no estudo de Dumas-
Gaudot et al. (2004). E interessante destacar nesse trabalho o aumento
na expressao de proteina do tipo nodulina, induzidas durante a formagao
e estabelecimento de nodulos por rizobios, mais uma prova da sobrepo-
sicdo de rotas de expressao de genes entre as duas simbioses mutualisti-
cas (VALOT et al., 2005).

Embora a aplicagdo de protedmica em estudos com micorrizas
arbusculares seja bastante recente, € possivel se prever que investigacdes
futuras podem ir além da regulacdo de proteinas expressas no estabele-
cimento da simbiose. Conhecimentos basicos sobre o proteoma da sim-
biose micorrizica acenam para uso de técnicas de protedmica — eletrofo-
rese bidimensional, espectrometria de massa — no avango dos conheci-
mentos sobre do papel da simbiose frente a estresses ambientais e a
respostas a infec¢do por organismos patogénicos. Estudos com eletrofo-
rese bidimensional e espectrometria de massa tém permitido identificar
proteinas relacionadas a diminui¢@o de estresse abidtico, como toxicida-
de por cadmio (ALOUI et al., 2009). O mesmo poderd ser feito para
entender interacdes entre gendtipos vegetais, fungos micorrizicos e pa-
togenos radiculares.

6. Sintese

Os beneficios de micorrizas arbusculares, do ponto de vista prati-
co e de aplicabilidade dos conhecimentos gerados pelas pesquisas, t€ém
duas frentes de uso: na forma de inoculantes de isolados de FMA sele-
cionados para determinado fim e pelo manejo do solo e das espécies
vegetais cultivadas nos sistemas agricolas. Um exemplo de aplicagdo no
primeiro caso € a utilizacdo na produ¢do de mudas, especialmente plan-
tas micropropagadas in vitro, saindo de condig¢des heterotroficas e ne-
cessitando superar o estresse de adaptacdo as condigdes ex vitro. Avalia-
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coes de isolados de FMA em condi¢des controladas fazem parte da qua-
se totalidade das pesquisas sobre os beneficios de micorrizas arbuscula-
res. Os resultados dessas investigagdes se aproximam mais da realidade
do uso de FMA como biotecnologia, na forma de inoculantes. Em rela-
¢do a supressdo de patdogenos por micorrizas arbusculares, a geragdo de
informagdes a partir de condigdes controladas pode ser subsidio para
pesquisas futuras a campo, em condicdes abertas. Isso permitird avaliar
o potencial de uso e manejo de micorrizas arbusculares na agricultura,
procurando obter o maximo possivel dos beneficios dessa biotecnologia.

A aplicagdo de técnicas de biologia molecular em sistemas planta
- fungo micorrizico - fungo patogénico auxilia na compreensao do papel
de micorrizas arbusculares nos eventos de estabelecimento/supressao de
doengas radiculares. Assim, essas técnicas permitem avaliar gendtipos
vegetais com graus diferenciados de suscetibilidade a um patogeno,
gerando informagdes para programas de selegdo e melhoramento de
cultivares. Aliado a inoculagdo de fungos micorrizicos, ¢ possivel anali-
sar efeitos supressivos de micorrizas arbusculares a patdogenos do solo, o
que pode confirmar essa biotecnologia como forma de diminuir a restri-
¢do de uso de genotipos vegetais.

Em nosso estado, a presenca generalizada de Fusarium spp. nos
solos das principais regides produtoras de uva tem limitado o uso de
porta-enxertos de videira, em detrimento de variedades suscetiveis mas
de caracteristicas agrondmicas desejaveis. Nesses recursos genéticos, €
interessante avaliar, em condi¢des controladas, o efeito da inoculacdo de
FMA na severidade de Fusarium spp. A comprovagao da importancia de
micorrizas arbusculares na supressdo desse patdgeno pode ajudar, no
futuro, a agregar o uso de inoculantes micorrizicos na produgdo de mu-
das e o desenvolvimento de formas de manejo na agricultura que consi-
deram essa simbiose mutualistica.
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OBJETIVOS E HIPOTESE

Objetivo geral:

Avaliar o papel da formagdo de micorriza na expressao de protei-
nas radiculares em porta-enxerto de videira e na indugdo de resisténcia
localizada contra F. oxysporum f. sp. herbemontis.

Objetivos especificos:

1. monitorar e determinar os niveis de atividade de quitinases e 3-1,3-
glucanases em raizes de videira inoculadas com Fusarium oxysporum f.
sp. herbemontis na presenca ou auséncia de micorrizas;

2. comparar perfis de expressdo de proteinas radiculares em mudas de
porta-enxerto de videira inoculados com o fungo micorrizico Glomus
intraradices e/ou com o fungo patogénico F. oxysporum f. sp. herbe-
montis;

3. avaliar a ocorréncia de supressdo do processo de infec¢ao pelo pato-
geno em mudas micorrizadas de porta-enxerto de videira.

Hipétese:
Micorrizas arbusculares regulam e induzem a expressdo de genes na

resisténcia contra Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis em porta-
enxerto de videira suscetivel ao patdgeno.
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EXPERIMENTO 1. Monitoramento da atividade de quitinases
e B-1,3-glucanases em raizes de videiras inoculadas com
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis

1. Material e Métodos
1.1. Recursos biolégicos
1.1.1. Porta-enxertos de videira

Os porta-enxertos R110 (Vitis berlandieri X V. rupestris) e SO4
(V. berlandieri x V. riparia), que apresentam resisténcia e suscetibilida-
de a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, respectivamente (AN-
DRADE et al., 1993; GRIGOLETTI JR., 1993), foram micropropagados
in vitro. As plantas matrizes foram provenientes do programa de melho-
ramento de videira da Universidade de Davis, Califérnia (EUA), e do
Istituto Agrario San Michele de all’Adige (Provincia Auténoma de
Trento — Italia) e foram introduzidas in vitro, a partir de culturas de
meristemas, pelo Laboratdrio de Morfogénese Vegetal do Departamento
de Fitotecnia, CCA - UFSC.

Explantes dos porta-enxertos de videira foram micropropagados
mediante a transferéncia de segmentos nodais com duas gemas em vi-
dros contendo 30 mL de meio de cultura DSD1 (LIMA DA SILVA &
DOAZAN, 1995) acrescido de sacarose (20,0g L") e agar-agar (6 g L™).
Apbs 45 a 60 dias de cultivo em sala de cultura (temperatura de 25 +
1°C, 16 h luz dia”', luminosidade incidente de 40 a 45 pmol m?s' ao
nivel do frasco), de acordo com o vigor de crescimento de cada porta-
enxerto, as mudas de videira foram aclimatizadas ao ambiente ex vitro.

A aclimatizagdo de porta-enxertos de videira micropropagados
foi realizada em bandejas alveoladas de poliestireno expandido contendo
substrato particulado esterilizado a 121° C por 40 minutos, a base de
composto organico termofilico, NITOSSOLO VERMELHO Distroférri-
co e areia (1:2:2, v/v/v). Os componentes do substrato formulado foram
peneirados em malha de 4,76 mm para retirada de material grosseiro;
areia passou por peneiragem em malha de 1,19 mm — descartando-se a
fragdo inferior — e em seguida foi lavada.

As raizes das videiras foram podadas a 1,0 cm e a parte aérea foi
mantida com 2 a 3 folhas basais antes da transferéncia. Cada bandeja
alveolada foi acondicionada dentro de bandejas plasticas, sobre a qual
foi colocada uma lamina de vidro para permitir a manuten¢do de condi-
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¢oes saturadas de umidade relativa do ar. As plantas permaneceram em
camara de crescimento com fotoperiodo de 16 h de radiagdo fotossinte-
ticamente ativa (150 mol m™s™) e ap6s 15 dias, de acordo com a emis-
sdo de folhas novas, foi realizada a retirada progressiva da lamina de
vidro.

Em torno de 30 dias apos a saida das condi¢des in vitro, as mudas
estavam aclimatizadas ao ambiente ex vitro; em seguida, as plantas fo-
ram transferidas a vasos de 400 mL, contendo o mesmo substrato utili-
zado na aclimatizacdo, e mantidas em crescimento por 30 dias até os
procedimentos experimentais seguintes.

1.1.2. Inoculo de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis

Isolados de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis foram forne-
cidos em meio de cultura pela EMBRAPA Uva e Vinho de Bento Gon-
calves/RS. Fragmentos do meio de cultura contendo as estruturas do
fungo foram transferidos a tubos dos tipos eppendorf e falcon contendo
mistura estéril de solo/fertilizante cama de aviario/areia (1:1:1, v/v/v),
conforme procedimento descrito por Grigoletti Jr. (1985). Os tubos
permaneceram por 3 semanas em camara de crescimento (25° C, 12 h
luz dia™) para crescimento do fungo e em seguida foram transferidos a
4° C para conservagao até o momento de uso.

Para producdo de indculo do patogeno, fracdo da mistura so-
lo/fertilizante cama de aviario/areia contendo micélio e conidios de Fu-
sarium spp. foi ressuspendida em agua estéril e 0,2 mL de suspensio foi
distribuido, com auxilio de al¢a de Gridalski, na superficie de placa de
Petri contendo meio de cultura BDA. Apds seis dias de cultivo em ca-
mara de crescimento (temperatura 25+2° C, intensidade luminosa de 150
pmol m?, fotoperiodo de 16 h luz dia "), foi realizada a adi¢do de 15 mL
de agua em cada placa e a raspagem superficial do micélio de Fusarium
spp. A suspensio obtida, ajustada para a concentragio de 1,0 x 10’ coni-
dios mL" com auxilio de cAmara de Neubauer, forneceu o inéculo do
patogeno.

A patogenicidade dos isolados provenientes da EMBRAPA foi
testada mediante inoculagdo de mudas micropropagadas da cultivar de
videira SO4. As raizes de plantas, livre de substrato e lavadas em agua
corrente, foram podadas a 10 cm do colo e imersas em suspensdo de
conidios por 5 minutos. As plantas retornaram aos vasos nos quais per-
maneceram por aproximadamente 45 dias, até surgimento de sintomas
externos da doenca. O caule e as raizes das plantas foram desinfestadas
em etanol 70% por 30 segundos € NaOCl 0,5% de Cl ativo por 1 minuto
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seguido de lavagens sucessivas em dgua estéril. Em seguida, fragmentos
de caule e raizes foram transferidos a placas de Petri contendo 10 mL de
meio de cultura Nash-Snyder modificado (Peptona 15 g L'l, KH,PO, 1,0
g L', MgSO, 7H,00,5 ¢ L', agar20 g L', Pentacloronitrobenzeno 1,0
g L'; pH 5,5-6,5; sulfato de estreptomicina 1,0 g L' ap6s autoclavagem
por 20 min a 121° C) (NELSON et al., 1983).

Apds 72 h de crescimento em cidmara de crescimento, colonias
formadas foram avaliadas sob microscopio Optico, selecionando-se a-
quelas que apresentaram estruturas tipicas de Fusarium. A comprovagao
para F. oxysporum foi realizada mediante microcultivo de fragmentos de
colonias em ldminas de microscopio contendo meio de cultura SNA —
Spezieller Nahrstoffarmer Agar — (KH,PO, 1,0 g L', KNO; 1,0 g L™,
MgSO, 7H,0 0,5 g L'l, KC10,5¢g L'l, glicose 0,2 g L'l, sacarose 0,2 g
L', 4gar 20 g L''; pH 5,5-6,5) (LESLIE & SUMMEREL, 2006) ¢ utili-
zacdo de chaves descritivas para a espécie (NELSON et al., 1983; LES-
LIE & SUMMEREL, 2006).

1.2. Atividade de quitinases e B-1,3-glucanases

As atividades das enzimas B-1,3-glucanases e quitinases das rai-
zes foram monitoradas entre zero e cinco dias ap6és a inoculagdo com
Fusarium spp., periodo em que ¢ verificado um aciimulo transiente des-
sas enzimas devido ao efeito indutor do patdgeno (RAMAMOORTHY
et al., 2002). As raizes de mudas micropropagadas e aclimatizadas dos
porta-enxertos de videira R110 e SO4, livre de substrato e secionadas a
10 cm do colo, foram imersas em suspensdo de 10’ conidios mL™ de
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis ou em agua estéril por uma
hora; em seguida, as mudas foram replantadas nos vasos de origem.

As raizes das mudas de videira foram coletadas 24, 48, 72, 96 ¢
120 h e imediatamente apds a imersdo em agua estéril ou suspensdo de
conidios do patdgeno. Apds lavagem e separacdo da parte aérea, os teci-
dos radiculares foram imediatamente acondicionados em recipientes
plasticos, pesados e imersos em nitrogénio liquido por cinco segundos a
fim de paralisar a atividade metabodlica. As amostras de cada coleta fo-
ram armazenadas a —40° C até serem analisadas a atividade de quitina-
ses e B-1,3-glucanases e o teor de proteinas totais nas raizes das plantas.
Os passos do experimento descritos acima sdo apresentados graficamen-
te na Figura 6.
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aclimatizagao

Crescimento em vasos

Inoculagao do patégeno
Imersao das raizes em suspensdo de
conidios de Fusarium spp. (+Fo) ou
em agua estéril (- Fo)

Coleta de amostras radiculares
0,1,2,3,4e5dias
apds inoculagdo do patégeno

\o/\a/\2/\s/\a/\s/

Figura 6. Representagao esquematica dos procedimentos de condugdo do Expe-
rimento 1. As etapas foram conduzidas simultaneamente para os porta-enxertos
de videira SO4 e R110, que sao suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f.
sp. herbemontis, respectivamente.
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Amostras de raizes foram transferidas para almofariz e triturados
apos adicao de 0,2 g PVPP e nitrogénio liquido; ao p6 fino obtido foi
adicionada solu¢do extratora nao desnaturante de proteinas (1:6, massa
de raiz/volume) preparada conforme Schaefer (1977) (em 100 mL de
NaOH 0,05 N: 375 mg Na,B407.10H,0O; 5 g sacarose; 200 mg EDTA
sal dissodico; 60 mg K,S,05; 80 mg cisteina; 200 mg Ca(NO;),.4H,0; 1
g cafeina; pH 9,5). A suspensdo resultante foi centrifugada a 10.000 g
(0° C, 20 min) e aliquotas do sobrenadante foram retiradas para quanti-
ficagdo do teor de proteinas e ensaios enzimaticos.

Os ensaios enzimaticos para determinagdo espectrofotométrica da
atividade de quitinases (EC 3.2.1.14) e B-1,3-glucanases (EC 3.2.1.39)
foram realizados seguindo-se métodos descritos por Guzzo & Martins
(1996) e Wirth & Wolf (1992). Aliquotas de 100 uL dos extratos radicu-
lares de videiras foram transferidos para 500 puL de tampao acetato 50
mM pH 5,0 contendo 200 uL solucdo do substrato enzimadtico carboxi-
metilquitina-remazol violeta brilhante (CM-Chitin-RBV 2 mg ml”,
Loewe Biochemica GmbH) e em seguida incubadas a 38° C por 2 h. A
reacdo foi interrompida pela adi¢do de HCl 2N e resfriamento por 10
min em congelador. O substrato insoltivel ndo hidrolisado foi removido
por centrifugagdo a 10.000 g por 5 min em temperatura ambiente. A
absorbancia A 550 nm do sobrenadante foi medida em espectrofotome-
tro. Como controle foi utilizada solu¢do dos reagentes sem extrato radi-
cular. Os valores de leitura em espectrofotometro foram ajustados para
os teores de proteinas totais dos extratos radiculares e para a massa de
raiz de cada amostra. A determinagdo da atividade de B-1,3-glucanases
foi conduzida de forma analoga aos procedimentos descritos para a ava-
liagdo de atividade de quitinases, diferenciando-se dessa ultima por
utilizar carboximetilcurdlan-remazol azul brilhante (CM-Curdlan-RBB
4 mg ml", Loewe Biochemica GmbH) como substrato enzimatico e
estimar a absorbancia (A 600 nm) da coloracdo azul formada.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos comple-
tamente casualizados com sete repeticdes. Para cada porta-enxerto, o
experimento formou um fatorial 2x6, composto por dois tratamentos de
inoculagdo (imersdo de raizes em suspensdo de conidios de Fusarium
spp. ou agua estéril) e seis periodos de monitoramento das atividades
enzimaticas (0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias ap6s imersdo das raizes em suspensao
de conidios ou em agua estéril). Os dados foram submetidos a analise de
varidncia (teste F) e em caso dessa ter sido significativa, foi aplicado
teste de separag@o de médias (Newman-Keuls, P<0,05).
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2. Resultados

Nao foram constatadas diferengas nos niveis de proteinas totais
das raizes de videira entre zero e cinco dias apos a inoculagdo de Fusa-
rium oxysporum f. sp herbemontis (Figura 7). No porta-enxerto SO4 foi
constatado tendéncia (p=0,106) de elevacdo na concentracdo de protei-
nas um dia apos a inoculac¢do de Fusarium spp., com acimulo em torno
de 30% que o constatado nas plantas ndo inoculadas e manutencdo desse
nivel nos periodos seguintes de monitoramento (Figura 7).
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mg proteinas g raiz fresca’

‘ —o—+Fo —O—-Fo ‘

Figura 7. Teores de proteinas totais (mg g raiz fresca ') de amostras radiculares
dos porta-enxertos de videira SO4 e R110, suscetivel e resistente a Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis, respectivamente, entre zero e cinco dias apds
inoculagdo do patogeno (+Fo) ou imersdo de raizes em agua estéril (-Fo) (dai:
dias ap6s inoculagdo do patdogeno).

Os niveis de atividade de quitinases e B-1,3-glucanases relativos a
massa de raizes ndo diferiram entre as plantas inoculadas e ndo inocula-
das do porta-enxerto SO4 (Figuras 8 e 9). No porta-enxerto R110, os
niveis médios de atividade de quitinases apresentaram ligeira elevagéo
quatro dias apos inoculagdo de Fusarium spp., embora nao tenham dife-
rido significativamente das plantas ndo inoculadas nesse momento de
avaliacdo; essa tendéncia se manteve no ultimo dia de monitoramento da
atividade enzimatica (Figura 8). Para esse porta-enxerto, considerando-
se todo o periodo de monitoramento, o perfil da atividade de -1,3-
glucanases foi maior nas plantas inoculadas com o patégeno (P=0,017).
Aos 4 dias, houve tendéncia (P=0,083) de elevagao no nivel de atividade
dessa enzima nas plantas inoculadas com Fusarium spp. (Figura 9).
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Figura 8. Atividade de quitinases (unidades de absorbancia a A 550 nm g raiz
fresca ' h'") de amostras radiculares dos porta-enxertos de videira SO4 e R110,
suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, respectivamen-
te, entre zero e cinco dias apos inoculagdo do patdogeno (+Fo) ou imersdo de
raizes em agua estéril (-Fo) (dai: dias apos inoculagdo do patdgeno).
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Figura 9. Atividade de B-1,3-glucanases (unidades de absorbancia a A 600 nm g
raiz fresca "' h™') de amostras radiculares dos porta-enxertos de videira SO4 e
R110, suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, respec-
tivamente, entre zero e cinco dias apos inoculagdo do patdgeno (+Fo) ou imer-
sdo de raizes em agua estéril (-Fo) (dai: dias ap6s inoculagao do patdogeno).
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Os perfis de atividade de quitinases (Figura 10) e B-1,3-
glucanases (Figura 11) relativa ao teor de proteinas totais apresentaram
padrdes mais claros que a razdo entre atividade enzimadtica e a massa
radicular das plantas.

UA (%550 nm) mg proteina’ h”'

‘ _e +Fo —o—-Fo

Figura 10. Atividade de quitinases (unidades de absorbancia a A 550 nm mg
proteina "' h™') de amostras radiculares dos porta-enxertos de videira SO4 e
R110, suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, respec-
tivamente, entre zero e cinco dias ap6s inoculagdo do patdgeno (+Fo) ou imer-
sd0 de raizes em agua estéril (-Fo) (dai: dias apds inoculagdo do patogeno).
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Figura 11. Atividade de B-1,3-glucanases (unidades de absorbancia a A 600 nm
mg proteina "' h™") de amostras radiculares dos porta-enxertos de videira SO4 e
R110, suscetivel e resistente a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, respec-
tivamente, entre zero e cinco dias apo6s inoculagdo do patdégeno (+Fo) ou imer-
sdo de raizes em agua estéril (-Fo) (dai: dias ap6s inoculagdo do patdogeno).
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Nao houve indugao de atividade de quitinases e [3-1,3-glucanases
nas raizes do porta-enxerto SO4 inoculadas com o patogeno. Na varie-
dade R110, as plantas ndo inoculadas apresentaram niveis praticamente
estaveis de atividade enzimatica. Por outro lado, nas videiras inoculadas
com o patdgeno houve um aumento gradativo até o quarto dia ap6s ino-
culacdo de Fusarium spp., com ligeira diminui¢do do nivel de atividade
enzimatica no periodo de avaliagdo seguinte.

Considerando-se todo o periodo de avaliagdo, os niveis de ativi-
dade hidrolitica de quitinases nas raizes do porta-enxerto R110 foram
maiores nas plantas inoculadas com o patdgeno, ao nivel de probabili-
dade de 6,1%. Essa tendéncia foi mais clara para a atividade de -1,3-
glucanases, que apresentou niveis mais elevados (P=0,013) nas amostras
radiculares das mudas de R110 inoculadas com o patégeno, em relacdo a
média da atividade das amostras ndo inoculadas do mesmo porta-
enxerto.

3. Discussao

B-1,3-glucanases e quitinases sdo enzimas hidroliticas que pro-
movem a clivagem de glucana e quitina, respectivamente, componentes
comuns da parede celular de fungos, fazendo com que essas proteinas
relacionadas a patogénese contribuam no processo de resisténcia bio-
quimica contra patégenos (LEBEDA et al., 2001). Além de atuar nos
mecanismos de defesa contra o ataque de patdogenos, quitinases estdo
relacionadas com outros processos fisiolégicos das plantas, tais como
geracdo e degradag@o de sinais moleculares, resisténcia ao congelamen-
to e armazenagem de proteinas, embriogénese, germinagdo das semen-
tes, divisdo celular e crescimento vegetativo (VARGHESE et al., 1994;
LEUBNER-METZGER & MEINZ, 2000; KASPRZEWSKA, 2003).
Isso explicaria a manutengdo de niveis basais de atividade dessa enzima
durante o periodo de monitoramento, tanto nas raizes do porta-enxerto
S04 como nas plantas ndo inoculadas da variedade R110.

No porta-enxerto suscetivel a Fusarium spp. ndo houve acumulo
pos-infeccional como verificado nas plantas da variedade R110. Egea et
al. (1999) verificaram inducdo transiente na atividade de [-1,3-
glucanases intercelular em variedades de pimentdo resistente e susceti-
vel a Phytophthora capsici, e os niveis de atividade total dessa enzima
foram superiores na variedade resistente, independente do periodo de
avaliacdo pods-infeccional. Da mesma forma, a atividade de quitinases
em raizes de grao-de-bico (Cicer arietinum) foi induzida por Fusarium
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oxysporum f. sp. ciceri, atingindo valores superiores em variedade resis-
tente ao patodgeno; a cultivar suscetivel também foi induzida, acumulan-
do essa enzima em quantidade equivalente aos niveis basais da varieda-
de resistente (GIRI et al., 1998). Os niveis mais altos de atividade e a
expressdo diferenciada de isoformas de quitinases e P-1,3-glucanases
em variedades resistentes foram constatados em varios patossistemas
(TUZUN, 2001), indicando que essa seja a regra.

O aumento na concentragdo de proteinas relacionadas a patogéne-
se nas raizes das videiras indica que Fusarium spp. induziu respostas de
resisténcia no porta-enxerto R110 (Figuras 10 e 11). Em plantas sauda-
veis, quitinases e [3-1,3-glucanases sdo acumuladas no apoplasto e a
producdo endogena dessas enzimas ¢ estimulada pela infec¢do por pato-
genos; a localizagdo intercelular permite formar o “front” de defesa
contra o ataque de patdgenos e gerar sinais moleculares capazes de ati-
var, no interior da célula, outros mecanismos para impedir o avango e
suprimir o desenvolvimento de patogenos (KRISHNAVENI et al., 1999;
LEBEDA et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que o acimulo de proteinas relaciona-
das a patogénese ocorre principalmente entre trés e cinco dias apos a
inducdo com o patdgeno. Os niveis de atividade de quitinases e 3-1,3-
glucanases em folhas de bananeiras atingiram valor maximo trés dias
apos a inoculacdo das raizes das plantas com Fusarium oxysporum f. sp
cubense, sendo que e em seguida declinou a niveis semelhantes a teste-
munha, cuja atividade enzimdtica manteve-se estdvel durante todo o
periodo de avaliagdo (THANGAVELU et al., 2003). Em raizes de toma-
te, a atividade dessas duas enzimas e de peroxidase alcangou os maiores
niveis entre trés e cinco dias e quatro e cinco dias ap6s a inoculagdo de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, respectivamente, diminuindo
gradualmente nos dias seguintes (RAMAMOORTHY et al., 2002). Em
plantulas de trigo, Caruso et al. (1999) detectaram a expressdo de duas
isoformas de [-1,3-glucanases e trés isoformas de quitinases quatro dias
apods a inoculagdo com Fusarium culmorum. Raizes de sorgo inoculadas
com espécies patogénicas de Fusarium atingiram valores maximos de
atividade de B-1,3-glucanases quatro dias ap6s a inoculagdo do patdgeno
(KRISHNAVENI et al., 1999). Todos os autores acima relacionaram o
acumulo transiente da enzima com a reacdo de defesa para impedir o
desenvolvimento do patdgeno.

O aumento transiente na expressdo de quitinases e [B-1,3-
glucanases, relacionado com o tempo apos a inducdo causada por Fusa-
rium oxysporum f. sp. herbemontis, pode indicar que essas enzimas
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estdo envolvidas na reacdo de defesa contra o patdogeno. O acumulo
conjunto de quitinases e [-1,3-glucanases foi relacionado a um efeito
sinérgico dessas enzimas na supressao de F. oxysporum f. sp. lycopersici
em tomate (JONGEDIJK et al., 1995) e de Colletotrichum lagenarium
em pepino (JI & KUC, 1996). O fato de esse fendmeno ter sido consta-
tado somente no porta-enxerto R110 indica que a sintese de quitinases e
B-1,3-glucanases pode constituir uma estratégia de supressdo de infec-
¢do das videiras pelo patdgeno.

De forma semelhante aos trabalhos de Jongedijk et al. (1995) e Ji
& Kuc (1996) anteriormente citados, Mauch et al. (1988) constataram
efeito sinérgico de quitinases e de B-1,3-glucanases na inibigdo do cres-
cimento in vitro de F. solani f. sp. pisi e F. solani f. sp. phaseoli. Essas
enzimas foram purificadas de raizes de ervilha e os fungos acima sdo,
respectivamente patogénico e ndo-patogénico a espécie vegetal. Os au-
tores concluiram que a patogenicidade diferenciada desses fungos néo
deriva da sensibilidade deles as enzimas produzidas pela ervilha. Em
outras palavras, plantas suscetiveis podem acumular proteinas de agdo
antifingica e mesmo assim nao impedirem o progresso dos patdégenos.
Tal fendmeno ocorre porque os patdogenos possuem estratégias para
anular a ofensiva vegetal como, por exemplo, compostos que inibem
diretamente a ag¢do de proteinas relacionadas a patogénense ou o proces-
so de sinalizagdo que leva a resisténcia (DI PIETRO et al., 2003). As-
sim, a resisténcia de plantas pode envolver o efeito sinérgico da ativida-
de de quitinases e de B-1,3-glucanases, ndo de forma isolada, mas em
conjunto com outras estratégias que suprimem o desenvolvimento de
doengas. Isso poderia ser a situacdo constatada neste trabalho, no qual a
variedade suscetivel a Fusarium spp. apresentou niveis basais de p-1,3-
glucanases em um patamar mais alto que a variedade resistente.

A constatag@o de picos de acimulo de proteinas e de maior ativi-
dade hidrolitica de quitinases e -1,3-glucanases, aos 4 dias apos a ino-
culagdo do patdgeno, atendeu o objetivo inicial do experimento e serviu
de informacao ao experimento seguinte do trabalho de tese.
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EXPERIMENTO 2: Perfis de expressao de proteinas radicula-
res e inducao de resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis em genétipo de porta-enxerto de videira micor-
rizado com Glomus intraradices

1. Material e Métodos
1.1. Recursos biolégicos
1.1.1. Porta-enxerto de videira

O porta-enxerto SO4 (V. berlandieri X V. riparia), que apresenta
suscetibilidade a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (ANDRADE
et al., 1993; GRIGOLETTI JR., 1993), foi micropropagado in vitro. As
plantas matrizes foram provenientes do programa de melhoramento de
videira da Universidade de Davis, California (EUA), e do Istituto Agra-
rio San Michele de all”Adige (Provincia Auténoma de Trento — Italia) e
foram introduzidas in vitro, a partir de culturas de meristemas, pelo
Laboratorio de Morfogénese Vegetal do Departamento de Fitotecnia,
CCA - UFSC.

Explantes do porta-enxerto de videira foram micropropagados
mediante a transferéncia de segmentos nodais com duas gemas em vi-
dros contendo 30 mL de meio de cultura DSD1 (LIMA DA SILVA &
DOAZAN, 1995) acrescido de sacarose (20,0g L") e agar-agar (6 g L™).
Apoés 45 a 60 dias de cultivo em sala de cultura (temperatura de 25 +
1°C, 16 h luz dia', luminosidade incidente de 40 a 45 pmol m?s' ao
nivel do frasco), de acordo com o vigor de crescimento de cada porta-
enxerto, as mudas de videira foram aclimatizadas ao ambiente ex vitro.

Mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 foram
aclimatizadas em substrato a base de substrato orgénico comercial
(Plantamax©), NITOSSOLO VERMELHO Distroférrico, areia (2:1:2,
v/v/v). Nessa etapa, parte das plantas recebeu na regido das raizes em
torno de 2 g de indculo do fungo micorrizico Glomus intraradices, for-
mando o tratamento de videiras micorrizadas (+Gi). O outro grupo de
videiras formou o controle (-Gi), que teve a microbiota ndo-micorrizica
reconstituida pela adicdo de 2 mL de suspensdo filtrada do inoculante
micorrizico (10 g L™, filtro Whatmann n° 1). O inoculante micorrizico
de isolado do fungo Glomus intraradices N.C. Schenck & G.S. Sm.
utilizado no trabalho ¢ proveniente do Centro de Pesquisa do INRA de
Dijon, Franga. O inoculante micorrizico ¢ constituido da mistura do
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substrato de crescimento e do sistema radicular do hospedeiro vegetal
(Allium porrum) utilizado na multiplica¢do do isolado de fungo micorri-
Zico.

Apo6s 30 dias, no término da aclimatizacdo, as plantas foram
transferidas a vasos contendo 400 mL do mesmo substrato e as plantas
previamente inoculadas com o fungo micorrizico receberam novamente
2 g de indculo de G. intraradices. As plantas permaneceram por 45 dias
em crescimento nessas condi¢des, recebendo agua a cada dois dias e 2
mL de soluc¢do nutritiva de Long Ashton (SMITH et al., 1983) sema-
nalmente, com 10% da concentracao original de fosforo.

1.1.2. Inoculo de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis

Isolados de Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis foram forne-
cidos em meio de cultura pela EMBRAPA Uva e Vinho de Bento Gon-
calves/RS. Fragmentos do meio de cultura contendo as estruturas do
fungo foram transferidos a tubos dos tipos eppendorf e falcon contendo
mistura estéril de solo/fertilizante cama de aviario/areia (1:1:1, v/v/v),
conforme procedimento descrito por Grigoletti Jr. (1985). Os tubos
permaneceram por 3 semanas em camara de crescimento (25° C, 12 h
luz dia™) para crescimento do fungo e em seguida foram transferidos a
4° C para conservagao até o momento de uso.

Para producdo de indculo do patégeno, fracdo da mistura so-
lo/fertilizante cama de aviario/areia contendo micélio e conidios de Fu-
sarium spp. foi ressuspendida em agua estéril e 0,2 mL de suspensdo foi
distribuido, com auxilio de al¢a de Gridalski, na superficie de placa de
Petri contendo meio de cultura BDA. Apds seis dias de cultivo em ca-
mara de crescimento (temperatura 25+2° C, intensidade luminosa de 150
pmol m?, fotoperiodo de 16 h luz dia ™), foi realizada a adi¢do de 15 mL
de agua em cada placa e a raspagem superficial do micélio de Fusarium
spp. A suspensio obtida, ajustada para a concentragio de 1,0 x 10’ coni-
dios mL" com auxilio de cAmara de Neubauer, forneceu o inoculo do
patogeno.

1.2. Procedimentos experimentais

Apbs 45 dias do término da aclimatizacdo das mudas micropro-
pagadas do porta-enxerto de videira SO4, foi realizada a inoculacdo do
patogeno; raizes livres de solo, podadas a 10 cm do colo da planta foram
imersas por cinco minutos em suspensao de conidios produzida confor-
me descrito anteriormente (GRIGOLETTTI JR., 1985). Plantas controle
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tiveram as raizes imersas em agua estéril pelo mesmo tempo.

O experimento formou um fatorial 2x2, composto por dois trata-
mentos de inoculagdo de FMA (+Gi e -Gi) e dois de inoculagdo de Fu-
sarium oxysporum f. sp. herbemontis (+Fo e -Fo). As mudas de videira
foram divididas em quatro grupos, de acordo com o periodo de coleta de
amostras radiculares: mudas ndo submetidas a imersdo em agua ou sus-
pensdo de conidios do patdogeno, que constituiram plantas controle (+Gi;
-Gi) e foram amostradas no dia da inoculagdo do patdégeno; e mudas
amostradas aos 4, aos 14 e aos 90 dias apos inoculacdo do patdégeno
(dai) ou imersdo em agua (tratamentos +Gi +Fo; +Gi -Fo; -Gi +Fo; -Gi -
Fo). Os passos do experimento descritos acima sdo apresentados grafi-
camente na Figura 12.

As varidveis analisadas foram: biomassa fresca e seca e concen-
tracdo de nutrientes em tecidos da parte aérea e do sistema radicular;
colonizagdo micorrizica; atividade de quitinases e [-1,3-glucanases;
volume relativo de bandas em perfis protéicos de amostras radiculares
apos eletroforese bidimensional; e indice de doenca para sintomas de
Fusarium spp. Os periodos de amostragem para avaliacdo de cada vari-
avel sdo apresentados na Tabela 1.

Os tratamentos foram distribuidos em delineamento completa-
mente casualisado e formados por cinco repeticdes cada. Para os perfis
protéicos, foram usadas quatro repeti¢des por tratamento. Os dados fo-
ram submetidos a analise de variancia (teste F) e em caso dessa ter sido
significativa, foi aplicado teste de separacdo de médias (Newman-Keuls,
P<0,05). O experimento foi repetido duas vezes.

Tabela 1. Varidveis analisadas no Experimento 2 e respectivos periodos de
amostragem apos a inoculag¢do do patdogeno. Mudas micropropagadas do porta-
enxerto de videira SO4 foram submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices
e/ou Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis ¢ amostradas no momento da
inoculagao (0 dai), 4. 14, 14 e 90 dias apds a inoculagao do patdogeno (dai).

periodos de amostragem

Variaveis analisadas Odai 4dai 14dai 90 dai
Acumulo de biomassa fresca e seca X X X X
Concentragao de nutrientes X X X X
Taxa de colonizagdo micorrizica X X X X
Atividade de quitinases e B-1,3-glucanases X

Eletroforese bidimensional e perfis protéicos X X

Indice de doenca - sintomas internos e exter-
nos de Fusarium spp.
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Figura 12. Representagdo esquematica dos procedimentos de condugdo do
Experimento 2. +Gi: videiras inoculadas com Glomus intraradices; -Gi: contro-
le desse tratamento, formado por plantas que ndo receberam inoculante micorri-
zico e tiveram a microbiota ndo-micorrizica reconstituida; +Fo: videiras que
tiveram o sistema radicular inoculado com Fusarium oxysporum f. sp. herbe-
montis; -Fo: controle desse tratamento, no qual o sistema radicular das plantas

foram imersos em agua estéril.
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1.3. Amostragens e anilises de material vegetal
1.3.1. Biomassa e concentragdo de nutrientes de tecidos vegetais

Amostras coletadas aos 0, 4, 14 ¢ 90 dai foram avaliados quanto o
acimulo de biomassa fresca e seca e de nutrientes na parte aérea € no
sistema radicular. Para obten¢do de biomassa seca, o material vegetal
permaneceu em estufa a 60° C por 72 h e imediatamente foram pesadas.

Amostras da parte aérea e do sistema radicular de plantas micor-
rizadas e ndo micorrizadas compostas de cinco e 12 subamostras, res-
pectivamente, com massas entre 1,5 ¢ 5,0 g, foram encaminhadas a ana-
lise de concentragdes de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu ¢ B no Labo-
ratério de Andlise de Tecidos Vegetais da Estagdo Experimental EPA-
GRI - Cagador/SC.

1.3.2. Coloniza¢do micorrizica

Os fragmentos de raizes provenientes da poda das plantas, no
momento da imersdo do sistema radicular em suspensdo de conidios ou
em agua, foram conservados em dlcool 50% para andlise da taxa de
colonizagdo micorrizica. As raizes foram cortadas em fragmentos e
submetidas a descoloracdo mediante imersdo em KOH 10% por 24 h a
temperatura ambiente e a 121° C por 30 min na mesma solu¢do. Apos
lavagem em agua corrente, as raizes permaneceram 2 horas em H,O, 2%
a temperatura ambiente. As raizes foram novamente lavadas em agua
corrente e em seguida acidificadas com HCI 2% a temperatura ambiente
por 16 h, e submetidas a coloragdo com solucdo acidificada de glicerol
contendo 0,05% de azul de tripano, a 90° C por 25 minutos (KOSKE &
GEMMA, 1989).

A taxa de micorrizacdo dos fragmentos radiculares foi estimada
de acordo com método proposto por Trouvelot et al. (1986) mediante
montagem de ldminas contendo 10 fragmentos em PVLG (solucdo de
acido latico 50%, glicerol 5% e alcool polivinilico 8% a 121°C, 15 min)
e observacao ao microscopio optico.

1.3.3. Atividade de quitinases e -1,3-glucanases

Amostras radiculares das mudas de videira com aproximadamen-
te 1 g de massa fresca foram coletadas aos 4 dai e submetidas a avalia-
¢do da atividade enzimatica de acordo com a metodologia e as conclu-
soes do Experimento 1, referente ao monitoramento da atividade de
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quitinases e B-1,3-glucanases em raizes de videiras inoculadas com
Fusarium spp.

Apbs remocao do solo e separacao da parte aérea, o sistema radi-
cular das plantas foi lavado em agua corrente para retirada de fragmen-
tos de substrato, imerso em agua destilada e, por ultimo, em agua deio-
nizada. Apds secagem com papel-toalha, os tecidos radiculares foram
seccionados com auxilio de bisturi ¢ pesados em amostras individuali-
zadas. Imediatamente apds pesagem, as amostras foram acondicionadas
em tubos do tipo falcon de 15 mL, imersos em nitrogénio liquido por
cinco segundos e armazenadas a —80° C até as avaliagdes posteriores.

1.3.4. Extragdo fendlica, eletroforese bidimensional de proteinas e
perfis protéicos

Amostras de aproximadamente 2 g de massa fresca de tecidos ra-
diculares foram coletadas aos 0 e 14 dai, conforme procedimentos des-
critos no item anterior para remog¢ao de solo e separacao da parte aérea e
limpeza e estocagem a-80° C de amostras radiculares. Para os tratamen-
tos com plantas ndo micorrizadas, as amostras foram compostas de duas
subamostras devido ao menor desenvolvimento das raizes.

A extragdo de proteinas totais de amostras radiculares de videiras
foi conduzida no Laboratdrio de Fisiologia do Desenvolvimento e Gené-
tica Vegetal do CCA - UFSC, seguindo protocolo de extracdo fenodlica
proposto por Nagaraj et al. (2007) e sugestdes de procedimentos descri-
tos por Isaacson et al. (2006) e Faurobert et al. (2007) para extracdo de
proteinas de material recalcitrante.

Amostras radiculares armazenadas a -80° C foram transferidas a
almofariz e maceradas com auxilio de pistilo ap6s adi¢do de nitrogénio
liquido; o procedimento foi repetido por quatro vezes, até se obter um
po fino e branco. Esse material foi homogeneizado com 10 mL de tam-
pao de extragdo de proteinas (Tris-HCl1 0,5 M, pH 7,5; Sacarose 0,7 M;
KCI 0,1 M; Tiouréia 10 mM; EDTA 5 mM; B-mercaptoetanol 2%;
PMSF 1 mM) mantida a 4° C.

A suspensao obtida foi transferida a tubo do tipo falcon de 50 mL
no qual foi acrescentado 10 mL de fenol saturado com Tris-HCI, pH
7,65 (Amresco Inc., K168). O frasco foi mantido sob agitacao horizontal
(30 minutos, 220 rpm, 4° C). Em seguida, a suspensao foi centrifugada
(60 minutos, 3.150 g, 4°C) e a fase fendlica superior foi coletado cuida-
dosamente, evitando-se remoc¢do de material no menisco. A essa fase
adicionaram-se 10 mL de tampao de extragdo de proteinas e em seguida
repetiram-se os procedimentos de agitagcdo e centrifugacdo. A fase fend-
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lica coletada foi transferida a tubo do tipo falcon de 50 mL ao qual fo-
ram adicionados 5 volumes de acetato de amoénio 0,1 M em metanol a -
20°C. Apds mistura por inversdo do tubo, a suspensdo permaneceu por
uma noite a —20° C. Em seguida, as proteinas foram precipitadas por
centrifugacdo (60 minutos, 3.150 g, 4°C) e transferidas a tubo do tipo
eppendorf.

O pellet foi lavado trés vezes com 2 mL de acetona a -20° C con-
tendo 0,2% de DTT, por meio de ressuspensdo em vortex, precipitacdo
por 30 minutos a -20°C e centrifuga¢@o (cinco minutos, 12.000 g, 4° C).
O pellet foi seco e concentrado por meio de vacuo e em seguida suspen-
dido em 200 pL de tampao de solubilizacdo (uréia 7 M; tiouréia 2 M;
PMSF 2 mM; Pharmalyte ® pH 3-10, 0,5%; Triton X-100, 2%) por
meio de vortex durante 4 horas a 20° C. A suspensdo de proteinas foi
armazenada a -20° C até os procedimentos seguintes de determinacdo de
concentracdo de proteinas e eletroforese bidimensional.

Para a quantificagdo do teor de proteinas, 5 pL da suspensdo de
proteinas foram adicionados a 10 uLL de HCI 0,1 M e 85 pL de agua e
homogeneizados em 3,5 mL de reagente de Bradford, de acordo com o
procedimento modificado de Bradford (1976) por Ramagli & Rodriguez
(1985). Apds 10 min em ambiente escuro, foi procedida, em espectrofo-
tometro, a leitura de absorbancia (A 595 nm) da solugdo. Os valores
obtidos foram corrigidos para pg de proteinas 100 pl™, a partir da cons-
trugdo de curva de calibragdo com padrdes protéicos de albumina de
soro bovino.

O volume da suspensdo protéica relativo a 700 pg de proteinas
foi homogeneizado com tampao de reidratacao (uréia 7 M; tiouréia 2 M;
Triton X-100 2%; CHAPS 2%; tampao IPG pH 3-10, 0,5%; azul de
bromofenol 0,002%; DTT 1%) para um volume final de 250 pL e man-
tidos por uma noite a temperatura ambiente em reidratagdo com tiras de
gel de 13 cm, gradiente de pH imobilizado e escala linear de separacdo
para pH 3 a 10 (GE Healthcare, 17-6001-14).

\Para a primeira dimensdo de eletroforese, a tira de gel reidratada
foi submetida a focalizagdo isoelétrica em uma unidade Ettan-IPGPhor
(GE Healthcare) a 20 °C com corrente elétrica limitada a 50 mA por tira
e ajuste de voltagem de 500 V a 0.5 kVh, 1.000 V a 0.8 kVh, 8.000 V a
13.5kVh e 8.000 V a 20 kVh. A tira de gel foi reduzida por 15 minutos,
sob leve agitagdo, em 3 mL de solucdo de equilibrio (Tris-HCl 75mM
pH 8,8; uréia 6 M; glicerol 30%; SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%)
contendo DTT 125 mM e em seguida, nas mesmas condig¢des, foi alqui-
lada em solugdo de equilibrio contendo iodoacetamida 125 mM.
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Para a segunda dimensao, a tira de gel foi transferida a superficie
de gel de poliacrilamida 12% em condi¢des desnaturantes (Tris-HCI 375
mM pH 8,8; acrilamida 12%; bis-acrilamida 0,32%; SDS 0,1%; persul-
fato de amonio 0,1%; TEMED 0,04%) e sob gel de agarose contendo
azul de bromofenol 0,01%. A eletroforese foi realizada em cuba SE 600
Ruby (GE Healthcare) a 4° C, com solucao-tampao contendo Tris 0,025
M glicina 0,2 M e SDS 0,1%, aplicando-se corrente elétrica na intensi-
dade de 12,5 mA por gel durante 30 minutos e 25 mA por gel até a linha
de azul de bromofenol atingir 1 mm da base inferior do gel. Em cada
gel, marcadores de massa molecular com proteinas padrdes entre 10 e
250 kDa (BioRad, 161-0363) foram submetidas a co-eletroforese.

As proteinas foram reveladas com o uso do corante azul de Coo-
massie (Coomassie G-250 1%; H3PO,4 0,1 N; (NH4),SO,4 0,6 M; metanol
20%) durante 96 h, apos incubagdo do gel por 12 h em solucdo de fixa-
¢do (metanol 50%; acido acético glacial 12%). Em seguida, o gel foi
lavado em agua destilada até retirada do excesso de corante, em Tris-
H3;PO,4 0,1 M, pH 6,5 por trés minutos, em metanol 25% por um minuto
e (NH4),SO4 20% por trés minutos. O gel foi descorado com lavagem
em agua destilada por 96 horas e armazenado em (NH,4),S0420% a 4° C
até digitalizagdo.

A analise dos géis foi realizada por meio da digitalizagdo em I-
mageScanner® (GE Healthcare) e do programa ImageMaster® 2D Pla-
tinum v 7.0 (versdo teste). Os peptideos, observaveis na forma de ban-
das individuais no gel, foram agrupados de acordo com a localizagdo no
gel pela aplicag@o do programa e em seguida por inspecao visual.

Em cada repeticdo biologica foram selecionados trés géis por tra-
tamento, de acordo com a qualidade de visualiza¢do das bandas, totali-
zado dessa maneira seis géis por tratamento. Foi registrado o volume
relativo de cada banda, em percentagem do volume total de bandas do
gel correspondente, o que fornece resultados independentes de variagdes
devido as diferengas no carregamento e na coloragdo das proteinas. O
ponto isolelétrico (p/) e massa molecular (MM) experimentais das ban-
das foram calculados pelo programa de acordo com os marcadores utili-
zados.

As bandas presentes em tratamentos especificos, de acordo com a
combinacdo de inoculagdo de G. intraradices e/ou Fusarium spp., foram
consideradas induzidas. Os dados foram normalizados e diferengas no
nivel de expressdo de proteinas foram consideradas nas situagdes em
que as médias de volume relativo das bandas apresentaram diferencas
significativas pelo teste aplicado (Newman-Keuls, P<0,05) e razdo supe-
rior a dois ou inferior a 0,5 com os respectivos controles.
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1.3.5. Sintomas externos e internos de ataque por Fusarium spp.

Os critérios de avaliagdo de sintomas internos e externos da pre-
senc¢a de infecgdo por Fusarium spp. foram aqueles adotados como indi-
ces de doenga apresentados por Grigoletti Jr. (1985). As notas e respec-
tivos sintomas utilizados na avaliagdo do experimento foram as seguin-
tes:

Sintomas externos:

1. auséncia de sintomas na planta;

2. reducdo no crescimento da planta;

3. amarelecimento das folhas basais;

4. amarelecimento generalizado e/ou necrose nos bordos das folhas e/ou
abscisao foliar;

5. morte da planta.

Sintomas internos:

1. auséncia de sintomas nas raizes;

2. descoloragdo vascular restrita as raizes inoculadas;

3. descoloracdo vascular na base da estaca, proximo a inser¢do das
raizes;

4. descoloragdo vascular na parte mediana da estaca, logo acima da
superficie do solo;

5. descoloracdo vascular na parte apical da estaca.

De acordo com esses critérios, na avaliacdo de resisténcia e sus-
cetibilidade de genotipos de videira a Fusarium spp., sdo consideradas
resistentes as plantas que apresentam notas de 1 a 2, intermediarias as
com nota 3 e suscetiveis as com nota 4 e 5.
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2. Resultados

2.1. Biomassa do sistema radicular e da parte aérea e colonizacio
micorrizica

O crescimento de videiras micorrizadas com Glomus intraradi-
ces, avaliado pelo acimulo de biomassa no momento da inoculagdo do
patogeno, aos 45 dias do final da aclimatizagdo ex vitro, comprova a
eficiéncia da micorrizacdo do porta-enxerto e a aplicabilidade dessa
biotecnologia a produgdo de mudas micropropagadas de videiras (Figu-
ras 13 e 14). A presenga de hifas e arbusculos no cortex radicular em
taxas elevadas indicam a formagdo de micorrizas funcionais (Figuras 14
e 15). Os valores corroboram os resultados constatados em estudos ante-
riores (SCHUBERT et al., 1988; LINDERMAN & DAVIS, 2001; A-
GUIN et al., 2004; CAMPRUBI et al., 2008).

Figura 13. Mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 ndo mi-
corrizadas (-Gi) ou micorrizadas com Glomus intraradices (+Gi) apds 45 dias
do final da aclimatizagdo ex vitro. Fonte: fotografias do autor.

O vigor de plantas micorrizadas ¢ reflexo do aumento na absor-
¢do de nutrientes (Tabela 2). No geral, constatou-se maior acumulo de
macronutrientes em plantas micorrizadas e de micronutrientes nas néo
micorrizadas.
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Figura 14. Biomassa fresca (g), relacdo entre biomassas fresca do sistema radi-
cular e da parte aérea (SR/PA) e taxa de colonizagdo do cortex radicular (M%)
de mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 apos 45 dias da
inoculagdo (+Gi) ou ndo (-Gi) de Glomus intraradices na fase de aclimatizagio
ex vitro. Para biomassa fresca, colunas inferiores e superiores representam bio-
massas do sistema radicular e da parte aérea, respectivamente. Barras indicam
erro-padrdo; asteriscos indicam diferencas significativas entre tratamentos
(Newman-Keuls, P<0,05; n = 8).

(13)

Figura 15. Colonizac@o micorrizica por Glomus intraradices em tecidos radicu-
lares do porta-enxerto de videira SO4. 1a e 1b: arbusculos (ar), hifas intrarradi-
culares (hi) e vesiculas (ve) de Glomus intraradices. 1c: raiz de videira nio
micorrizada. 1d: detalhe de regido do cortex radicular com alta concentragao de
arbusculos de Glomus intraradices. Fonte: fotografias do autor.
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2.2. Atividade de quitinases e 3-1,3-glucanases

A micorrizagdo e a inoculagdo do patdgeno implicaram em dife-
rengas na concentragdo de proteinas em amostras radiculares: o nivel foi
35% maior em plantas ndo micorrizadas, em comparacdo a plantas mi-
corrizadas, ¢ 44% maior nas videiras inoculada com o patégeno, em
comparacdo ao controle (Figura 16). O perfil de atividade hidrolitica foi
diferente entre as enzimas quitinases e 3-1,3-glucanases. A presenga dos
microrganismos mutualistico ou patogénico, associado ao sistema radi-
cular ou inoculado, induziram a expressdo de quitinases acima dos ni-
veis basais. A atividade de B-1,3-glucanases, por outro lado, foi maior
somente nas plantas micorrizadas e inoculadas com o patdgeno (Figura
16).
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quitinases b-1,3-glucanases proteinas totais

B +Gi+tFo HE-Gi+Fo M+Gi-Fo O-Gi-Fo

Figura 16. Atividade enzimatica de quitinases e [3-1,3-glucanases (unidades de
absorbancia mg proteinas ' h™') e teores de proteinas totais (mg g raiz fresca ')
de amostras radiculares de mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira
SO4 submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis (Fo). Avaliagdo foi realizada quatro dias apos a
inoculagdo do patogeno. Unidades de absorbancia (UA) da atividade hidrolitica
de quitinases e B-1,3-glucanases estimadas a 550 nm e 600 nm, respectivamen-
te. Barras indicam erro-padrio; asterisco indica tratamento com diferenca signi-
ficativa em relacdo aos demais (Newman-Keuls, P<0,05; n = 10).
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2.3. Extracao fenolica, eletroforese bidimensional e perfis protéicos

Nao foram observadas diferencas na concentragdo de proteinas
entre as amostras radiculares submetidas a extragdo fendlica e solubili-
zacdo em solugdo-tampdo para eletroforese bidimensional posterior
(Tabela 3). Géis com perfis protéicos obtidos apos eletroforese, repre-
sentando os tratamentos avaliados, sdo apresentados na Figura 15. Nos
Anexos B, C, D, E, F e G sao apresentadas todas as repeti¢cdes de géis
bidimensionais utilizadas na analise dos perfis protéicos de volume rela-
tivo de bandas de proteinas e presenca de bandas induzidas dos trata-
mentos testados. A analise dos géis bidimensionais detectou 580 bandas
de proteinas; desse total, 135 foram observados em todos os perfis pro-
téicos analisados (Tabelas 4, 5 e 6 € Anexo A); 70% das bandas apresen-
taram massa molecular entre 30 e 60 kDa e mais de 80% das bandas
foram observadas na faixa de p/ entre 4 ¢ 7.

Tabela 3. Teores de proteinas totais obtidos a partir de extragdo fenolica de
amostras radiculares de mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira
SO4 submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou F. oxysporum
(Fo). Avaliagdes foram realizadas no momento da inoculagdo (0 dai) e aos 14
dias (14 dai) ap6s a inoculag@o do patogeno.

proteinas totais proteinas totais

tratamentos (mg g raiz") @ tratamentos (mg g raiz"H®
0dai +Gi 1,5+0,1 14 dai +Gi +Fo 1,2+0,1
-Gi +Fo 1,0£0,1
-Gi 1,5+0,2 +Gi -Fo 1,2+0,1
+Gi +Fo 1,2+0,1
C.v.® 0,18 C.V. 0,25

@ média + erro-padrio; n=8.
® coeficiente de variagdo.

A inoculagdo de Glomus intraradices (Tabela 4), de Fusarium
spp. (Tabela 5) e da combinacao dos dois simbiontes (Tabela 6) promo-
veram mudangas no padrdo de expressdo de 41 proteinas, considerando-
se alteracdes no nivel basal de proteinas acima de fator igual a dois e a
inducdo de bandas de proteinas, isto ¢, ndo constatadas nos respectivos
controles. A inocula¢do de Fusarium spp., independente da formacao
micorrizas, promoveu a elevacao do nivel basal de uma banda de protei-
na (NI 028) e a diminuigdo de outra (NI 196). Duas proteinas (NIs 323 ¢
324) foram induzidas por Fusarium spp. no sistema radicular de videiras
(Tabela 4).
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Figura 17. Perfis protéicos de eletroforese bidimensional de extratos radiculares

de mudas do porta-enxerto de videira SO4 inoculadas com Glomus intraradices
(Gi) e/ou Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Fo) e amostradas no momen-
to (0 dai) e aos 14 dias ap6s a inoculagao do patdogeno (14 dai). Numeros indi-

cam proteinas apresentadas nas Figuras 18, 19 ¢ 20.



92

Comparado ao efeito da formacao de micorrizas (Tabela 5) ou pe-
la combina¢do de inoculagdo de microrganismos (Tabela 6), Fusarium
spp., isoladamente, regulou o menor nimero de proteinas. De fato, a
associa¢do micorrizica, independente da inoculagdo do patdgeno, modi-
ficou o nivel basal de expressdo de 10 proteinas e promoveu a indugdo
de 11 bandas de proteinas; outras trés bandas foram expressas somente
em plantas ndo micorrizadas (Tabela 5). Os niveis basais das bandas de
proteinas NIs 149 (Figura 18), 132, 079 ¢ 187 aumentaram em resposta
a micorrizagdo e o nivel de expressdo diminui nas bandas NIs 092, 146,
175, 037, 014 e 013. Exemplos de bandas induzida (NI 396) e reprimida
(NI 474) no sistema radicular de videiras micorrizadas sdo apresentados
na Figura 19.

Videiras micorrizadas apresentaram aumento no nivel basal de
trés proteinas (NIs 104, 186 e 089) e indugdo de oito bandas de protei-
nas (NIs 491, 493, 495, 496, 497, 500, 502, 503) em resposta a inocula-
¢do do patogeno (Tabela 6). A banda NI 015 teve aumento no nivel de
expressdo em plantas ndo micorrizadas e inoculadas com Fusarium spp.
Curiosamente, uma proteina (NI 102) foi reprimida no sistema radicular
de videiras micorrizadas submetidas & inoculagdo do patdogeno. Além
disso, trés das proteinas relacionadas a simbiose mutialistica (NIs 391,
395 e 416) tiveram os niveis de expressdo aumentados na presenca do
patogeno (Tabela 5). Na Figura 20 estdo representadas bandas de protei-
nas com aumento no nivel basal (NI 186) e sintetizada (NI 496) no tra-
tamento +Gi +Fo.

Alteragdes significativas (Newman-Keuls, P>0,05) no nivel basal
de outras 30 bandas de proteinas foram observadas (Anexo A), mas nao
foram consideradas porque as razdes entre volumes relativos das bandas
de proteinas dos tratamentos e respectivos controles foram menores que
dois ou superior a 0,5.
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Figura 18. Bandas de proteinas com diminui¢do e aumento no nivel de expres-
sdo (NIs 009 e 149, respectivamente) em amostras radiculares de videiras mi-
corrizadas. Mudas micropropagadas do porta-enxerto de videira SO4 foram
submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou Fusarium oxyspo-
rum f. sp. herbemontis (Fo) e amostradas aos 14 dias apds a inoculagdo do
patogeno.
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Figura 19. Bandas de proteinas induzidas (NI 396) e reprimidas (NI 474) em
amostras radiculares de videiras micorrizadas. Mudas micropropagadas do
porta-enxerto de videira SO4 foram submetidas a inocula¢do com Glomus intra-
radices (Gi) e/ou Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Fo) e amostradas aos
14 dias apos a inoculagdo do patogeno.
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Figura 20. Banda de proteina com aumento no nivel de expressdo em amostras
radiculares de videiras micorrizadas e inoculadas com Fusarium oxysporum f.
sp. herbemontis (NI 186) e banda de proteina induzida pelo patdgeno em amos-
tras radiculares de videiras micorrizadas (NI 496). Mudas micropropagadas do
porta-enxerto de videira SO4 foram submetidas a inocula¢do com Glomus intra-
radices (Gi) e/ou Fusarium spp. (Fo) e amostradas aos 14 dias apds a inocula-
¢do do patdgeno.
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2.4. Sintomas externos e internos de ataque por Fusarium spp.

Mudas de videiras micorrizadas com G. intraradices apresenta-
ram diminui¢do de sintomas externos e internos de F. oxysporum f. sp.
herbemontis 90 dias apds a inoculacdo (Tabela 7). A taxa de colonizagdo
micorrizica (M%) atingiu nivel superior ao minimo (acima de 50%)
constatado no patossistema tomateiro - Phytophthora parasitica para
ocorréncia de efeito supressivo por micorrizas (CORDIER et al., 1998).

O decréscimo na biomassa vegetal causado por Fusarium spp.
nas plantas micorrizadas foi de 37%, valor acima aos observados nas
interagdes entre feijoeiros micorrizados e Fusarium phaseoli (DAR et
al., 1997), que foi de 14%. Plantas ndo micorrizadas e inoculadas com o
patdgeno tiveram a biomassa diminuida pela metade em comparacao ao
respectivo controle, embora ndo tenha se observado diferenca estatistica
entre os tratamentos.

Tabela 7. indice de doenga de sintomas internos e externos, biomassa seca (g),
taxa de colonizagdo do cortex radicular (M%) e concentragdo de arbusculos na
fragdo radicular micorrizada (a%) de mudas micropropagadas do porta-enxerto
de videira SO4 submetidas a inoculagdo com Glomus intraradices (Gi) e/ou
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (Fo). Avaliagdo foi realizada 90 dias
apos a inoculagdo do patogeno.

indice de doenca ®

sintomas sintomas Biomassa seca
tratamentos internos externos total (g) @ M%® a%®

+Gi +Fo 32£02b 29+04 Db 1,52+0,10 b 77+2 63+8
-Gi +Fo 40+03a 40+03a 022+0,04 c 0+0 0+0
+Gi -Fo 1,000 c 1,0+00c 241+021 a 665 63*9
-Gi -Fo 1,0£00c 1,0+£00c 045+0,06 c 0+0 0+0

Ccv.® 0,26 0,33 0,34 0,28 0,55
P (teste F)
Gi 0,022 0,010 0,000 0,000 0,000
Fo 0,000 0,000 0,000 0,049 0,835
Gix Fo 0,029 0,011 0,004 0,060 0,621

® média + erro-padrio; médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nio diferem significativamente entre si
pelo teste de Newman-Keuls (P<0,05; n = 10).
© coeficiente de variagdo.
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3. Discussao

A inoculacdo de Glomus intraradices no porta-enxerto de videira
SO4 promoveu alteragdes no crescimento e na alocacdo de fotossintatos
e nutrientes na parte aérea e no sistema radicular. A razdo entre massa
acumulada no sistema radicular e na parte aérea (SR/PA), maior em
plantas ndo micorrizadas (Figura 14), vai ao encontro de resultados
constatados em outras espécies, sejam anuais ou perenes (PEREZ &
URCELAY, 2009; COPETTA et al., 2006; VAAST et al., 1996; RUIZ-
LOZANO et al., 1995; HUANTE et al., 1993) e em genoétipos de videira
(MOTOSUGI et al., 2002). A inoculagdo de G. intraradices em mudas
micropropagadas de Prunus cerasifera, além dos efeitos positivos no
acumulo de biomassa, teve mesmo efeito na SR/PA constatado nas mu-
das de videira (BERTA et al., 1995). Estruturas do fungo tém maior
eficiéncia energética na absor¢do de nutrientes e agua que os tecidos
radiculares (SMITH & READ, 2008). O menor custo para a manutengao
das estruturas fiingicas - nas quais se incluem as hifas extrarradiculares
responsaveis pela absor¢do de nutrientes - em plantas micorrizadas per-
mite a realocagdo de fotossintatos e maior crescimento da parte aérea. A
diminui¢ao no acimulo relativo de biomassa radicular representa, assim,
a economia de carbono feito pela planta e mostra que micorrizas funcio-
nais sdo orgaos de absor¢ao de maior eficiéncia que raizes.

As concentragdes e as eficiéncias micorrizicas na absor¢do de
fosforo e potassio (Tabela 2) atingiram valores semelhantes a outros
trabalhos envolvendo inoculagdo de FMA em videiras (NIKOLAOU et
al., 2003; KARAGIANNIDIS et al., 2007). Plantas ndo micorrizadas,
por outro lado, tiveram maiores concentragdes de ferro, manganés e
boro na parte aérea. Niveis de boro superiores (KARAGIANNIDIS et
al., 2007) e inferiores (BIRICOLTI et al., 1997) foram constatados em
videiras micorrizadas; outros trabalhos ndo encontraram efeitos na con-
centracdo de boro em tecidos foliares (KARAGIANNIDIS & NIKO-
LAOU, 2000; BAVARESCO & FOGHER, 1996b), indicando que esse
efeito ndo € muito claro e talvez dependa da interag@o entre gendtipo de
porta-enxerto, espécie de FMA e condi¢des de solo ou substrato.

Maior acimulo de manganés em tecidos foliares em plantas ndo
micorrizadas também foi registrado por Karagiannidis et al. (2007) e
Biricolti et al. (1997), mas os autores ndo apresentaram uma razao plau-
sivel para os resultados. De acordo com o trabalho de Nogueira & Car-
doso (2003), a disponibilidade de manganés no substrato determina a
dindmica de absor¢do desse elemento em plantas micorrizadas. Em solos
arenosos, a concentragdo de manganés na parte aérea e sistema radicular
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da soja foi maior em plantas ndo micorrizadas, enquanto o contrario foi
observado em solos argilosos. Em outro estudo de Nogueira & Cardoso
(2002), plantas de soja micorrizadas apresentaram teores menores de
mangangs, atribuidos a diminui¢do da disponibilidade do elemento no
substrato. Esse efeito, de acordo com Kothari et al. (1991) e Posta et al.
(1994), ¢ derivado de mudancas na exsudag@o radicular de compostos
solubilizadores de manganés e da regulagdo qualitativa da populacdo
microbiana pela associagdo micorrizica. Na rizosfera do milho, a pro-
por¢do de microrganismos redutores de manganés na microbiota foi de
cinco vezes (POSTA et al., 1994) e de até 20 a 30 vezes (KOTHARI et
al., 1991) menor em plantas micorrizadas. Os autores observaram mes-
mo efeito na populacdo de redutores de ferro, o que explicaria os resul-
tados maiores do elemento na parte aérea das videiras ndo micorrizadas
(Tabela 2).

A melhora no status nutricional pode ter contribuido a diminuig¢ao
dos sintomas de infeccdo por Fusarium spp. nas plantas micorrizadas
(Tabela 7), pelo aumento da tolerancia e compensa¢do dos danos causa-
dos pelo processo infectivo do patdgeno (AZCON-AGUILAR et al.,
2002). A melhora na nutri¢gdo em fosforo e o aumento no crescimento do
hospedeiro vegetal foi um dos fatores relacionados ao efeito supressivo
e a diminui¢do nos sintomas de F. oxysporum f. sp. lycopersici em to-
mateiros micorrizados com G. intraradices (AKKOPRU & DEMIR,
2005). Da mesma forma, Dar et al. (1997) associaram a diminui¢do da
podriddo radicular de F. solani em feijoeiros a melhora no crescimento e
no aporte de fosforo e nitrogénio pelas simbioses entre o hospedeiro
vegetal com Glomus mosseae € Rhizobium leguminosarum. A melhora
no status nutricional, como mostram esses trabalhos e como tem sido
proposto por revisdes sobre assunto, pode ter contribuido a diminuigdo
na severidade de Fusarium spp. no porta-enxerto de videira. A maior
absorcao e concentracdo de fosforo e potdssio aumentaram o vigor nas
plantas micorrizadas e melhoraram o equilibrio nutricional, permitindo
respostas de forma mais rapida ou compensando os danos pela presenca
do patogeno.

A elevagdo conjunta de quitinases e [3-1,3-glucanases pode repre-
sentar a ativagdo de mecanismo de defesa de natureza bioquimica que
pode ter contribuido ao atraso do processo de infecgdo de Fusarium spp.
em videiras micorrizadas (Figura 16). Quitinases e -1,3-glucanases sao
proteinas relacionadas a patogénese, induzidas por microorganismos
patogénicos ou ndo (VAN LOON et al., 2006); a atividade inibidora do
crescimento de espécies de Fusarium foi avaliada e constatada em en-
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saios in vitro e ocorre pela lise das extremidades das hifas (MAUCH et
al., 1988; NOBREGA, et al., 2005). Trabalhos demonstram que a inocu-
lacdo de FMA induz isoformas especificas de quitinases e glucanases,
diferentes das presentes em niveis basais (DUMAS-GAUDOT et al.,
1996; POZO et al., 2002a). Indo além, em tomateiros micorrizados e/ou
inoculados com P. parasitica, a analise eletroforética da atividade de
quitinases e B-1,3-glucanases em amostras radiculares permitiu constatar
mais trés tipos de expressoes: micorrizas elevaram a expressiao de iso-
formas acima do nivel basal; o patégeno induziu a expressao de isofor-
mas especificas; plantas micorrizadas e inoculada com o patogeno ex-
pressaram isoformas diversas das demais (POZO et al., 1998; POZO et
al., 1999; POZO et al., 2002a). Também ¢ possivel que patdogenos au-
mentem o nivel de expressdo de determinadas isoformas (DASSI et al.,
1996). Esses e outros trabalhos avaliaram a expressdo de proteinas rela-
cionadas a patogénese em interagdes entre plantas, FMA e patdgenos
utilizando técnicas de eletroforese e comparacdo de perfis enzimaticos
(DASSI et al., 1998; POZO et al., 1999; POZO et al., 2002a; GAR-
MENDIA et al., 2006). Nesse tipo de analise, a visualizagdo de bandas
de proteinas permite avaliar a atividade enzimatica de forma qualitativa,
pela separagdo de isoformas com diferentes massas moleculares, e de
forma quantitativa, pela intensidade das bandas protéicas. Por outro
lado, a estimativa de atividade hidrolitica de quitinases, com o uso de
substrato enzimatico, limita-se a informagao quantitativa.

As formas distintas indicam que as enzimas induzidas por micor-
rizas ou patdgenos possuem funcdes especificas para cada caso. Nesse
sentido, a classificacdo das enzimas pela natureza catalitica ndo necessa-
riamente representa a funcdo metabdlica — nesse caso, regulacdo da
simbiose mutualistica e supressdo de patogenos. E importante destacar
que, segundo o entendimento atual, isoformas de quitinases e B-1,3-
glucanases induzidas por micorrizas possuem origem vegetal, pois elas
variaram em massa e caracteristicas de acordo com a espécie de planta e
ndo com a espécie de FMA (DUMAS-GAUDOT et al., 1992) e extratos
protéicos de micélio de FMA ndo apresentaram atividade de B-1,3-
glucanases (POZO et al., 1999). Trabalhos revisados por Dumas-Gaudot
et al. (1996) mostram que a superexpressao de genes de quitinases em
plantas transgénicas promoveu controle efetivo de patégenos inoculados
e ndo interferiu no desenvolvimento de micorrizas. A produ¢do de quiti-
nases nas plantas micorrizadas e/ou inoculadas com Fusarium spp.,
dessa forma, seria uma resposta as presenca dos microssimbiontes, mas
com fungdo diversa para cada situacao.
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Como foi descrito anteriormente, os niveis de expressao de prote-
inas relacionadas a patogénese sdo mais elevados nos estagios iniciais
de estabelecimento de micorrizas, seguindo-se de decréscimo gradual
(GIANINAZZI-PEARSON et al., 1996a). Essas enzimas podem estar
relacionadas ao processo de supressdo das defesas da planta, pela cliva-
gem de elicitores de origem fingica, permitindo a acomodagdo do sim-
bionte (SALZER et al., 2000). A produgdo transiente de quitinases e j3-
1,3-glucanases ndo explicariam os niveis superiores de atividade da
primeira enzima nas videiras do tratamento +Gi —Fo. Entretanto, toma-
teiros micorrizados expressaram uma isoforma de quitinases que foi
detectada durante oito semanas, mas com diminui¢do gradativa da inten-
sidade da banda (POZO et al., 1998). Por essa conclusdo, sugere-se que
o nivel de atividade da enzima nas videiras micorrizadas manteve-se
quantitativamente até 45 dias apds a segunda inoculacdo de G. intrara-
dices, 0o que poderia explicar os niveis de atividade de quitinases das
plantas +Gi -Fo em magnitude semelhante aos tratamentos com inocula-
¢do de Fusarium spp. As condigdes de fertilidade do solo também po-
dem ter regulado a atividade de quitinases no sistema radicular, que
atuam na restricdo do crescimento intrarradicular do fungo quando ha
alta concentragdo de fosforo no solo (LAMBAIS & MEHDY, 1998).

A expressao de -1,3-glucanases acima dos niveis basais nao foi
observada nas plantas micorrizadas ndo inoculadas com o patdgeno
(Figura 16). Em tomateiro, Pozo et al. (1999) detectaram duas isoformas
acidas de B-1,3-glucanases induzidas somente pela colonizagdo radicular
por G. mosseae, fato ndo observado pela inocula¢do com G. intraradi-
ces. Essas isoformas se apresentaram independente da inoculagcdo do
patdgeno, sugerindo que elas possuem func¢do no desenvolvimento da
simbiose mutualistica pela degradag¢do de B-1,3-glucanas das hifas in-
trarradiculares (POZO et al., 1999).

A inoculagdo de Fusarium spp. nas plantas ndo micorrizadas in-
duziu a expressdo de quitinases, fato ndo observado para a outra enzima
(Figura 16). Nas videiras micorrizadas e inoculadas com Fusarium spp.,
os niveis superiores de atividade de quitinases e -1,3-glucanases podem
representar a indugdo de isoformas de acdo especifica na supressdo do
patdégeno. Dumas-Gaudot et al. (1996) sugerem que as isoformas de
quitinases induzidas por micorrizas promovem liberacdo de elicitores, a
partir de oligossacarideos da quitina presente nas paredes celulares do
fungo, o que estimularia respostas de defesa das plantas contra patoge-
nos. Apo6s inoculagdo de P. parasitica em tomateiros, Pozo et al. (1999)
constataram a expressdo de duas isoformas basicas de -1,3-glucanases
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induzidas por micorrizas, sugerindo que essas enzimas estariam relacio-
nadas a prote¢do contra o fungo patogénico. A indug@o na expressdo de
proteinas relacionadas a patogénese por micorrizas foi associada ao
controle de Verticillium dahliae, patdgeno causador de murcha vascular
em pimenteiras (GARMENDIA et al., 2006). O trabalho de Slezack et
al. (2000) mostrou que ervilhas inoculadas com G. mosseae apresenta-
ram diminui¢do da incidéncia de Aphanomyces euteiches, fato associado
a expressao de isoformas de quitinases por micorrizas.

Em ensaios in vitro, Mauch et al. (1988) constataram efeito sinér-
gico entre quitinases e [-1,3-glucanases, de maneira que cada enzima
ndo inibiu, individualmente, o crescimento da maioria dos fungos testa-
dos. Niveis elevados de atividade dessas duas enzimas foram observa-
dos somente no tratamento +Gi+Fo, tratamento que apresentou diminui-
¢do nos sintomas internos de infeccdo por Fusarium spp. Conforme o
trabalho dos autores acima, isso ¢ um indicativo de que a producdo pods-
infeccional das duas proteinas relacionadas a patogénese teve um efeito
sinérgico capaz de suprimir ou atrasar a evolugdo das doengas nas plan-
tas micorrizadas. Em folhas de cafeeiro, o aumento da atividade de qui-
tinases e B-1,3-glucanases ¢ a indugdo de duas isoformas de [-1,3-
glucanases por Bacillus thuringiensis estiveram relacionadas com a
resisténcia ao patdégeno Hemileia vastatrix (GUZZO & MARTINS,
1996). Outros trabalhos mostram, em combina¢des diferenciadas de
patogeno e hospedeiro vegetal, que ha relagdo entre os niveis de ativida-
de hidrolitica dessas enzimas, estimadas por meio de substratos especi-
ficos, e a expressdo de isoformas, obtidas em géis de eletroforese (E-
GEA et al., 1999; CACHINERO et al., 2002).

E importante salientar que a interagdo entre as espécies de simbi-
ontes envolvidos pode ser determinante no sucesso da bioprote¢do con-
tra patdogenos radiculares. Em um mesmo hospedeiro vegetal, espécies
de FMA tiveram efeitos contrastantes na supressao de patégeno. Curio-
samente, a inoculacdo de G. intraradices, espécie utilizada neste traba-
lho, ndo teve efeito de bioprotegdo de tomateiros contra Phytophthora
parasitica, sendo que o contrario foi observado nas plantas micorrizadas
com G. mosseae (POZO et al., 2002a; POZO et al., 1999). Os autores
sugerem que a indug@o na expressdo de enzimas por espécies de FMA
depende da interagdo com o hospedeiro vegetal, o que dificulta uma
conclusdo definitiva sobre a regulacdo da expressdo de -1,3-glucanases
em micorrizas. O papel de proteinas relacionadas a patogénese, onde se
incluem quitinases e -1,3-glucanases, na supressdo de patogenos em
plantas micorrizadas é controverso e motivo de discussdo mais ampla.
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Dassi et al. (1998) concluiram que a expressdo dessas proteinas, embora
constitua uma resposta a presenga do patdégeno, ndo esta envolvida dire-
tamente na defesa de tomates micorrizados contra P. parasitica.

O actmulo pdés-infeccional de proteinas relacionadas a patogéne-
se no sistema radicular das plantas nao significa sucesso na supressao de
patdgenos. As videiras ndo micorrizadas apresentaram niveis superiores
de atividade de quitinases apds a inoculacdo do patdgeno, o que ndo
evitou o processo infectivo. A produgdo dessa enzima, em resposta a
presencga de patogenos, representa uma estratégia de defesa de plantas
que, de acordo com o genoétipo do hospedeiro vegetal, nivel de resistén-
cia varietal e espécie ou viruléncia do patdégeno, podem ser superadas e
permitir o avango do simbionte. O que precisa ser esclarecido ¢ se as
enzimas induzidas por micorrizas apresentam propriedades diferentes
daquelas expressas em niveis basais e/ou induzidas por patdgenos.
Também precisa ser investigado qual é a participagdo das proteinas
relacionadas a patogénese como agdo direta — pela clivagem de constitu-
intes da parede celular de patdgenos — ou indireta — como sinal bioqui-
mico para indugdo de outros mecanismos de defesa — nas respostas de
defesa e supressao do progresso das doengas radiculares.

Em resumo, a indugdo local de quitinases e B-1,3-glucanases a-
cima dos niveis basais pode ter contribuido com a diminuig@o da infec-
¢do por Fusarium spp em plantas micorrizadas. Esse resultado indica
que ocorreu a expressdo de genes em resposta a presenga do patdgeno
no sistema radicular, constituindo assim barreira quimica ao processo
infectivo e/ou servindo de sinais bioquimicos para a expressdo de outros
eventos relacionados a defesa da planta. Dessa forma, a inducdo na ex-
pressdo dessas duas proteinas relacionadas a patogénese pode estar rela-
cionada a diminui¢@o dos sintomas de presenca de Fusarium sp. avalia-
da aos 90 dai (Tabela 7). Cabe salientar que nas videiras micorrizadas, a
expressdo das enzimas hidroliticas nao evitou, mas diminuiu o processo
de infeccdo pelo patogeno. Pode ter contribuido para os resultados o fato
de se ter feito poda do sistema radicular na inocula¢do de Fusarium
spp., 0 que expos os tecidos internos, e aumentou a quantidade de pon-
tos infectivos, facilitando a invasdo pelo patdgeno. Nos trabalhos con-
sultados, patégenos sdo inoculados nas plantas pela adi¢cdo de suspensdao
de estruturas reprodutivas no substrato de crescimento das plantas, pro-
ximo ao sistema radicular, sem retirada e corte de tecidos (AKKOPRU
& DEMIR, 2005; POZO et al., 2002a; POZO et al., 1999). Poda de
raizes pode ser condi¢do drastica e propensa a colonizagdo patogénica,
embora tenha sido o método mais eficiente na avaliagdo rapida da resis-
téncia de genoétipos de videira ao patéogeno (GRIGOLETTI JR., 1985).
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Os resultados dos perfis protéicos mostraram mudangas no nivel
de expressdo e a inducdo de proteinas pela micorriza (Tabelas 5 e 6),
que podem estar relacionado a regulacdo da simbiose e a supressdo de
Fusarium spp. no sistema radicular do porta-enxerto de videira SO4.

Em M. truncatula, o monitoramento do proteoma do sistema ra-
dicular entre dois e 42 dias ap6s a inoculagdo do fungo micorrizico G.
mosseae apresentou a inducdo de um total de 41 proteinas; aos 42 dias
apos a inoculacdo, com a formagdo de micorriza funcional, manteve-se a
inducdo de 12 proteinas relacionadas a simbiose (BESTEL-CORRE et
al., 2002). Essas proteinas relacionadas a simbiose atuam no funciona-
mento e manutengdo da associagdo micorrizica: a analise em espectro-
metro de massa das bandas indicou homologia com proteinas do meta-
bolismo vegetal envolvidas em respostas de defesa, como glutationa
transferase; envolvidas na fisiologia radicular, como miosina, compo-
nente do citoesqueleto de células; e relacionadas com a rota respiratoria,
como uma serina hidroximetil-transferase (BESTEL-CORRE et al.,
2002).

A quantidade constatada por esses autores ¢ semelhante a obser-
vada neste trabalho, que verificou a expressdao de 11 novas proteinas em
videiras com micorrizas funcionais (Tabela 5). As proteinas se concen-
traram na faixa de p/ entre 4,5 ¢ 5,7 e uma dessas proteinas induzidas
apresentou valor de p/ igual a 9,8 (BESTEL-CORRE et al., 2002), se-
melhante a banda de proteina de NI 427 (Tabela 5). A comparacdo com
o trabalho de Bestel-Corre et al. (2002) mostra a semelhanca entre o p/
da banda NI 391 com uma proteina que apresentou homologia a serina
hidroximetil-transferase, uma enzima do componente mitocondrial da
rota fotorrespiratdria, catalisadora da conversdo de serina a glicina
(BESTEL-CORRE et al., 2002). Outra banda de proteina (NI 410) apre-
sentou valores de p/ igual a 4,5 e massa molecular de 25 kDa, valores
semelhantes a proteina com homologia citocromo-c-oxidase subunidade
6b, outra enzima envolvida com a cadeia respiratoria, induzida por mi-
corriza em M. truncatula.

Alteracdes nos niveis de expressao e a sintese especifica de prote-
inas foram observadas no patossistema Medicago truncatula - Apha-
nomyces euteiches (COLDITZ et al. 2004). Esses autores constataram
modificagdes na expressdo de 16 proteinas aos 14 dias de inoculagdo do
patogeno das quais cinco foram inibidas, duas foram induzidas e nove
aumentaram o nivel de expressdo nas raizes infectadas. A maioria das
proteinas com aumento na expressdao em raizes infectadas mostrou simi-
laridade com membros da familia de proteinas relacionadas a patogéne-
se do tipo PR-10. A func¢do precisa dessas proteinas, que sdo estrutural-
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mente relacionadas a ribonucleases, continua pouco claro (COLDITZ et
al., 2004). Essa proteina também acumulou em raizes de videira subme-
tidas a estresse quimico pelo herbicida flumioxazin (CASTRO et al,,
2005) e a estresse salino (JELLOULI et al., 2008). Em relagdo as protei-
nas induzidas, Colditz et al. (2004) identificaram a proteina pi 49 de
resposta de resisténcia a doenca, previamente identificada em Pisum
sativum, e uma proteina de choque térmico classe I de 18,2 kDa.

Em outro trabalho utilizando a interagao entre Medicago trunca-
tula e Aphanomyces euteiches (COLDITZ et al., 2005), plantas micorri-
zadas com Glomus intraradices tiveram redugdo dos sintomas de ataque
do patdgeno. Essa espécie de fungo micorrizico vem sendo avaliada em
trabalhos de protedomica no Centro de Pesquisa do INRA de Dijon,
Franga, e ¢ uma das principais espécies utilizada em estudos relaciona-
dos ao biocontrole de patogenos radiculares (POZO et al., 1999; 2002a).
Na comparacdo entre plantas ndo micorrizadas de trés linhagens da es-
pécie vegetal, Colditz et al. (2005) constataram resultados semelhantes a
trabalho anterior (COLDITZ et al., 2004), com aumento significativo na
expressdo de proteinas do tipo PR-10 na linhagem suscetivel ao patoge-
no apo6s inoculagdo deste. Por outro lado, ap6s a inoculagdo de A. eutei-
ches, a expressdo de PR-10 teve o nivel reduzido em plantas micorriza-
das em comparacdo as plantas ndo micorrizadas (COLDITZ et al.,
2005). Plantas micorrizadas e inoculadas com o patdgeno apresentaram
aumento na expressdo de duas enzimas da rota de fenilpropandides
(chalcone metiltransferase e chalcone redutase) trés vezes mais em rela-
¢do a plantas micorrizadas e duas vezes maior em relagdo a plantas so-
mente inoculadas com o patoégeno. Os autores sugerem que a formagdo
de micorriza promoveu a sintese e acumulo dessas proteinas nas raizes
que serviu de protecdo pré-estabelecida contra o patdogeno apds a inocu-
lagdo deste (COLDITZ et al., 2005). As informag¢des sdo limitadas em
relacdo a comparagdo de perfis protéicos do sistema radicular em intera-
¢des com patdgenos, em especial na protedmica de interagdes entre
plantas, FMA e microorganismos parasiticos, que esta restrito ao traba-
lho de Colditz et al. (2005).

Do ponto de vista metodolédgico, a boa resolugdo de bandas indi-
ca que a extragdo fendlica pode ser usada rotineiramente na extragdo de
proteinas do sistema radicular de videiras. De fato, a extragdo fenodlica
tem se mostrado viadvel na obtencdo de proteinas para subseqiiente ele-
troforese de material recalcitrante, pobre em proteinas, rico em compos-
tos interferentes como compostos fendlicos, enzimas proteoliticas, pig-
mentos e polissacarideos (SARAVANAN & ROSE, 2004; CARPEN-
TIER et al., 2005). Como desvantagens, esse método € trabalhoso, de-
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manda tempo consideravel e apresenta riscos a saude devido a manipu-
lagdo de fenol. A quantidade de bandas foi semelhante a obtida em tra-
balhos com extratos radiculares de Medicago truncatula, planta-modelo
em estudos com protedmica na interagdo com simbiontes (BESTEL-
CORRE et al., 2002; COLDITZ et al., 2004), na qual se obteve em torno
de 500 bandas pela revelagdo de proteinas com solugdo de Coomassie. O
numero de bandas detectadas neste trabalho foi inferior, por exemplo, ao
do trabalho de CASTRO et al. (2005), que constatou 2.000 bandas em
amostras radiculares. Entretanto, tais autores utilizaram nitrato de prata
para revelacdo das proteinas, método mais sensivel e que permite maior
resolucdo de bandas.

A baixa freqiiéncia de diversas bandas reflete a dificuldade de
trabalhar com a interacdo entre trés simbiontes ¢ o acumulo de erros
associado aos experimentos, como aspectos inerentes ao material que
interferem na concentragdo de proteinas e a manipulacdo do material
vegetal e perdas durante a extragdo das proteinas. As condi¢des “semi-
controladas” do experimento, em camara de crescimento, também pode
contribuir a esses erros, pois diferem de condi¢des axénicas e otimizadas
em cultura in vitro; por exemplo, o proteoma de calos embriogénicos de
Vitis vinifera revelou mais de 1.000 bandas utilizando-se Coomassie
como corante (MARSONI et al., 2008), valor praticamente o dobro
deste trabalho. As limita¢des das técnicas de extra¢do de proteinas de
amostras radiculares contribuem para a diminuicdo na quantidade detec-
tada de proteinas apos eletroforese. Proteinas hidrofobicas, de solubili-
dade baixa, podem se perder durante a extragdo e proteinas de baixa
abundancia podem ndo ser reveladas nos géis bidimensionais (COL-
DITZ et al., 2004).

De acordo com os resultados, a mudanca no perfil de expressao e
a inducdo de proteinas relacionadas a simbiose podem ter contribuido
com o aumento na resisténcia ao processo infectivo de Fusarium spp.
em plantas micorrizadas, constatadas na avaliagdo dos sintomas apos 90
dias de inocula¢do do patdgeno. Além disso, a elevacdo dos niveis de
enzimas hidroliticas, aos 4 dai, indica que a formag@o da simbiose mu-
tualistica promoveu a ativagao de barreiras bioquimicas frente ao avango
do patogeno, indicando um efeito de bioprote¢do por micorrizas.
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CONCLUSOES

1. As atividades de quitinases e -1,3-glucanases em raizes de videira
R110 atingiram os niveis mais altos quatro dias ap6s a inoculagdo de
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis.

2, A sintese e acamulo transiente de quitinases e [-1,3-glucanases em
raizes de porta-enxerto resistente a F. oxysporum f. sp. herbemontis
estdo associadas a supress@o do processo infectivo do patdgeno.

3. A associacdo micorrizica regulou respostas de defesa a Fusarium spp.
e promoveu atraso no processo infectivo do patégeno, concorrendo para
isso a melhoria no status nutricional de videiras micorrizadas, o efeito
sinérgico da atividade hidrolitica de quitinases e B-1,3-glucanases, e
também a expressdo diferenciada e sintese de novas proteinas em plan-
tas micorrizadas.

4. A inoculagdo de fungos micorrizicos constitui estratégia para se me-
lhorar o status nutricional de mudas de videiras e para diminuir a inci-
déncia de F. oxysporum f. sp. herbemontis nos sistemas de produgao,
fazendo parte de um conjunto de medidas que levem em conta aspectos
de manejo do solo (desenvolvimento de rizosfera supressora de patoge-
nos, por exemplo), uso de recursos genéticos, como genotipos resisten-
tes a doenga, e de nutricao vegetal, com niveis equilibrados de nutrientes
no solo, em prol do desenvolvimento de micorrizas funcionais.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados de perfis protéicos mostram que em trabalhos futu-
ros, para melhor definicdo e visualizagcdo das bandas, serd interessante
avaliar o uso de tiras de gel com gradiente de pH imobilizado de faixa
mais estreita, particularmente entre pH 4 e 7, uma vez que se concentra-
ram nessa faixa de p/ mais de 80% das bandas.

Além disso, pode ser avaliado o carregamento da amostra de pro-
teinas por meio de cup loading. No cup loading a amostra & carregada
em recipientes individuais colocados na superficie da tiras de gel ja
reidratadas, na unidade Ettan-IPGPhor (GE Healthcare) utilizada para
focalizagdo isoelétrica (WEISS & GORG, 2009). Embora seja mais
préatico, proteinas de peso molecular alto (>100 kDa), muito alcalinas e
hidrofobicas sdo carregadas com dificuldade quando se aplica as protei-
nas no momento da reidratacdo da tira de gel.

A extracdo fendlica, que se mostrou satisfatéria como método de
concentracdo de proteinas radiculares de videiras para eletroforese bidi-
mensional, pode ser comparada em trabalhos futuros ao método propos-
to por Wang et al. (2006), que combina precipitagdo de proteinas por
meio de solugdo de acido tricloroacético e acetona com a extragdo feno-
lica. Além disso, a ampliagdo dos estudos com protedmica em intera-
¢oOes entre plantas, fungos micorrizicos e patogenos radiculares podera
ser feita aplicando-se técnicas de extragdo de proteinas que permitam
aumentar a produtividade de proteinas da membrana plasmatica e/ou
periarbuscular de tecidos radiculares (VALOT et al., 2005), pois nessa
interface ocorre o reconhecimento de sinais moleculares importantes de
interagdes entre plantas e microrganismos. Também pode-se empregar
técnicas para extragdo de proteinas ¢ RNA na mesma amostra (DU-
MAS-GAUDOT et al., 2004b), no sentido de comparar perfis do prote-
oma e transcriptoma.

O uso de um sistema com divisdo do sistema radicular em com-
partimentos distintos podera ser usado para avaliar o papel de micorrizas
na expressao de genes além da regido de contato direto e de sensibiliza-
¢do do sistema radicular por microrganismos ¢ a importancia desse e-
vento no fendmeno de inducdo de resisténcia sist€émica. Essa estratégia
pode também ser usada para estudar rotas de transducdo de sinais, em
especial aquelas reguladas por acido jasmoénico e acido salicilico, como
mostraram trabalhos revisados nesta tese.

Os resultados de melhora no crescimento e no status nutricional
do porta-enxerto de videira SO4 pela uso de inoculante micorrizico
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demonstraram que essa biotecnologia pode ser testada em outras espé-
cies micropropagadas, em especial frutiferas perenes. O leque de espé-
cies de FMA pode ser ampliado a outros isolados de eficiéncia compro-
vada, ou até mesmo a isolados nativos selecionados nas condigdes cli-
maticas e edaficas de regides produtoras de nosso estado.

A protedmica poderd ser utilizada em outros estudos de intera-
¢oes entre videiras e simbiontes mutualistico e parasitico. Estudo recen-
te mostra, por exemplo, o papel da associa¢do micorrizica na diminuigdo
de danos radiculares causados por Cylindrocarpon macrodidymum em
videira (PETIT & GUBLER, 2006). Esse género fungico ¢ causador da
doenga chamada de pé-preto, que, semelhante a F. oxysporum f. sp.
herbemontis, € causador de declinio e morte de videiras, esta dissemina-
do no sul do Brasil e ndo possui forma de controle eficiente (GARRIDO
et al., 2004a; GARRIDO et al., 2004b).

Por fim, a avaliagdo do proteoma de videiras micorrizadas pode
ser ampliado a outros porta-enxertos com nivel diferenciado de resistén-
cia a Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis, como Paulsen 1103 e
VR043-43. Assim, pode-se estudar a relagdo entre a resisténcia varietal
e mudancgas no perfil de expressdo do genoma, o que pode contribuir
para o entendimento das estratégias de defesa de videiras ao patdgeno
radicular e fornecer informagdes importantes para os programas de me-
lhoramento da espécie.
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Anexo B. Repeticdes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 ndo inoculadas
com Glomus intraradices (-Gi) ¢ amostradas no momento da inoculagdo de
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (0 dai).
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Anexo C. Repetigoes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 micorrizadas
com Glomus intraradices (-Gi) ¢ amostradas no momento da inoculagdo de
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis (0 dai).
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Anexo D. Repetigdes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 ndo inoculadas
com Glomus intraradices (-Gi) e com Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis
(-Fo). Amostras foram coletadas 14 dias ap6s imersdo do sistema radicular em

agua estéril (14 dai).
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Anexo E. Repeti¢cdes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 ndo micorrizadas
com Glomus intraradices (-Gi) e inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis (+Fo). Amostras foram coletadas 14 dias apds imersdo do sistema

radicular em suspensdo de conidios do patdgeno (14 dai).
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Anexo F. Repeticdes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 micorrizadas
com Glomus intraradices (+Gi) e ndo inoculadas com Fusarium oxysporum f.
sp. herbemontis (-Fo). Amostras foram coletadas 14 dias ap6s imersdo do sis-
tema radicular em agua estéril (14 dai).
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Anexo G. Repeticdes dos perfis protéicos de eletroforese bidimensional de
extratos radiculares de mudas do porta-enxerto de videira SO4 micorrizadas
com Glomus intraradices (+Gi) e inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
herbemontis (+Fo). Amostras foram coletadas 14 dias apds imersdo do sistema
radicular em suspensdo de conidios do patdgeno (14 dai).
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