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RESUMO

SILVA, Leonardo Ferreira da, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz,
lIhéus, julho de 2010. Expresséo de oxalato descarboxilase de Flammulina
sp. em Nicotiana tabacum induz resisténcia a NEP |l de Moniliophthora
perniciosa e oxalato. Orientador: Dr. Marcio Gilberto Cardoso Costa. Co-

orientadores: Dra. Fabienne Michelli e Dra. Karina Peres Gramacho.

O declinio da cacauicultura baiana ocorreu na Ultima década, devendo-
se principalmente ao atague da vassoura-de-bruxa, causada pelo
basidiomiceto Moniliophthora perniciosa (Stahel). Com o advento de novas
tecnologias, agbes que visam reduzir os efeitos causados pelo patégeno tém
sido intensificadas, principalmente no que se refere a elucidagdo dos
mecanismos bioquimicos e genéticos que modulam a interacdo cacau-M.
perniciosa. Trabalhos prévios demonstraram que alguns compostos estdo
diretamente relacionados com esse patossistema, como a proteina NEP
(Necrosis and Ethylene-Inducing Proteins) do fungo e a presencga de cristais de
oxalato de calcio em tecidos infectados, possivelmente envolvidos no processo
de exploséo oxidativa na célula vegetal. A oxalato descarboxilase (OXDC) é
uma enzima produzida por fungos e bactérias que cataliza a degradacdo do
acido oxalico, a forma soltuvel de oxalato, em acido férmico e CO,, compostos
nao toxicos para as plantas. A expressao transgénica de OXDC em plantas tem
demonstrado conferir resisténcia a fitopatdbgenos que utilizam &cido
oxalico/oxalato como mecanismo de patogenicidade. No presente estudo,
plantas de Nicotiana tabacum foram transformadas com o gene oxdc de
Flammulina sp. com o objetivo de avaliar o seu efeito na resisténcia das plantas
a fatores que induzem a morte celular em tecidos infectados por M. perniciosa.
Experimentos de transformacdo genética mediada por Agrobacterium
permitiram a obtencdo de 12 linhagens transgénicas de N. tabacum,
representando eventos de transformacdo distintos. Caracterizagdes
moleculares e bioquimicas das plantas confirmaram a insercdo e expressédo do

gene oxdc em todas as linhagens obtidas, bem como a sua funcionalidade em



degradar &cido oxalico. A analise da resisténcia das plantas a adi¢cdo de acido
oxalico a 20mM demonstrou que as linhagens transgénicas apresentaram
sintomas de estresse menos severos do que as plantas controle (ndo-
transformada). Quanto a avaliagdo da resisténcia a NEPIl de M. perniciosa, 0o
gene oxdc foi capaz de conferir resisténcia a proteina, inoculada a 1,4 pmol L™,
em todas as linhagens transgénicas avaliadas. O gene oxdc também foi capaz
de inibir a formagéo de ROS em plantas transgénicas inoculadas tanto com
acido oxdlico quanto com MpNEPIl, separadamente ou em conjunto.
Coletivamente, os resultados obtidos no presente estudo confirmam o potencial
do gene oxdc em conferir resisténcia a M. perniciosa e sugerem ainda que a
explosao oxidativa, provocada tanto por MpNEPII como pela degradagédo de
oxalato pela oxalato oxidase enddgena, pode ser o efeito principal no processo

de morte celular em tecidos infectados pelo fitopatégeno.

Palavras chave: Oxalato descarboxilase, NEPII, Moniliophthora perniciosa,
Analise funcional



10

ABSTRACT

SILVA, Leonardo Ferreira da, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz,
lIhéus, July 2010. Expression of the oxalate decarboxylase from Flammulina
sp. in Nicotiana tabacum induce resistance to NEP Il by Moniliophthora
perniciosa and oxalate Advisor: Dr. Marcio Gilberto Cardoso Costa. Committee

members: Dr. Fabiene Michelli and Dr. Karina Peres Gramacho.

The decline of the cacao production in Bahia occurred in the last decade,
mainly due to the attack of the witches broom disease, caused by the
basidiomycete Moniliophthora perniciosa (Stahel). With the advent of new
technologies, actions aiming to reduce the effects caused by the phytopathogen
have been intensified, mainly those related to the clarification of the genetical
and biochemical mechanisms that modulate the interaction cacao-M.
perniciosa. Previous works have demonstrated that some compounds are
directly related with this pathosystem, including NEP (Necrosis and Ethylene-
Incucing Proteins) and calcium oxalate crystals, possibly involved in the process
of oxidative burst in the plant cell. Oxalate decarboxylase (OXDC) is an enzyme
produced by fungi and bacteria that catalizes the degradation of oxalic acid in
CO, and formic acid, compounds that are non-toxic to the plants. Transgenic
expression of OXDC in plants has shown to confer resistance against
phytopathogens that use oxalic acid/oxalate as a pathogenicity mechanism. In
the present study, plants of Nicotiana tabacum were transformed with oxdc from
Flammulina sp., aiming to evaluate its effect in the resistance of plants against
the factors that induce programmed cellular death in tissues infected by M.
perniciosa. Experiments of Agrobacterium-mediated genetic transformation
allowed the obtention of 12 transgenic lines, representing distinct transformation
events. Molecular and biochemical characterizations of the plants confirmed the
insertion and expression of OXDC in all transgenic lines, as well as its
functionality in to detoxify oxalic acid. Analysis of the resistance of the plants to
the application of 20 mM oxalic acid showed that the transgenic plants

displayed stress symptoms less severe than the non-transformed plants. In the
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evaluation of the resistance to NEPII of M. perniciosa, oxdc was able to confer
resistance to 1,4 ymol L* MpNEPII in all transgenic plants evaluated. oxdc was
also able to inhibit ROS formation in the transgenics plants inoculated with
oxalic acid, MpNEP II, or the combination of both compounds. Collectively, the
results obtained in the present study confirm the potential of oxdc to confer
resistance against M. perniciosa and further suggest that the oxidative burst,
triggered by both MpNEPII and calcium oxalate degradation by the endogenous
oxalate oxidase, may be the key mechanism involved in programmed cell death

of tissues infected by the phytopathogen.

Key words: Oxalate decarboxylase, NEPII, Moniliophthora perniciosa, functional

analysis
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1. INTRODUCAO

A regido sul do estado da Bahia proporciona a cultura do cacaueiro
(Theobroma cacao L.) condicdes edafoclimaticas ideais para seu
desenvolvimento e produgdo, o que tornou a regido a principal produtora de
cacau do Brasil, chegando a responder por 95% da produgédo nacional,
representando 50% das exportagbes do estado (TEIXEIRA et al.,, 2002).
Entretanto, por volta do ano de 1989, a doenga conhecida por vassoura-de-
bruxa, causada pelo fungo basidiomiceto hemibiotréfico Moniliophthora
(=Crinipellis) perniciosa (Stahel) Aime & Philips-Mora, que é endémico da
regido Amazdnica, se instalou nas areas produtoras de cacau no sul da Bahia
trazendo perdas incalculaveis na producdo (PEREIRA et al., 1990).
Anteriormente a doenca ja havia provocado colapso produtivo e econdmico em
regibes cacaueiras do Suriname, Trindad e Equador (ANDEBRHAN et al.,
1988). No Sul da Bahia a severidade de abrangéncia da doenca se deve ao
fato de que a extensa area continua cultivada com cacau, sendo boa parte com
cultivares tradicionais susceptiveis, associado a regularidade de distribuicdo
das chuvas, favorece o surto de crescimento das plantas ao longo do ano,
tornando propicias as condicdes para o rapido desenvolvimento e
disseminacé&o do fungo nas lavouras (DIAS, 2001).

Com o objetivo de minimizar os danos causados pelo patdégeno, véarias
sdo as medidas desenvolvidas por pesquisadores e adotadas por produtores.
Dentre as principais, se destacam o controle quimico, podas fitossanitarias,
controle bioldgico e o melhoramento genético (LEAL JUNIOR, 2006). Desde a
década de 1990, a poda fitossanitaria associada ao controle genético ja era
adotada como a medida mais eficaz de manejo pela maioria dos paises
produtores de cacau da Amazonia (ANDERBRHAN et al., 1993). Programas de
melhoramento de cacaueiros j4& deram os primeiros resultados, produzindo
clones com diferentes graus de resisténcia a doenga e alta produtividade. No
entanto, considerando a variabilidade do patégeno e o numero restrito de
acessos com caracteristicas de resisténcia, a obtencdo de novas fontes de

resisténcia ao M. perniciosa tem sido umas das prioridades dos programas de
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melhoramento conduzidos pela Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira -
CEPLAC (LEAL JUNIOR, 2006).

Diante das restricbes apresentadas por cada uma dessas medidas,
estudos de biologia molecular e engenharia genética surgem como importantes
ferramentas na investigagdo de mecanismos desencadeados na interagao
cacau-M. perniciosa. O sequenciamento de bibliotecas de interagdes cacau-M.
perniciosa (GESTEIRA et al., 2007) permitiram a identificagcdo de sequéncias
homodlogas a genes conhecidos por conferir resisténcia a fitopatégenos, tais
como o da proteina de ligacdo a selénio (selenium binding protein — SBP) e o
gene MLO, modulador de defesa e morte celular programada (ZHOU et al.,
2002; SAWADA et al., 2004). Varios outros genes descritos na literatura e
disponiveis para pesquisa sdo conhecidos por conferir resisténcia a
fitopatdgenos e apresentam potencial para estudos de resisténcia a vassoura-
de-bruxa. Dentre esses, inclui-se o gene da oxalato descarboxilase (OXDC),
primeiramente isolado do basidiomiceto Flammulina velutipes, que possui a
capacidade de catalizar a degradacdo do acido oxdlico em &cido formico e
diéxido de carbono (MEHTA; DATTA, 1991). Estudos tém demonstrado a
capacidade desse gene em a conferir resisténcia de plantas de tabaco, tomate
e alface ao fitopatdogeno Sclerotinia sclerotiorum (AZAN et al., 2000; DIAS et
al., 2006). O envolvimento do &cido oxalico no processo de interagdo
compativel entre cacau-M.perniciosa tem sido confirmado em estudos prévios
(VILLELA DIAS, 2007). Portanto, oxdc apresenta-se como um gene candidato
de resisténcia ao fitopatégeno M. perniciosa.

No presente estudo, plantas transgénicas de N. tabacum contendo o
gene oxdc foram obtidas e caracterizadas em nivel molecular e bioquimico.
Todas as linhagens transgénicas analisadas expressaram o gene oxdc e foram
capazes de degradar o acido oxalico. A andlise dos efeitos da inoculacéo de
acido oxdlico e proteina NEP Il de M. perniciosa nas plantas transgénicas
demonstraram a resisténcia das plantas a ambos os fatores envolvidos no
processo de interagcdo cacau-M. perniciosa. As plantas transgénicas mostraram
reducao dos sintomas tipicos de estresse oxidativo causados por esses fatores,

quando inoculados separadamente ou em combinagdo, apresentando
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consequentemente maior resisténcia a necrose. Os resultados obtidos

reforcam o potencial do gene oxdc em conferir resisténcia ao M. perniciosa.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O objetivo geral do presente estudo foi introduzir o gene oxdc de
Flammulina velutipes em plantas de Nicotiana tabacum e avaliar a resisténcia
das plantas transgénicas a fatores que induzem morte celular em tecidos

infectados por Moniliophthora perniciosa.

2.2. Especificos

e Produzir linhagens geneticamente modificadas de N. tabacum
contendo o gene oxdc de F. velutipes e caracterizd-las em nivel

molecular e bioquimico;

e Analisar a resisténcia das plantas transgénicas ao acido oxalico
(OxA) e a proteina NEPII de M. perniciosa (MpNEPII);

e Analisar a reacdo das plantas transgénicas ao estresse oxidativo

causado por OxA, MpNEPII e a combinagdo de ambos os fatores;

e Determinar a viabilidade do uso do gene oxdc em experimentos de
transformacdo genética de Theobroma cacao, visando avaliar sua

funcionalidade na interagéo cacau-M. perniciosa.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O cacaueiro

O cacaueiro (Theobroma cacao L) é um arbusto perene (4 a 8 m de
altura), dipl6ide, contendo 20 cromossomos, pertencente a familia Malvaceae e
nativa das florestas tropicais Umidas da planicie da bacia Amazénica, embora
seu centro de diversidade se estenda por toda regido da América central
(PURDY; SCHMIDT, 1996). A domesticacdo da espécie ocorreu no periodo
Pré-Colombiano por civilizagbes Astecas e/ou Maias, sendo os frutos
amplamente utilizados desde como moeda de troca, produgéo de bebidas e em
cerimbnias religiosas (COE; COE 1996; MOTAMAYOR et al.,, 2002; EMCH,
2003). Existem dois grupos genéticos de cacaueiro originais: a Crioullo, que
esta presente a oeste dos Andes e México, e a Forasteiro, presente no Brasil,
leste da cordilheira dos Andes e Guianas. Um hibrido dessas duas espécies
originou a variedade conhecida como Trinitario (MOTAMAYOR et al., 2002).
Atualmente, a cultura do cacaueiro ja é difundida entre os trépicos Umidos,
sendo considerado de suma importancia econémica para paises do Pacifico,
Sul da Asia Oriental, Oeste e Central da Africa, Central e sul da América e
Caribe (WOOD; LASS, 1985).

A améndoa do fruto, quando fermentada, seca, torrada e prensada,
fornece manteiga e massa de cacau, matérias primas fundamentais para a
industria de chocolates, confeitos e cosméticos, mercado que movimenta
aproximadamente 56 bilh6es de dolares por ano (PIASENTIN; KLARE-
REPNIK, 2004)

No Brasil, ha registros de que o cultivo do cacaueiro foi iniciado em
1711, no estado do Para. Porém, a introducao da cultura na Bahia, se deu por
volta do no ano de 1746, com o plantio de algumas mudas as margens do rio
Pardo, atual municipio de Canavieiras. Seis anos apés, foram realizados os
primeiros plantios no municipio de Ilhéus, de onde se iniciou a produgdo em
larga escala, fazendo do estado da Bahia o maior produtor nacional do fruto
(GUERREIRO; PARAISO, 2001). Proporcionalmente, além da cultura
representar umas das principais atividades econOGmicas para a regido, possuli

ainda um importante carater conservacionista do ponto de vista agroecoldgico.
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Isso se deve as praticas de cultivo em consoércio com outras plantas sob o
sistema Cabruca, que se caracteriza pela implantagdo da lavoura no interior
dos fragmentos de Mata Atlantica nativa, em fungdo da importancia do
sombreamento e da umidade, requeridos pelo cacaueiro. Essa atividade
desestimula o desmatamento desordenado para implantagdo de culturas de
menor valor econdmico, permitindo a lavoura funcionar como corredor de
passagem da fauna silvestre (ALGER; CALDAS, 1996), contribuindo para a
manutencgdo e aumento da biodiversidade e agrobiodiversidade regional.

No ano de 1989, houve o primeiro registro para o fungo M. perniciosa
em lavouras cacaueiras na regido sul da Bahia, provocando desde entéo,
perdas expressivas de producdo da commodity, e transformando o Brasil de
exportador de cacau em importador do produto (SUMARIO, 2003). Essa
situacdo, associada a queda dos precos internacionais do produto, afetou
consideravelmente a situacdo socio-econémica e o equilibrio ecoldgico das
regibes produtoras do fruto no pais, onde cerca de 2,5 milhdes de pessoas
dependem dessa atividade (GARCIA, 2007).

3.2. Aspectos bioquimicos e moleculares da interacdo planta-patégeno

A co-evolugéo das plantas e dos microrganismos fitopatogénicos tem
resultado em mecanismos de comunicacdo mitua cada vez mais sensiveis e
versateis, que se iniciam logo ap0s o contato entre patdgeno-hospedeiro. Essa
comunicacdo intervém grande variedade de sinais fisicos e quimicos
(elicitores), que d&@o origem a uma série de transducgéo de sinais capazes de
induzir a expressdo de vérios genes, tanto da planta quanto do patégeno,
induzindo a uma resposta de resisténcia ou a susceptibilidade, em funcdo do
tipo da interacdo e condigdes ambientais (KOLATTUKUDY, 1995).

Originalmente, o termo elicitor foi utilizado para moléculas que possuiam
a capacidade de induzir a producdo de fitoalexinas. Atualmente, o termo é
comumente utilizado para denominar compostos que estimulem qualquer forma
de defesa da planta, podendo pertencer a um grande nimero de diferentes
classes de compostos, incluindo oligossacarideos, peptideos, proteinas e

lipideos (MONTESANO et al., 2003). Elicitores atuam em baixas concentracdes
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em nivel celular como compostos sinalizadores, e estdo envolvidos em
diversos processos de resposta a estresses ambientais (HAHN et al., 1996).

Um dos primeiros eventos detectaveis apds a interagdo planta-patdgeno
é o fluxo de ions através da membrana plasmatica, provocando uma explosédo
do metabolismo oxidativo, levando a producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que por sua vez ativam genes de defesa e a produgdo de metabdlitos
antimicrobianos (MAcCMILLAN, 2002). O éacido salicilico (AS) e o 6xido nitrico
(NO) potencializam as repostas dependentes de ROS. Outros eventos iniciais
descritos durante a interagdo planta-patégeno sdo o influxo de Ca*, a
fosforilaco/desfosforilacdo de proteinas e a sintese de proteinas relacionadas
com patogenicidade (MAYER et al., 2001). A colonizacéo parasitica de plantas
por patdbgenos acontece através de uma reprogramacao do sistema de defesa
da planta mediante proteinas efetoras da doenca que sdo secretadas pelo
patégeno (HUITEMA et al., 2004). Dependendo do alvo do efetor, estes podem
ser classificados em (i) efetores apoplasticos (secretados no espago
extracelular da planta onde interagem com moléculas-alvo extracelulares e/ou
receptores de superficie) ou (ii) efetores citoplasmaticos (translocados dentro
das células da planta mediante estruturas especializadas como vesiculas e
haustorios) (KAMOUN, 2006). Como uma medida defensiva, as células do
hospedeiro podem reconhecer moléculas-chave do patdgeno e iniciar o
processo de morte celular evitando a disseminagéo e limitando a propagacao
da infeccao para células sadias (NIMCHUK et al., 2003).

A resisténcia hospedeiro-especifica (host resistance) € a resisténcia do
cultivar ou genétipo quando baseado na teoria gene-a-gene, descrita em 1955
por H. H Flor, constituindo a base molecular da interagdo planta-patégeno,
resultando no reconhecimento dos genes avr (avirulence) do patdégeno pelas
proteinas oriundas dos genes R (Resistance) da planta hospedeira. Nesse
caso, é dito que ocorre uma interacdo incompativel, pois o produto dos genes
R e Avr sdo complementares, tornando-se o patdégeno avirulento e a planta
resistente. Algumas proteinas Avr sdo efetoras de patogenicidade, podendo
suprimir a acdo de proteinas de defesa vegetal. A fim de que o patégeno
obtenha sucesso na colonizagdo do hospedeiro, ele precisa quebrar a barreira
fisica para a colonizagdo, e produzir proteinas e fitotoxinas que inativam ou

blogueiam a defesa da planta. Alguns exeMplos sdo AVR2 e AVR4 de



21

Cladosporium fulvum e AvrBs3 de Xanthomonas sp e coronatina de
Pseudomonas syringae. AVR4 é produzido pelo patégeno C. fulvum no
momento que ocorre sua interagdo com o hospedeiro. Essa molécula se liga a
quitina da parede celular do fungo, protegendo-a contra acdo de quitinases
produzidas pelo hospedeiro, garantindo assim sua integridade celular e
aumentado sua viruléncia contra o hospedeiro (VAN LOON et al., 2006). A
Resposta de hipersensibilidade (HR) constitui a resposta local primaria de
plantas a patdgenos, geralmente associada com a resisténcia a doencas
(STASKAWIEZ et al., 1995). O processo de morte celular programada pode
estar relacionado também com susceptibilidade a doencas promovendo a
disseminacdo e agressividade de patdgenos necrotréficos (GREENBERG,
2004).

A classificacdo dos microrganismos fitopatogénicos em biotrofico e
necrotréfico se da em fungdo do modo de obtencdo de nutrientes. Patdgenos
biotréficos vivem e obtém nutrientes de tecidos vivos, enquanto necrotréfico
matam e se alimentam de tecido morto (AGRIOS, 1997). No entanto, alguns
patégenos possuem as duas formas de nutricdo, que varia com o estagio da
infeccdo e o grau de especificidade entre patdogeno e hospedeiro, estes
denominados de hemibiotroficos.

A resisténcia mediada pelos genes R é associada com a ativagdo da via
de sinalizacé@o que leva a produgéo de proteinas relacionadas a patogenicidade
(Pathogenesis related — PR), que desencadeiam a resposta HR, estando
relacionada principalmente a mecanismos de infeccdo de patdgenos
biotréficos. Por outro lado, patdgenos necrotréficos que se beneficiam da morte
celular do hospedeiro ndo sao limitados pela resposta HR, sendo os
mecanismos de defesa desencadeados por um conjunto de respostas ativadas
pela sinalizacdo por acido jasménico (AJ) e etileno (ET) (GLAZEBROOK,
2005).

Os fitormbnios apresentam um papel importante na sinalizagdo das
respostas das plantas na interagdo com microrganismos. As plantas produzem
uma grande variedade de hormdnios que possuem pape€is importantes no
desenvolvimento e metabolismo, assim como nas respostas a estresses
bidticos e abiodticos. As infecgdes resultam em mudanca no nivel dos

fitormdnios e os fitopatdgenos tém desenvolvido mecanismos para manipular
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essa rede regulatoria em seu beneficio, produzindo compostos anélogos de
forma a burlar o sistema e defesa do hospedeiro e/ou facilitar a patogénese
(BARI; JONES, 2009). Embora as vias de defesa relacionadas a AS e AJ/ET
serem geralmente antagbnicas, a interacdo é mediada por diferentes
reguladores, como a proteina NPR1 (SPOEL et al., 2007), o fator de
transcricdo WRKY 70 (LI et al., 2003) e a proteina quinase MP4 (BRODERSEN
et al., 2006), sugerindo que a rede de sinalizacdo de defesa ativada e utilizada
pela planta é dependente da natureza do patégeno e do seu modo de
patogenicidade (BARI; JONES, 2009).

No tocante aos mecanismos de acdo de patdgenos hemibiotroficos, o
complexo ambiente molecular que se estabelece com o hospedeiro inicia-se na
superficie da folha. Uma estratégia geral de fungos na fase biotréfica consiste
em invadir tecidos do hospedeiro causando o minimo de danos nas células da
planta, gerando uma relacdo estavel fungo-planta (GARCIA, 2007).
PANSTRUGA (2003) observou que na presengca de um fungo biotréfico, as
respostas de defesa induzidas séo fracas ou transientes. Essa tolerancia ao
patégeno sugere que a entrada nos tecidos da planta é acompanhada pela
supresséo microbiana das respostas de defesa do hospedeiro e/ou da morte da
célula.

Organismos que permanecem na fase biotrofica durante longo tempo
causam mudancas nos padrdes de translocagéo de nutrientes dentro da planta,
tornando o sitio de infeccdo num dreno nutricional essencial para o fungo
acessar as reservas do hospedeiro, sendo essa disponibilidade de nutrientes

um fator fundamental na infec¢éo patogénica (MAYER, 2001).

3.3. O patossistema cacau- M. perniciosa

Desde o declinio da cacauicultura no sul da Bahia, causado pela
introducdo do basidiomiceto M. perniciosa em areas produtoras, provocou
esfor¢cos concentrados de diversas instituicdes, com o objetivo de desenvolver
estudos que visam minimizar os efeitos causados pelo fungo, principalmente no
que se refere a elucidacdo dos mecanismos bioquimicos e genéticos que

modulam a interac¢éo planta-patégeno.
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Em funcéo da complexidade do processo de interagéo entre cacau-M.
perniciosa e do alto nivel de dano econdmico e social provocado pelo
patégeno, foi iniciado no ano 2001 o projeto genoma de M. perniciosa

(http://www.lge.ibi.unicaMp.br/vassoura), com o objetivo de identificar genes

que codifiquem proteinas potencialmente relacionadas com o desenvolvimento
da doenca (GARCIA, 2007). Dentre as varias informagdes obtidas, a analise do
genoma de M. perniciosa revelou através de bioinformatica, que uma porgéo
significativa do genoma do fungo esta envolvida na adaptacdo a estresses e
necrose do tecido vegetal (MONDEGO et al., 2008), confirmando a alta
especificidade da interacdo cacau- M.perniciosa. Os resultados desses
trabalhos permitiram a formulagdo de um modelo para o mecanismo de agé&o
do patégeno, na tentativa de compreender a biologia do fungo, assim como a
natureza da interacdo com o seu hospedeiro natural Theobroma cacao.

M. perniciosa penetra nos tecidos em desenvolvimento mediante a
germinacdo dos basidiésporos sobre a cuticula ou na base dos tricomas,
emitindo tubos germinativos que penetram nos tecidos (EVANS, 1979). As
hifas do fungo se desenvolvem no apoplasto celular onde liberam uma série de
elicitores, que ativam véarios mecanismos de respostas da planta, como o
aumento consideravel das espécies reativas de oxigénio e a producdo de
etileno.

A partir de uma desordem fisiolégica/hormonal, provocada pela
colonizagédo do fungo em sua fase biotrofica, ocorre na planta infectada uma
hipertrofia dos tecidos e um crescimento desordenado de brotos, criando o
aspecto de uma vassoura (vassoura verde). Apds o inicio da necrose dos
ramos infectados denominados de vassouras secas, em torno de dois meses
apds a infeccdo, ocorre a mudanca de fase de vida do fungo (de biotrofico para
necrotréfico), quando se da a dicariotizagdo dos micélios. Por ser um fungo
homotalico, essa transicao ocorre sem a necessidade do cruzamento entre
individuos. Depois da completa colonizagdo nos tecidos mortos, o micélio
necrotrofico da origem aos basidiocarpos, que apos periodos de seca e chuva,
produzem basididsporos, que ao serem levados pela 4gua ou vento, reiniciam
o ciclo de vida do fungo. A liberagdo dos basididsporos acontece durante a
noite, provavelmente pela sensibilidade dos esporos & luz ultravioleta (CEITA et

al., 2007). Somente na fase necrotrofica do fungo, e em condi¢Bes de alta
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umidade, os basididsporos podem ser produzidos. Visto que a proliferacéo do
fungo depende de periodos alternados de seca e umidade, esse fungo se
estabeleceu muito bem no estado da Bahia, que possui condi¢cfes climéticas
favoréveis para o desenvolvimento de basidiésporos durante o ano todo
(FRANCO, 2008).

Varios trabalhos confirmam que o mecanismo de resisténcia observado
em plantas de T. cacao contra M. perniciosa caracteriza-se pela contengédo do
crescimento micelial no material resistente e na manutencdo dos sintomas
manifestados pela doenca (FRIAS et al., 1995; SILVA et al., 1999). Resultados
de estudos histolégicos de tecidos de plantas de T. cacao infectadas por M.
perniciosa revelaram um crescimento abundante de micélio em materiais
susceptiveis infectados, e uma correlag@o parcial entre menor colonizacdo de
tecidos e a resisténcia determinada pela menor incidéncia da doenga. Os
componentes de resisténcia podem ser evidenciados pelo estudo da expresséo
de genes envolvidos na resposta de defesa. Os genes da resposta de defesa
podem ser classificados como envolvidos no reconhecimento do patégeno e no
mecanismo de defesa propriamente dito. Os genes responsaveis pelo
reconhecimento e transducdo de sinal s&o considerados como genes de
resisténcia, ja os genes de defesa codificam para proteinas relacionadas com a
patogénese (HAMMOND-KOSACK., 1996). A funcdo dos genes responsaveis
pela defesa é conter a invaséo, o crescimento e a reproducdo do patégeno no
interior da planta. A avaliacdo da indugéo desses genes pode indicar quando e
como os genes estdo atuando. Em cacaueiro, genes associados a resisténcia e
defesa foram identificados em bibliotecas de ESTs de folhas e sementes, e
bibliotecas obtidas a partir de folhas tratadas com elicitores de resisténcia do
tipo Benzothiadazole (BHT), etileno, metil jasmonato e NEP 1- elicitor protéico
purificado de Fusarium oxysporium (VERICA et al., 2004). A geragdo de ESTs
da interagdo T. cacao x M. perniciosa foi primeiramente reportada por
GESTEIRA et al. (2007), utilizando meristemas infectados de duas diferentes
variedades de cacau, uma suscetivel (Catongo) e outra resistente (TSH 1188),
gerando cerca de 6884 sequéncias correspondentes a 2926 consensos de
sequéncias Unicas (unigenes). LEAL JUNIOR (2007) obtiveve 187 unigenes
das variedades ICS 39 (gendtipo suscetivel) e CAB 214 (resistente) de cacau,

utilizando a abordagem de bibliotecas SSH. Genes Analogos de Resisténcia
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(GAR) e genes de defesa também foram buscados, utilizando a abordagem de
amplificagcdo com iniciadores degenerados para regides conservadas de
transcri¢cdo, para posterior localizagdo nos mapas genéticos. A constru¢do de
bibliotecas SSA também tem se mostrado eficiente na obtencdo de sequéncias
relativas a resposta de defesa ao organismo com qual interage (FERNANDEZ
et al.,, 2004; LU et al., 2004). No entanto, devido a baixa representatividade de
genes do patdgeno nas bibliotecas, a probabilidade de identificar esses genes
do patégeno torna-se dificil. Uma forma direcionada para a identificacdo de
genes potencialmente responsaveis pela viruléncia e patogenicidade seria
através do conjunto de genes induzidos no cultivo in vitro sob falta de carbono
ou nitrogénio, induzindo a ativacdo de genes expressados durante a
patogénese, que apresentam na regido promotora locais para acoplamento de

fatores de transcrigéo ligados ao metabolismo de nitrogénio (LEAL JR, 2006).

3.4. Envolvimento do oxalato de célcio no patossistema cacau- M.

perniciosa

Estudos recentes evidenciaram um envolvimento do oxalato de célcio
(OxCa) durante o processo de Morte Celular Programada (PCD), etapa
presente na interacdo compativel entre T. cacao x M. perniciosa. CEITA et al.
(2007) observaram um expressivo incremento de cristais de OxCa em células
de cacau durante o processo de infec¢do de cultivares susceptiveis no periodo
de 33 dias ap0s a inoculagdo (DAI) com esporos do patdégeno. No entanto, 55
DAl houve um rapido decréscimo de COC nos tecidos infectados,
comprovando a associagdo com a progressdo dos sintomas da vassoura-de-
bruxa. A alteracéo no fluxo de ions (influxo de Ca?* e afluxo de K* e CI) através
da membrana esta intimamente relacionada com a alteragdo do contetdo de
Ca na célula e corresponde a uma das respostas mais antigas descritas como
respostas de plantas ao ataque por patégenos. Com o aumento do efluxo de
calcio intracelular, ocorre um incremento do calcio citosélico (CHRISPEELS et
al., 1999). A unido subsequente de célcio e calmodulina, quinases, fosfatases,
fosfolipases, nucleases e proteinases dependentes de Ca”* facilita a
transmissdo de sinal dirigido para a ativacdo de uma resposta celular
especifica (BLUMWALD et al., 1998).
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Véarios trabalhos j& apresentaram o envolvimento do oxalato em
interacOes planta-patégeno. CESNNA et al. (2000), avaliando os mecanismos
fisioldgicos do acido oxalico durante a infecgdo por Sclerotinia sclerotiorum,
observaram que a explosdo oxidativa € suprimida na presenca do oxalato
produzido pelo fungo. Por outro lado, linhagens mutantes de S. sclerotiorum
ndo patogénicas, deficientes na producdo do oxalato, foram incapazes de
induzir a explosédo oxidativa no hospedeiro. Observagbes indicam que 0s
efeitos inibitérios do oxalato sdo em maior parte independente de sua acidez e
afinidade para o calcio, podendo inibir uma etapa de sinalizacéo relacionada a
ativacdo da oxidase de influxo de Ca®* para o citosol. Especulagdes a respeito
do mecanismo ou dos mecanismos de que a secrec¢do do oxalato pode realgar
a viruléncia de Sclerotinia centra-se atualmente em trés mecanismos de agao.
Primeiramente, porque diversas enzimas de fungos secretadas durante a
invasdo de tecidos de planta (ex.: poligalacturonase) tém atividades maximas
em baixo pH. Segundo, porque o oxalato pode ser diretamente téxico as
plantas hospedeiras, presumivelmente por causa de sua acidez, a secrec¢ao do
oxalato foi sugerida enfraquecer a planta, facilitando desse modo a invaséo.
Finalmente, a quelatagéo do Ca®" pelo anion oxalato foi proposta comprometer
funcdo do Ca?' durante respostas dependentes da defesa e enfraquecer a
parede celular da planta.

Apesar de vérios relatos sobre o envolvimento do oxalato em
patossistemas, até 2007 ndo haviam registros do acumulo de cristais de
oxalato de Ca na interagcdo cacau- M. perniciosa. Observagdes em estudos de
microscopia de varredura sugerem que o fungo inicialmente poderia produzir
cristais de oxalato de célcio, que posteriormente seriam degradados devido ao
aumento dos niveis de oxalato oxidase produzido pela planta (GARCIA et al.,
2007). No entanto, CEITA et al. (2007) sugeriram que o influxo intenso de
calcio para o citoplasma desencadeado pela infeccdo do M. perniciosa nas
células de cacau pode levar ao seu acumulo, e consequentente deposi¢cdo em
forma de cristais de oxalato de calcio intracelulares. A formacgéo de cristais de
OxCa em células de plantas pode funcionar como remocdo do célcio
excedente. Dessa forma, ndo pode ser considerado um processo simples de
precipitagdo, mas sim o resultado de altera¢des ionicas induzidas por estresse,
tal como invasdo por patdogenos (FRANCESCHI; HONER, 1980). O exato
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mecanismo que explicaria o envolvimento do oxalato de Ca na patogenicidade
néo é totalmente conhecido. No entanto, alguns autores afirmam que o oxalato
provoca uma diminui¢cdo do pH apoplastico, criando um ambiente propicio para
0 aumento da atividade de enzimas celuloliticas e pectinoliticas secretadas
pelo fungo, ambas envolvidas na degradagcédo da parece celular da planta
(BATEMAN; BEER, 1965). Além disso, o composto poderia quelatar os ions de
Ca?*, comprometendo a atividade das respostas de defesa dependente deste
elemento. Estudos do genoma de M. perniciosa permitiram a identificacéo de
genes codificadores para enzimas de detoxificagdo do peroxido durante a fase
biotréfica, permitindo minimizar os efeitos do estresse oxidativo mediante o
desligamento da cadeia principal de transporte de elétrons e a ativacdo da

oxidase alternativa e catalases para detoxificagdo (CABRERA, 2007).

3.5. Bioquimica da sintese e degradacao do &cido oxalico em plantas

O acido oxalico constitui um dos mais fortes acidos organicos, com
valores pKa entre 1,3 a 4,3, sendo comumente utilizado como reagente
analitico, além de possuir grandes aplicagfes industriais e domésticas, que
variam desde utilizagdo como descorante na manufatura do couro até
componente de solugcbes para remocao de tintas e verniz. A ocorréncia e
distribuicdo do oxalato na natureza € ampla, incluindo animais e fungos. Em
plantas, as concentracdes mais elevadas do oxalato ocorrem nas folhas e em
nivel mais baixo nas raizes, podendo variar com a estacdo, o clima e as
condi¢bes edéficas. Plantas como ruibarbo (rhabarbarum Rheum) tendem a
aumentar o contetido de oxalato quando maduras. No entanto, outras espécies
como espinafre, beterraba e banana possuem um alto incremento de oxalato
nos estagios iniciais de desenvolvimento, seguido de um decréscimo em
funcdo do amadurecimento (LANE, 1994). O consumo humano de plantas ricas
em acido oxalico pode conduzir a hiperoxaliria, que é reconhecido como um
fator de risco para a formacdo de pedras de oxalato de célcio. Além disso, a
entrada do &cido ascorbico do organismo aumenta 0s niveis urinarios do
oxalato, que poderiam conduzir & formagdo de calculos renais e em outras

regides do sistema urinério.
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Estudos anteriores sobre acidos organicos de plantas, incluindo o acido
oxalico suportaram evidéncias de que a producdo deste &cido estaria
relacionada com a fotossintese e o metabolismo de carboidratos. No entanto,
experimentos com ruibarbo e begbnia indicaram que o &cido oxalico ndo é
diretamente produzido partir da fotossintese, mas sim sintetizados a partir de
precursores da rota fotossintética (CALISKAN, 1998).

Vérias rotas s@o propostas para a biossintese do éacido oxalico em
plantas. A formacdo do &cido organico pode se dar a partir da oxidagcdo do
glicolato pela acdo da enzima glicolato oxidase, ou pela oxidacdo do
oxaloacetato e do &cido ascorbico. O &cido ascorbico utilizado é formado
diretamente no interior das células que comportam COC, chamadas de
idioblastos (NAKATA, 2003), e configura-se como o principal precursor do
acido oxalico em T. cacao (VILLELA DIAS et al., 2007)

O oxalato pode apresentar-se na forma sollvel, como acido oxalico, ou
insoltvel, sob a forma de cristais de oxalato de calcio (OLIVEIRA et al., 2003).
Diversas fungBes foram propostas para explicar a presenca do &cido oxalico
nas plantas. Sugeriu-se que o 4cido oxalico pode estar relacionado com o
equilibrio i6nico, pela capacidade de se ligar a vérios ions, formando
compostos sollveis e insoluveis. Outra hipdtese seria que a sintese do oxalato
ocorre para balancear o excesso de cations inorganicos (K*, Na*, NH, *, Ca*" e
Mg®") sobre anions (NO*, CI', H,PO,, SO4 ?). A conversdo do &cido oxalico
em COC também pode ter a funcéo de controle da homeostase celular, a partir
da remocé&o do Ca excedente (CALISKAN, 1998).

O processo de degradagdo do oxalato de Ca em plantas se déa através
de oxidacdo a partir da enzima oxalato oxidase (OXO). A enzima pertence a
familia das proteinas germin e catalisa a degradagdo em CO, e H,O, (LANE et
al., 1993) (Figura 1). Vérios trabalhos presentes na literatura demonstram o
envolvimento da OXO no aumento de resisténcia a fitopatdgenos (LIANG et al.,
2001; LIVINGSTONE et al.,, 2005). O fluxo de ions através da membrana
plasmética provoca uma explosdo do metabolismo oxidativo, produzindo
espécies reativas de oxigénio (ROS), que por sua vez atuam na ativagdo de
genes de defesa e producdo de metabdlitos antimicrobianos (MACMILLAN,

2002). A formagéo de peroxido de hidrogénio, produzido a partir da degradagéo
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do oxalato de Ca pode resultar em niveis toxicos para a planta e até mesmo

para o fungo.

H{::' . Oxalato oxidase (germin) o
{:}H - = ,» 2 0 0
", .f.-" ‘H.‘_‘-‘ P
O / \
Oxalato . s CO,
J A
=== OH
o~ /

H>0>

Figura 1 — Catabolismo do acido oxalico pela enzima oxalato oxidase,
formando diéxido de carbono e perdxido de hidrogénio. (Adaptado de CEITA,
2004).

3.6. Oxalato descarboxilase (OXDC)

A oxalato descarboxilase (EC 4.1.1.2) € uma enzima dependente de
manganés, com massa molecular de 420 kD presente apenas em fungos e
bactérias, que catalisa a conversdo do oxalato em formato e diéxido de
carbono, seguindo uma propor¢cdo equimolar (JAKOBY et al., 1956;
KESARWANI et al., 2000, SVEDRUZ'IC" et al., 2005). Sua estrutura revela
uma hexdmero simétrico, em que cada mondmero pertence a familia de
proteinas cupin (Figura 2) (ANAND et al., 2002). A enzima é classificada como
uma bicupin, visto que possui duas dobras cupin, possivelmente resultante de
duplicac&o génica. Cada dominio cupin de OXDC contém um sitio de ligagdo
de manganés e é estruturalmente semelhante aos dominios da oxalato

oxidase. Quatro residuos de ligacdo a manganés (trés histidinas e um
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glutamato) séo conservados, assim como o0 humero de residuos hidrofébicos. A
diferenca mais notavel é a presenca de Glu333 no sitio de ligacdo ao metal do
segundo dominio cupin de OXDC. Foi postulado que esse dominio €
responsavel pela atividade descarboxilase e que Glu333 serve como um
doador de prétons na producao do formato (ANAND et al., 2002). A funcao dos
outros dominios de OXDC ainda € desconhecida.

A figura 3 demonstra resumidamente o catabolismo do &cido oxalico
através da OXDC, gerando CO; e acido férmico como subprodutos, compostos
néo toxicos para plantas, compreendendo, portanto uma rota de alto interesse
em estudos de interacdo planta-patégeno.

Figura 2 — Estrutura enzimatica da OXDC evidenciando a caracteristica bicupin

e o sitio de ligagdo com 0 manganés. Adaptado de ANAND et al. (2002).

0
o8 OXDC
Q LA + COp +H,0
O H 2 T Ho

Figura 3 — Catabolismo do acido oxalico pela enzima oxalato descarboxilase

(OXDC) de F. velutipes, gerando como subprodutos acido férmico, CO; e H»0.
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Oxalato Descarboxilases produzidas por fungos séo induzidas pela
presenca de acido oxalico no meio, e estdo diretamente relacionadas com a
regulacdo dos teores intra e extracelulares do composto, que é um dos
componentes chave do processo de patogenicidade e/ou colonizagdo do
hospedeiro. Alguns autores sustentam a hipétese de que a funcéo principal da
OXDC em fungos seria impedir niveis elevados de &cido oxalico intracelular,
controlando desse modo o excesso de secre¢cdo do Acido. Foi sugerido que
OXDC degrada o 4cido oxalico extracelular com o objetivo de manter estavel
os niveis de pH e anions de oxalato fora das hifas do fungo, propiciando um
ambiente ideal para a colonizagdo do patégeno e desenvolvimento da doenga
(MEHTA; DATTA, 1991; DUTTON et al., 1994).

Varios géneros de fungos sé@o capazes de produzir OXDC, tais como
Aspergillus e Sclerotinia. (MEHTA; DATTA, 1991; KESARWANI et al., 2000).
Essa enzima tem sido considerada como uma molécula de alto potencial
agricola, conferindo a plantas transgénicas resisténcia a fitopatbgenos que
provocam grande impacto na produgéo vegetal. Corroborando com essa teoria,
DIAS et al. (2006) produziram plantas transgénicas de alface (Lactuca sativa)
contendo OXDC de F. velutipes. As alfaces transgénicas apresentaram-se
resistentes ao S. sclerotiorum, fungo responsavel pela podriddo da alface. A
degradacgéo do 4cido oxalico em plantas pela rota da OXDC possui a vantagem
de n&o produzir perdxido de hidrogénio como subproduto, suprimindo os efeitos
negativos provocado pela explosdo oxidativa em alguns processos de interacéo
planta-patégeno. Foi sugerido ainda, que OXDC possui outros potenciais para
utilizacdo, como em ensaios clinicos com o acido oxalico, redugcédo dos niveis
toxicos do acido em alimentos e outras aplicagdes biotecnoldgicas e
ambientais.

Uma relagdo evolutiva entre os organismos capazes de degradar o 4cido
oxalico tem sido proposta (Figura 4). Recentemente, foi encontrado uma OXDC
em Dichomitus squalens, sendo a regulacdo da excrecdo de OXDC nesse
patégeno associada ao processo de degradacdo da lignina e colonizagdo do
hospedeiro (MAKELA et al., 2009).
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Figura 4 — Relagcbes evolutivas para a producdo de OXDC de origem
microbiana. (Adaptado de MAKELA et al., 2009).

3.7. Proteinas NEP

Durante o processo de interacdo planta-patégeno, diversos tipos de
substéncias sdo produzidos por ambos 0s organismos em uma verdadeira
competi¢cdo bioquimica e genética, a qual geralmente varia entre a secrecéo de
moléculas pelo patdgeno e o reconhecimento pelo sistema de defesa da planta,
levando a ativacdo de genes R e consequentemente uma resposta do

hospedeiro. Alguns elicitores protéicos identificados em oomicetos,
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ascomicetos e bactérias possuem a caracteristica comum de induzir necrose
no tecido vegetal (MACEDO, 2004). Inicialmente essas proteinas estariam
relacionadas a uma transducdo de sinal no hospedeiro, que induz a morte
celular programada no local da infecgéo, inibindo a propagacéo das hifas e o
acesso do patdgeno a células saudaveis. No entanto, essa circunstancia pode
ser benéfica a patdgenos necrotroficos, que adquiriram evolutivamente a
habilidade de manipular a morte celular do hospedeiro em seu beneficio
(NIMCHUK IEULGEM., 2003; MAYER et al., 2001).

Um indutor de necrose foi identificado e purificado no fungo
fitopatogénico Fusarium oxysporum, permitindo a obtenc&o de uma proteina de
24 kDa, cuja inoculagdo em folhas de Erythroxylum coca induziu necrose e
aumento da producdo de etileno (BAILEY, 1995). A proteina foi capaz de
provocar 0s mesmos sintomas em uma ampla variedade de dicotiledoneas,
incluindo Solanum tuberosum, Nicotiana tabacum e Theobroma cacao
(MATTINEN et al. 2004; JENNINGS et al.,, 2001; BAILEY et al., 2005). No
entanto, os mesmo efeitos ndo foram observados em monocotiledbneas. A
proteina nomeada Nepl (Necrosis and Ethylene Inducing Protein) e
classificada como uma familia nova de elicitores, pois apdés o sequenciamento
ndo foi observado relagdo com nenhuma proteina ou dominio funcional
conhecido (NELSON et al., 1998). Com o desenvolvimento dos métodos de
andlises de genbmica e protedmica, proteinas semelhantes a Nepl (NEP Like
Proteins: NLPs) tém sido descritas em uma grande variedade de organismos
procariotos (ex.: Bacillus halodurans, Streptomyces coelicolor e Erwinia spp.) e
eucariotos (ex.: Fusarium oxysporum, Neurospora crassa, além dos géneros
Phytium e Phytophthora), expandindo rapidamente essa familia de proteinas
em termos de tamanho e distribui¢é&o.

Estudos recentes tem mostrado um envolvimento de NEPs no processo
de interag8o cacau-M. perniciosa. A partir da analise do genoma do patégeno,
foi possivel identificar trés genes codificadores para proteinas indutoras de
necrose e etileno (NEPs) descritas em oomicetos, bactérias e alguns fungos
ascomicetos (GARCIA, 2007). Os genes codificadores das proteinas NEP de
M. perniciosa (MpNEPS) parecem estar localizados no mesmo cromossomo e
foram nomeados em | e Il (Figuras 5 e 6) (o terceiro gene estd incompleto) em

funcdo da descoberta no genoma (I) ou em uma biblioteca de cDNA de
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interagdo cacau-M.perniciosa (Il). A clonagem e expressdo dos genes
codificadores para MpNEPs em sistema heter6logo permitiu a producdo das
proteinas purificadas em laboratorio. MpNEP | e MpNEP |l apresentaram alta
similaridade em sua sequéncia de aminoacidos, e assim como outras NLPs,
foram capazes de induzir necrose e sintese de etileno tanto em folhas de
tabaco quanto em cacau (BAILEY et al., 2000 GARCIA et al., 2007). Ambas as
MpNEPs apresentam perfis de expressao diferencial nas fases de vida do
fungo, sendo MpNEP1 expressa de forma similar nas fases biotréfica e
saprofitica e MpNEP2 expressa principalmente na fase biotréfica. Os exatos
mecanismos pelo qual NLPs induzem necrose no tecido foliar ndo séo
totalmente conhecidos. No entanto, a ativacdo dessas proteinas provoca o
influxo de Ca®* para o interior da célula, diminuicdo do pH citosélico, acimulo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), despolarizacdo de membrana e
alteracdes no metabolismo foliar, conduzindo a planta a ativagdo dos
mecanismos de defesa ou a morte do tecido (BAE et al., 2006). Resultados
preliminares da imunolocalizagdo das MpNEPs em plantas de cacau mostram
que essas se encontram no apoplasto de tecidos infectados. Além disso,
parecem acumular externamente a parede de células mortas, sugerindo o forte
envolvimento da proteina no processo de interagdo compativel cacau- M.
perniciosa (GARCIA et al., 2007). Outra hipétese sugere que NLPs poderiam
degradar componentes da parede celular e a necrose poderia ser uma
consequéncia da resposta celular a este processo. JENNINGS et al. (2000)
observaram a producéo de perdxido de hidrogénio e consequentemente morte
celular em cultura de células de tabaco inoculadas com deferentes
concentragdes de NEP1 extraida de Fusarium oxysporum, confirmando o

envolvimento ativo dessa proteina na patogenicidade.
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» MPNEP1 (8 mg mi-1)

Figura 5 — Modelo da estrutura a baixa resoluc&o (20 A) da MpNEP | utilizando
o programa DAMMIN (A); mesmo modelo com uma rotacdo de 90° (B).
Sobreposicdo no modelo de dois mondmeros da proteina fosfoglicose
isomerase (B). Trinta A é uma referéncia de tamanho da figura (adaptado de
GARCIA, 2007).

MpNEP2 (14 mg mi-1)

MpNEP2 (1,3 mg mi-1)

Figura 6 — Modelo da estrutura a baixa resolucéo (20 A) obtido para MpNEP I
mediante utilizacdo do programa DAMMIN e com giro de 90°. (A) Modelo da
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MpNEP Il concentrada; (B) Modelo da MpNEP Il a baixa concentragéo; (C)
Sobreposicdo no modelo de dois e um mondmeros (respectivamente) da
proteina fosfoglicose isomerase tanto no modelo da MpNEP Il concentrada
(esquerda) quanto diluida (direita). 30 A é uma referéncia de tamanho da figura
(adaptado de GARCIA, 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material biolégico
4.1.1. Obtencé&o de plantas de N. tabacum

Para obtencdo de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), sementes da
variedade Havana foram introduzidas no laboratério de cultura de tecidos do
Centro de Biotecnologia e Genética -UESC para cultivo in vitro. Sob condicbes
assépticas, as sementes foram esterilizadas utilizando-se uma solugéo de
alcool etilico 70% (v/v) por um minuto, e solugdo de hipoclorito de sodio 2%
(v/v) por 2 minutos, seguido por trés lavagens com agua milli-Q autoclavada de
10 minutos cada. Posteriormente, as sementes foram germinadas em
recipiente tipo Magenta® (Sigma Chemical Company, EUA), em meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) meia-forga, acrescido de vitaminas
de Nitsch (NITSCH, 1969), 50 mg L™ de mio-inositol, 8 g I'*- de agar, pH 5,7. As
sementes foram germinadas em sala de crescimento a 25+ 2 °C, com
fotoperiodo de 16:8 h (luz:escuro) e 35 pmol fétons m?s™. As plantas obtidas
foram mantidas sob condi¢des de crescimento in vitro, em sala de crescimento,
e utilizadas como fonte de explantes para os experimentos de transformacéo

genética.

4.1.2. Estirpe de Agrobacterium tumefaciens e plasmidio

A estirpe de Agrobacterium tumefaciens EHA 105, contendo o vetor
pCambOXDC (Figura 7), foi gentilmente cedida pelo Dr. Francisco Aragédo
(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia). O vetor pCambOXDC
contém os genes hptll (resisténcia ao antibidtico higromicina) e oxdc (oxalato
descarboxilase de Flammulina velutipes), sob o controle do promotor
constitutivo CAMV 35S duplicado, e uma sequéncia “enhancer” do alfafa
mosaico virus (AMV).
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Figura 7 — Mapa do vetor pCambOXDC utlizado em experimentos de
transformacédo genética de N. tabacum.

4.2. Transformagao genética de N. tabacum

As folhas totalmente expandidas de plantas de N. tabacum crescidas in
vitro foram utilizadas como fonte de explantes para 0s experimentos de
transformacéo genética, seguindo a metodologia descrita por BRASILEIRO e
CARNEIRO (1998). Sob condi¢des assépticas, as folhas foram excisadas das
plantas e, com o auxilio de um bisturi, foram posteriormente cortadas em
segmentos de aproximadamente 1 cm?. Os explantes foram incubados, durante
um periodo de 24 h, em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 30g I* de sacarose, 100 mg L™ de
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mio-inositol e 8g I de &gar (Sigma Chemical Company, EUA), pH 5,7. A.
tumefaciens foi crescida em 50 ml de meio YEP contendo 50 mg L™ do
antibiético canamicina, por 18h a 28 °C e 220 rpm. Posteriormente, a cultura
bacteriana foi centrifugada a 3.500 rpm, e 5 °C, por 10 minutos. Apos o
descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em meio MS-0 liquido e a
densidade otica das culturas foi lida em espectrofotbmetro a 600 nm e
posteriormente ajustada para 0,6 (ODeyp = 0,6). Os explantes foram co-
cultivados com solugédo de Agrobacterium por 15 minutos em temperatura
ambiente, sob gentil agitagdo. Em seguida, a solu¢éo bacteriana foi descartada
e 0 excesso de Agrobacterium foi removido colocando-se os explantes sobre
papel toalha estéril. Posteriormente, os explantes foram transferidos para meio
de co-cultivo (meio MS sdlido sem antibidticos e hormonios de crescimento)
onde permaneceram incubados por dois dias em sala de crescimento, com
temperatura de 25 + 2 °C e auséncia de luz. ApGs esse periodo, os explantes
foram transferidos para meio seletivo de indugcdo de brotos. Esse meio foi
composto de sais e vitaminas de MS, 5 mg L de BAP, 10 mg L* de
higromicina (Sigma Chemical Company, EUA) e 300 mg L™ de timentim (Smith
Kline Beecham Pharmaceuticals, EUA). Os explantes foram mantidos em sala
de crescimento sob temperatura de 25+ 2 °C e fotoperiodo de 16:8 h

(luz:escuro), sendo recultivados a cada 15 dias, até a emisséo de brotos.
4.3. Enraizamento e aclimatagcdo das plantas transformadas

Os brotos diferenciados e alongados, com aproximadamente um
centimetro de comprimento, foram excisados na base e transferidos
individualmente para frascos tipo Magenta® (Sigma Chemical Company, EUA)
contendo meio MS acrescido de 10 mg L™ de higromicina e 300 mg L™ de
timentim , e mantidos sobre as mesmas condicdes de luz e teMperatura
descritas no item anterior. Os brotos foram recultivados a cada 15 dias até o
desenvolvimento completo das raizes. Os brotos com sistema radicular
desenvolvido foram transferidos para vasos contendo substrato agricola
autoclavado, e mantidos em camara Umida com umidade relativa de
aproximadamente 70% e temperatura entre 20 e 25 °C durante

aproximadamente 20 dias.
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4.4. Caracterizagdo molecular

4.4.1. Extrac&o de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico das plantas de tabaco foi realizada
utiizando-se o método CTAB, conforme descrito por BRASILEIRO E
CARNEIRO (1998). Aproximadamente 3 g de folhas de cada planta foram
maceradas em presenca de nitrogénio liquido. Apos a adicdo de 1,5 ml de
taMpéo de extracdo (2% de CTAB, 1,4 M de NaCl, 20 mM de EDTA, 100 mM
de tris-HCI pH 8, 0,2% de B-mercaptoetanol, e 20 ug mi™* de proteinase K), as
amostras foram incubadas a 65 °C, por 40 minutos, e depois centrifugadas
(microcentrifuga Eppendorf 5417 R) a 8.000 rpm por 10 minutos, recuperando-
se o0 sobrenadante. Posteriormente, adicionou-se 800 ul de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1 vlv), agitando-se as amostras durante 10 minutos, que em
seguida foram centrifugadas a 12.000 rpm por 20 minutos. Apds a recuperagao
da fase superior, 0 passo anterior foi repetido por mais uma vez. A precipitagéo
do DNA foi realizada utilizando-se 2 ml de etanol gelado a 70% (v/iv). O DNA
precipitado foi seco em camara de fluxo laminar e ressuspendido em 50 ul de
tampé&o TE (10 mM de Tris-HCI, 1mM de EDTA, pH 8) contendo RNAse livre de
DNAse (80 ug mi™). As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 min antes do
seu armazenamento a -20 °C. O DNA total foi quantificado por

espectrofotometria (ABS260/280 nm)-

4.4.2. PCR

Com o objetivo de avaliar a inser¢do do gene OXDC nas plantas
transgénicas de N. tabacum, foram realizadas analises de PCR utilizando
oligonucleotideos especificos para as sequéncias referentes aos genes hptll
(hpt F: 5-CTATTTCTTTGCCCTCGGACGCG3' e hpt R:
5'ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGC), e oxdc (oxdc 873: 5'-
TGGGCTCGACAGAGGA-GAAG-3'" e oxdc 371: 5-CTCGGCAGCAGAAT-
GAGGTC-3), gerando fragmentos de 900 e 502 pb, respectivamente.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em volume de 25 pl,
contendo 0,2 mM de cada dNTP, 0,25 mM de cada oligonucleotideo, 0,2 U de
Taq Polimerase e 100 ng de amostra de DNA. As reac¢Oes foram amplificadas

com uma desnaturagéo inicial de 94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min,
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62 °C (hptll) ou 53°C (OXDC) por 30 segundos, 72°C por 2 min; € uma
extensdo final de 72°C por 10 min. Os produtos da amplificacdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1% e corados com brometo de

etidio.

4.4.3. Anélise de expressdo do gene OXDC nas plantas transgénicas pela
técnica da RT-PCR

O RNA total das folhas de fumo foi extraido pelo método fenol, conforme
descrito por BRASILEIRO E CARNEIRO (1998). Em seguida, o RNA foi tratado
com duas unidades da enzima DNAse livre de RNAse, sendo dissolvido no
tampdo para a DNAse e incubado a 37°C. O RNA foi posteriormente
recuperado por meio de precipitacdo com etanol. A primeira fita de cDNA foi
sintetizada a partir de 5 ug de RNA total. Aliquotas de RNA foram tratadas com
DNAse |, mantendo a reacéo (10 puL de RNA total, 2,5 mmol It de cada dNTP,
20 U de inibidor de RNAse,0,1 ug uL™ de hexameros randémico e 200 U de
Transcriptase reversa) a 37°C durante 60 minutos. Em seguida, a enzima foi
inativada a 70°C por 10 minutos e depois a reagdo foi mantida em gelo. O
cDNA obtido foi utilizado para deteccdo da expressdo do gene OXDC, atraves
da sua aMplificacao utilizando os oligonucleotidieos descritos no item anterior.
Como controle enddgeno, foram utilizados oligonucleotideos referentes a
sequéncia interna do 18S rRna (5"GAGCTAATACGTGCAACAAACC-3 e 5
AGGGAATTGCTCCTAGGTAA-3'). A abundancia relativa de transcritos foi
estimada través da quantificagdo da intensidade de sinal relativa a cada banda
presente no gel resultante do PCR, utilizando o software KODAK 1D v 3.5, e
posteriormente dividindo-se o resultado da intensidade da banda referente a
amplificagcdo de OXDC pela intensidade da banda 18s rRNA, em cada

amostra.
4.5. Caracterizagdo bioquimica

45.1. Degradacdo e producdo de &cidos organicos envolvidos na
atividade de OXDC em plantas transgénicas de N. tabacum

A avaliagdo da capacidade de degradacdo do &cido oxalico interno e,

consequentemente producdo de acido férmico, foi realizada através da
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quantificacdo dos dois é&cidos organicos nas plantas ndo-transformadas e
transgénicas de N. tabacum. As amostras de folhas foram submetidas a
inoculacao in vitro com acido oxalico a 20mM, por um periodo de 24 h em sala
de crescimento, a 25 °C e 16:8 h de luz:escuro. Foram utilizadas 3 repeticOes
por tratamento para obtencédo dos dados de média e erro padrdo. As analises
foram realizadas conforme metodologia adaptada de HOLLOWAY et al. (1989).
Cerca de 6 mg do material vegetal liofiizado e macerado foi suspenso em
tampao de extracdo contendo 4 mmol It de H,SO,4, 5 mmol It de DTT e 0,01%
de PVPP a uma concentracdo de 10 mg L™ . O material vegetal foi agitado no
vortex e centrifugado a 14.000 rpm por 20 minutos em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi filtrado em filtro millipore com 0,45-ym de didmetro de poro
e cerca de 100 pl foi aplicado no HPLC para a analise de detec¢cido do acido
oxalico e do &cido foérmico. Foi utilizada a coluna de exclusédo i6nica Bio-Rad
AMINEX para determinacao de acidos organicos HPX-87, 300 x 7,8 mm, fase
moével H,SO, 4 mM, com fluxo de 0,7 ml min™ e 25 °C, sistema automatizado
de cromatografia liquida de alto desempenho AKTAbasic™ (GE HealthCare,
EUA). Os dados de HPLC foram integrados e analisados em software
UNICORN ™ v 5.0. Os 4cidos oxalico e férmico foram mensurados a 210 mn.
Aliquotas conhecidas dos dois &cidos foram utilizadas para construcdo da

curva padréo.

4.6. Teste de resisténcia das plantas transgénicas ao acido oxalico

Folhas fotossinteticamente ativas de plantas selvagens de N. tabacum
foram testadas quanto a resisténcia a diferentes concentragdes de &cido
oxalico (OxA) em fase preliminar, visando a escolha da concentracdo 6tima
para os testes com as plantas transgénicas. A metodologia utilizada foi a
descrita por KESARWANI et al. (2000) e consistiu na excisdo das folhas,
seguida por imersdo imediata dos peciolos em solucdo de OxA com pH
ajustado para 4. As concentracdes utilizadas no experimento foram 0; 20; 40;
60; 80 e 100 mM de OxA. O tratamento controle foi constituido pela imerséo
dos peciolos das plantas ndo-transformadas (controle) em solucdo de tampéao
fosfato, pH 4. Foram utilizadas 3 repeticbes por tratamento e cada unidade

experimental foi constituida por uma folha. As amostras foram mantidas em
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sala de crescimento por 24h a 25 °C e 16:8 h de luz:escuro. Posteriormente, as
plantas transgénicas e controle (ndo-transformadas) foram submetidas ao

mesmo teste usando a concentragéo definida no teste preliminar.

4.7. Ensaio de resisténcia das plantas transgénicas a proteina NEP Il de

M. perniciosa

A proteina NEPII de Moniliophthora perniciosa (MpNEPII) foi obtida
utilizando a metodologia descrita por MACEDO (2004). A estirpe de
Escherichia coli clonada com o gene responsavel pela indugdo de necrose e
producéo de etileno foi produzida pela estudante de doutorado Joci Neuby
Alves Macédo (laboratorio de Biologia Molecular da UESC), e as fragbes
estoques purificadas da proteina, foram cedidas pelo estudante de doutorado
Cristiano Villela Dias (Laboratérios de Genémica e Protedmica da UESC).

Folhas fotossinteticamente ativas de plantas de N. tabacum foram
testadas quanto a resisténcia a NEPIlI do fungo M. perniciosa in vitro. A
metodologia utilizada foi descrita por Garcia et al. (2007), com adaptagoes, e
consistiu na excisdo das folhas seguida por imersdo imediata dos peciolos em
1,4 yM de MpNEPII preparada em tampéao fosfato, pH 6. As amostras foram
submetidas a infiltracdo a véacuo por 20 minutos, visando o aumento da
eficiéncia de acdo da proteina, e posteriormente transferidas para sala de
crescimento a 25 °C, sob 16:8 h de luz:escuro. Para esse estudo foram
selecionadas as linhagens que apresentaram melhor desempenho nos testes
anteriores. As avalia¢cdes foram realizadas a partir do inicio do aparecimento
dos sintomas, até a morte completa do tratamento controle, que foi utilizado
como referéncia. Foram utilizadas duas repeticbes por tratamento, que
consistiu nas linhagens transgénicas. Cada folha representou uma unidade
experimental.

Como forma de quantificar o efeito do gene OXDC na redug¢do da morte
celular provocada pela atividade de MpNEPII, outro experimento foi conduzido
com o objetivo de avaliar a perda de agua pelas folhas das plantas submetidas
ao estresse pela agédo da proteina. O estudo foi conduzido sob as mesmas
condi¢des do experimento anterior. As amostras foram pesadas no periodo de

0 e 96 h ap6s a inoculagdo com 1,4 uM de MpNEPII e a determinacdo da perda
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de 4gua foi realizada com base na diferenca entre os valores da matéria fresca
antes e apos o estresse. Os resultados foram submetidos a andlise estatistica

pelo teste t em nivel de 1% de probabilidade

4.8. Teste de acimulo de H,0,

Para avaliar o envolvimento do gene OXDC na detoxificagdo de peroxido
de hidrogénio (H.O,) em células sofrendo processo de morte celular, discos
foliares de N. tabacum foram submetidos aos seguintes tratamentos: (i) solugao
contendo 0,5 uyM de MpNEP II, (ii) acido oxdlico a 20 mM, pH 4, e (iii)
aplicacéo simultanea de 0,5 uM de MpNEP Il + &cido oxalico a 20mM, pH 4. As
amostras foram submetidas a infiltragdo a véacuo com 1 mg ml* de 3,3-
diaminobenzidina (DAB)-HCI, por 20 min. Em seguida, as amostras foram
incubadas em sala de crescimento a 25 °C e 16:8 h de luz:escuro, por 24h.
Apos esse periodo, os discos foliares foram fervidos em etanol 96% por 20 min
e posteriormente fotografados em lupa. Os tratamentos controles consistiram
na infitragdo de &agua destilada e &gua destilada + DAB em plantas

transgénicas e controle (ndo-transformada).
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5. RESULTADOS
5.1. Obtencéo de plantas transgénicas de N. tabacum

A transformacao dos explantes de N. tabacum com o vetor pCambOXDC
permitiu a obtencdo de 12 linhagens transgénicas, representando eventos de
transformacéo distintos. O inicio do calejamento dos explantes submetidos ao
meio de inducéo de brotos, suplementado com 5mg L™ de BAP, 10 mg L™ de
higromicina (Sigma Chemical Company, EUA) e 300 mg L™ de timentim se deu
a partir de 20 dias ap0s a incubagéo em sala de crescimento. Posteriormente a
etapa de formacdo dos brotos, foi realizada a individualizag&o e transferéncia
dos brotos para meio de alongamento. O crescimento da parte aérea e inicio
da rizogénese se deu 30 dias ap6s a transferéncia dos brotos para meio de
alongamento. Dessa forma, com a metodologia utilizada, foi possivel a
obtencdo de plantas completas por volta de 50 dias apdés a incubacao dos
explantes em solucdo de Agrobacterium (Figura 8A). Todas as plantas
regeneradas em meio seletivo apresentaram fendtipo normal.

A natureza transgénica das plantas foi inicialmente determinada por
meio de reacdes de PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos para
amplificacdo dos genes oxdc e hptll. Para cada gel, uma banda de
aproximadamente 500 e 900 kb, correspondente ao tamanho esperado dos
fragmentos amplificados foram obtidas em todas as linhagens transgénicas de

N. tabacum analisadas (Figura 8B e 8C).
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Figura 8- Obtencédo de linhagens transgénicas de N. tabacum. A) Processo de
regeneracao in vitro das linhagens transgénicas com énfase nas etapas de
regeneracao de brotos e enraizamento. B) Diagndstico de integracdo do T-DNA
em plantas de tabaco via PCR utilizando oligonucleotideos para o gene hptll.
M: marcador de peso molecular, C-: controle negativo (planta n&o
transformada), C+: Controle positivo (plasmideo pCambOXDC), L1-L12:
plantas transformadas. C) Diagnoéstico de integracao do T-DNA em plantas de
tabaco via PCR utilizando oligonucleotideos para o gene OXDC M: marcador
de peso molecular, C-: controle negativo (planta ndo transformada), C+:

Controle positivo (plasmideo pCambOXDC), L1-L12: plantas transformadas.
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5.2. Andlise da expressédo do gene OXDC em plantas transgénicas

A expressdo do gene OXDC foi confirmada em todas as plantas
transgénicas analisadas por meio da sua amplificagcdo com oligonucleotideos
especificos (Figura 9A). A intensidade do sinal de amplificagcdo de OXDC foi
normalizada em relacdo ao controle endégeno 18S rRNA, o que permitiu
quantificar a expressdo relativa do transgene nas diferentes linhagens
analisadas (Figura 9B). As linhagens L4, L5, L6 e L11 apresentaram 0s
maiores niveis de expressao de OXDC, enquanto L3 e L10 apresentaram 0s

menores niveis de expressao.
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Figura 9- Expressdo do gene oxdc em plantas transgénicas de N. tabacum.

Amplificacdo dos fragmentos dos genes oxdc e 18S rRNA em plantas



48

transgénicas via RT-PCR. M: marcador de 1 Kb ladder, L3 a L12 (esquerda):
produto da amplifica¢cdo com oligonucleotideos especificos para o gene OXDC.
L3 a L12 (direita) Nt - Planta ndo transformada: produto da amplificagéo com
oligonucleotideos especificos para o gene 18S rRNA. B) Abundancia relativa

da expressdo de OXDC nas diferentes linhagens transgénicas avaliadas.

5.3. Andlise da funcionalidade do gene OXDC nas plantas transgénicas

Com o objetivo de avaliar a funcionalidade do gene oxdc nas plantas
transgénicas de N tabacum, testou-se a capacidade das linhagens em
degradar acido oxalico foliar. Os resultados demonstraram que, com excegao
de L12, todas as linhagens transgénicas reduziram significativamente o teor de
acido oxalico nas foliar das plantas transgénicas, pelo teste t a 1% de
probabilidade (P<0,01) . Os valores de reducé&o variaram entre 18,1 a 75,2%,
para as linhagens L12 e L6, respectivamente, em comparagdo a planta néo
transformada (Figura 10). Apesar de ndo apresentar diferencas significativas,
pbde-se observar uma tendéncia de reducdo do &cido oxalico foliar na

linhagem L 12 em relag&o a planta controle.
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Figura 10— Quantificacdo do acido oxalico em folhas de plantas transgénicas e

controle (ndo-transformada) de N. tabacum, 24 h apos a inoculagdo de 20 mM
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de 4cido oxdlico. Nt - N&o transformada e linhagens L1 a L12. ** Diferencas

significativas para o teste t a 1% de probabilidade.

O contetudo de &cido férmico foliar, produto da agdo da enzima OXDC,
também foi quantificado nas diferentes linhagens transgénicas e na planta ndo
transformada, correspondente ao tratamento controle. Os resultados
demonstraram que todas as linhagens transgénicas produziram quantidades
significativamente maiores de &acido formico em comparacdo a planta controle
pelo teste t a 1% de probabilidade (P<0,01). O incremento na producéo de
acido férmico entre as plantas transgénicas ap0s a inoculagdo com &acido
oxalico variou substancialmente, apresentando valores entre 0,009 e 0,27 mM

mg™ para as linhagens L4 e L10, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11— Detec¢do de acido formico em folhas de N. tabacum apoés
inoculacdo com &cido oxalico a 20 mM durante 24h. (ac. OxA + tampao fosfato,
pH 4). Nt: planta n&o-transformada. L1-L12: plantas transformadas. **

Diferencas significativas para o teste t a 1% de probabilidade
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5.4. Teste de resisténcia das plantas transgénicas ao acido oxalico

A andlise dos efeitos do &cido oxdalico sobre as plantas néo-
transformadas de N. tabacum permitiu observar que a concentragcdo de 20 mM
€ capaz de provocar danos no tecido celular foliar a partir de 24 h apds a sua
inoculacéo, caracterizado pelo murchamento das folhas (Figura 12). Portanto,
essa concentragao foi utilizada como referéncia para os testes posteriores de
caracterizagcdo da plantas transgénicas contendo o gene oxdc.

¢

0mM

80mM 100mM

Figura 12— Efeito de diferentes concentra¢des de &cido oxalico em folhas de
plantas nédo-transformadas de N. tabacum. Foto capturada 24 h apés a
inoculagéao.

Analisando a resisténcia das plantas transgénicas ao éacido oxalico,
verificou-se que essa resisténcia variou de acordo com a linhagem transgénica
analisada e o teMpo de exposicdo ao estresse. A progressao dos sintomas
provocados pelo acido oxalico nas 12 linhagens transgénicas e no tratamento
correspondente ao controle positivo, 24 horas apés a inoculacédo, esté ilustrado
na Figura 13. Pode-se observar, ap0s esse periodo, o inicio de lesbes
necréticas na regido do peciolo das plantas controle e também em algumas
linhagens transgénicas, com excecgdo de L5 e L7. A morte do tecido foliar de
plantas controle foi observada 48 h apdés a inoculacdo (Figura 14). Nesse
periodo também foram ressaltadas as diferencas nas respostas de resisténcia
entre as diferentes linhagens transgénicas, com o aumento dos sintomas de
necrose na regido dos vasos condutores e murchamento das folhas, como
evidenciado no controle positivo e na linhagem L8. No entanto, as linhagens

L2, L5, L6 e L7 apresentaram sintomas de estresse provocado pelo acido
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oxdlico menos severos. Esses resultados podem ser correlacionados com 0s

niveis de expressdo do gene oxdc nas diferentes linhagens transgénicas
(Figura 9).

112

Figura 13— Efeito de acido oxalico 20 mM em plantas controle (C- e C+) e
transformadas (L1-L12) de N. tabacum. Foto capturada 24 h apés a inoculagéo.
As setas indicam o inicio de lesBes necroéticas na regido do peciolo no controle
positivo em relacdo ao tratamento inoculado com tampéao fosfato a pH 4. (C-
Planta n&o transgénica inoculada com tampé&o fosfato pH 4; C+: Planta ndo

transgénica inoculada com tampéao fosfato pH4 + 20mM de acido oxalico).

L10 L11 L12

Figura 14— Efeito de 4cido oxalico 20 mM em plantas controle e transformadas
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de N. tabacum. Foto capturada 48 h apos a inoculagdo. O murchamento e
lesGes necrdticas na regido do peciolo correspondem ao efeito do acido oxélico
sobre o tecido vegetal. (C- Planta n&o transgénica inoculada com tampé&o
fosfato pH 4; C+: Planta ndo transgénica inoculada com tampéo fosfato pH4 +

20mM de acido oxalico)

5.5. Teste de resisténcia das plantas transgénicas a NEPIl de M.

perniciosa

As linhagens L3, L5 e L7 foram selecionadas para esses experimentos,
baseado nos resultados de redugdo do acido oxdlico e producdo de acido
formico. A resisténcia a MpNEPII variou de acordo com a linhagem transgénica
analisada e o tempo de exposi¢éo ao estresse. A concentracdo de 1,4 uyM da
proteina purificada, associada as condigbes de inoculacdo descritas na
metodologia, provocaram o inicio do aparecimento dos sintomas no tratamento
controle positivo a partir de 48 h ap6s a inoculagé@o, sendo caracterizados por
clorose, seguida de necrose do tecido foliar no sentido da borda para o centro
(Figura 15) Esse resultado confirmou a forte capacidade de MpNEPII induzir
necrose em tecidos vegetais. Os primeiros sintomas de clorose nas plantas
transgénicas L5 e L7 comegaram a surgir 96 h apos inocula¢do, coincidindo
com a morte do tratamento controle positivo, que apresentou uma coloragéo
marrom no tecido vegetal. A linhagem L3, entretanto, apresentou murchamento
translucidez no tecido 48 h apés inoculagdo, caracteristicas até entdo ndo
descritas para essa condigdo de estresse. Durante todo periodo de avaliagéo,
nenhum sintoma foi observado nas plantas correspondentes ao controle
negativo, inoculadas somente com tampéo fosfato pH 6, conduzido sob as

mesmas condigdes experimentais.



o 48h Apds ainoculagdo

o 72h Apds a inoculacdo

o 96h Apds a inoculacdo

Figura 15— Folhas de plantas de N. tabacum 24 h apds a inoculacdo de
MpNEPII. C -: planta n&do transformada inoculada com tampé&o fosfato pH6,0.
C+: planta nédo-transformada inoculada com 1,4 yM de MpNEPII. L3, L5 e L7:

linhagens transgénicas.

A morte celular das plantas de N. tabacum inoculadas com também foi
avaliada com base na determinacdo de perda do conteido de agua. Com
excecgdo de L8, L9 e L10, todas as linhagens transgénicas avaliadas perderam
significativamente menos agua em comparacao a planta controle pelo teste t a
1 (P<0,01) (Figura 16). A reducdo na perda do conteldo de agua nas plantas
transgénicas atingiu valores de até 90% em comparacdo a planta controle,

como observada para a linhagem L5.
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Figura 16— Avaliacdo da perda do contetdo de agua em folhas de plantas de
N. tabacum, 96 h ap6s a inoculagdo com 1,4 yM de MpNEPII. Nt: planta nao-
transformada. L1-L10: linhagens transgénicas. ** Diferengas significativas para
o teste t a 1% de probabilidade. Coletivamente, esses resultados também
podem estar relacionados com os diferentes niveis de expressdo de oxdc nas

diferentes linhagens analisadas.
5.6. Deteccdo in situ de H;O;

A producéo de H>O; foi analisada em plantas de N. tabacum submetidas
a condicdes de estresse por MpNEPII, acido oxalico e a combinacao de ambos
os tratamentos. A linhagem L6 foi escolhida para esse conjunto de
experimentos. Considerando os efeitos dos tratamentos sobre a planta ndo-
transformada, pode-se observar um incremento da producdo de H,O, no
tratamento correspondente a aplicacdo de MpNEPII em comparagdo ao
tratamento controle positivo (DAB) e ao tratamento correspondente a aplicagéo
de &cido oxalico (Figura 17). A aplicacéo simultanea de MpNEPII + Ac. OxA
em plantas controle induziu a um maior acimulo de H,O, em relacdo aos
tratamentos isolados. Esse resultado sugere um possivel efeito sinérgico
desses componentes em plantas sofrendo processo de morte celular.

Considerando a linhagem transgénica L6, nenhum dos tratamentos induziu a
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producdo de H»O,, confirmando a capacidade do gene oxdc detoxificar
eficientemente o peréxido de hidrogénio em plantas submetidas a fatores que

induzem a exploséo oxidativa.

) ) MpNEP Il +
Agua DAB MpNEP Il Ac. OxA Ac. OxA

Planta Nao
Transformada

Planta
Transgénica— L6

Figura 17— Producao de peroxido de hidrogénio em tecido foliar de N. tabacum
inoculado com 20 mM de acido oxalico, 0,5 uM de MpNEP Il e a combinagao
dos fatores nas mesmas concentragdes. Discos foliares foram submetidos ao
estresse por 24h e a producdo de H,O, foi visualizada através da coloracéo
com DAB. A-E: planta ndo-transformada. F-J: linhagem transgénica L6.



56

6. DISCUSSAO

6.1. Obtencdo e caracterizagdo molecular e bioquimica das plantas

transgénicas de N. tabacum

A utilizacdo da metodologia de transformacdo genética mediada por A.
tumefaciens permitiu um rendimento de 100% na relagdo brotos
regenerados/plantas transformadas, demonstrando ser um excelente método
de transformagdo neste estudo. Esta metodologia de obtengdo das plantas
transgénicas tem sido uma das mais baratas e eficientes, sendo utilizada
atualmente para obtencdo de plantas transgénicas de diversas espécies que
apresentam compatibilidade com Agrobacterium (JO et al., 2004; MAXIMOVA
et al., 2006). N. tabacum possui um extenso histérico estabelecido como
planta-modelo para trabalhos de transformacdo genética, constituindo a
espécie mais utilizada para a producdo de proteinas recombinantes de
interesse agrondmico e farmacéutico.

A expressdo do gene oxdc foi confirmada nas plantas transgénicas pela
técnica de RT-PCR. Diferengcas nos niveis de expressdo de OXDC foram
observadas entre as diferentes linhagens avaliadas. Isso se deve aos efeitos
de posicdo ou integracdo de diferentes nimeros de copias do T-DNA nas
linhagens transgénicas. Resultados semelhantes foram observados por
KESARWANI et al. (2000), os quais transformaram plantas de tabaco com o
gene oxdc usando a metodologia de transformacdo genética mediada por A.
tumefaciens. A obtengcdo das plantas transformadas sem alteracdes
fenotipicas, bem como o comportamento das linhagens sob situacdo de
estresse confirma a eficiéncia da metodologia utilizada em inserir o fragmento

de interesse no genoma das plantas sem afetar outras regides funcionais.

6.2. Plantas transgénicas de N.tabacum para o gene oxdc apresentam

resisténcia ao Acido Oxalico

Varios trabalhos descritos na literatura demonstraram o envolvimento do
acido oxalico na evolugdo de doencas provocadas por fitopatdgenos, com

mecanismos de agao que visam desde o acesso do fungo ao apoplasto, a partir
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da degradacdo de células da parede celular, até a inducdo do processo de
explosdo oxidativa, resultando em morte celular como estratégia de
sobrevivéncia, causada por fungos necrotréficos (KIM et al., 2008; CESSNA et
al., 2000; LIANG et al., 2001). Esses trabalhos suportam as evidéncias de que
fungos em sua fase necrotréfica interagem com seu hospedeiro, controlando a
morte celular programada.

No presente estudo foi demonstrada a capacidade do gene oxdc em
degradar o acido oxdlico em plantas transgénicas, com reducdes do seu
conteddo em até 75% em comparacdo a planta controle. Resultados
semelhantes foram descritos por KESARWANI et al. (2000), que observaram
reducdes de até 62% no conteddo de &cido oxalico em plantas transgénicas de
N. tabacum para o gene oxdc infectadas por S. sclerotium em comparagdo a
plantas ndo transformadas. Os efeitos necréticos do &cido oxalico sobre as
plantas n&o transformadas, pode estar associado ao comprometimento da
funcdo estrutural do Ca da parede celular provocado pela quelatacdo do
elemento pelo 4cido oxalico corroborando com dados obtidos por KESARWANI
et al. (2000).

O incremento de 4cido formico nas linhagens transgénicas submetidas a
inoculagcdo com acido oxalico a 20mM se deve a degradagéo do oxalato a partir
da expresséo da enzima OXDC, uma vez que 0 mesmo constitui um produto
direto da degradacdo do 4cido oxalico pela enzima, que também gera CO,. A
partir da observacdo dos dados pode-se sugerir uma provavel correlagdo
inversamente proporcional existente entre os teores foliares de &cido oxalico e
acido formico nas linhagens transgénicas de N. tabacum expressando o gene
oxdc.

Ceita et al. (2007) avaliando o envolvimento do oxalato de Ca durante a
morte celular programada em plantas de Theobroma cacao infectados por M.
perniciosa, confirmaram uma forte associagdo entre o aumento de cristais de
oxalato de Ca e a progressao dos sintomas da vassoura-de-bruxa em
variedade suscetivel, 33 dias ap6s a inoculacdo (DAI) do patégeno. No entanto
a partir de 50 (DAI) houve um rapido decréscimo dos cristais de oxalato de Ca,
coincidindo com o estagio final da doenca. VILLELA-DIAS et al. (2007),

avaliando a relagcdo do &cido oxdlico na interacdo cacau- M. perniciosa,
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observaram por cromatografia um aumento significativo do &cido organico em
tecidos de meristema de plantas infectadas pelo fungo.

A degradacéo dos cristais de oxalato em plantas se da, dentre varias
rotas, pela acdo da enzima oxalato oxidase, que produz CO, e H,O, como
produtos de degradagdo (LANE et al., 1993). Um gene responséavel pela
producéo dessa enzima (OXO; EC 1.2.3.4) em cacau foi identificado na
biblioteca de ESTs da interagdo cacau- M. perniciosa, sugerindo que essa seja
a principal rota de degradagéo do oxalato em plantas de T. cacao infectadas
por M. perniciosa. Trabalhos na literatura associam a atividade da OXO a
mecanismos de defesa da planta a fungos biotréficos, a partir do processo de
morte celular programada (LIANG et al., 2000). No entanto o processo de co-
evolugdo entre o patdgeno e o hospedeiro, 0 aumento do nimero de células
sofrendo processo de morte celular programada pode promover aumento da
disponibilidade de nutrientes para as células do fungo, induzindo a converséo
da fase biotréfica para necrotréfica, completando o ciclo de colonizacdo e
culminando na morte completa do tecido.

Uma grande vantagem do gene oxdc em relagcdo a OXO se deve a sua
capacidade de n&o produzir H,O, durante a degradacdo do &cido oxdlico,
gerando apenas CO, e &cido formico, compostos ndo téxicos para plantas.
Pode-se sugerir, portanto, que o processo de morte celular induzida pelo
patégeno seja retardado pelo efeito da oxalato descarboxilase, minimizando os

seus efeitos sobre o hospedeiro.

6.3. Plantas transgénicas de N.tabacum para o gene oxdc apresentam

resisténcia a NEP Il de M. perniciosa.

Os resultados da inoculagcdo de MpNEP Il em plantas transgénicas de N.
tabacum foram surpreendentes. Todas as linhagens transgénicas analisadas,
L3, L5 e L7, apresentaram resisténcia evidente aos efeitos da proteina sobre o
metabolismo celular em funcdo da expressdo da oxalato descarboxilase.
Efeitos deletérios das NEP’s em plantas ja foram descritos por outros autores.
BALEY et al. (2005) caracterizaram morfologicamente a evolugéo dos sintomas
de necrose em folhas de T. cacao inoculadas com MpNEPI. Foi relatado

sintomas de clorose, seguida de lesdo de coloragdo marrom no sentido da



59

borda para o centro em folhas inoculadas com 0,5 uM da proteina. GARCIA et
al. (2007), avaliando os efeitos de MpNEP I, MpNEP Il e NPP |, a 1 uM, em
plantas de tabaco, observaram efeitos necroticos das trés proteinas a partir de
48 h apos a inoculacdo, com MpNEP II apresentando elevada resisténcia a
desnaturagdo quando submetida a temperaturas elevadas. Efeitos semelhantes
foram observados quando as trés proteinas foram inoculadas em folhas de T.
cacao. Os mesmos autores observaram que durante o processo de morte
celular em tecidos infectados por M. perniciosa, NEP Il é a primeira das
MpNEP’s a ser expressa, nos micélios do patégeno, ainda na fase biotréfica
(LOW; MERIDA, 1996; McDOWELL; DANGL, 2000). Assim como no presente
estudo, MACEDO (2004) observou a indugcdo de necrose em plantas tabaco
ndo transgénicas 48 horas apds a inoculagdo com 1,4 pymol I* de MpNEPII,
com progressdo dos sintomas até 96h. Esses resultados demonstram que a
inducdo de necrose pela proteina produzida por M. perniciosa em plantas
diferentes do seu hospedeiro natural, permite inferir que existe um mecanismo
conservado de reconhecimento e desencadeamento dos mesmos efeitos
deletérios em outras espécies.

O(s) mecanismo(s) exato(s) pelo qual NEP’s provocam necrose no
tecido vegetal ndo é totalmente conhecido. Entretanto, JENNINGS et al. (2001)
observaram que a inoculagdo com NEPI em culturas de células de N. tabacum
induziram imediatamente o processo de explosédo oxidativa a partir da
concentracdo de 5 ng mlI"*. Os mesmos autores observaram que a producéo de
ROS, absorcdo do O e a alteracdo na dindmica do K+/H+, constituem as mais
rapidas respostas da ceélula aos efeitos da proteina. Resultados semelhantes
foram encontrados por FELLBRICH et al. (2002), apds a inoculagdo de NPP |
em plantas de Arabidopsis, sendo a produgédo de ROS produzida a partir de
trés horas apd6s a inoculacdo. Portanto, sugere-se que a morte celular
provocada por NLP’s pode ser um efeito indireto da exploséo oxidativa.
Correlacionando com o presente estudo, alguns autores mostraram que, assim
como o &cido oxalico, NEP’s também se acumulam na parede e no apoplasto
celular, podendo ser uma explicagdo para um efeito sinérgico das duas
substancias na producgéo de ROS.

Alguns trabalhos presentes na literatura ja demonstraram a

funcionalidade do gene oxdc sobre danos celulares provocados pela infec¢céo
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por fitopatégenos. DIAS et al. (2006) obtiveram linhagens transgénicas de
alface (Lactuca sativa) com o0 gene oxdc resistentes ao S. sclerotium.
Resultados semelhantes foram observados por KESARWANI et al. (2000), que
produziram plantas transgénicas de N. tabacum e Solanum lycopersicum
resistentes ao mesmo patdégeno. Este € o primeiro registro de resisténcia
conferida pelo gene oxdc a NEP Il de M. perniciosa.

No presente estudo, também foram observadas reducgdes significativas
na perda de &gua pelas linhagens transgénicas de tabaco submetidas a
MpNEP II, em relagdo ao tratamento controle. Plantas sofrendo processo de
morte celular a partir da inoculacdo da proteina, apresentam um aumento do
pH extracelular e influxo de ions K+, sendo associado a resposta de
hipersensibilidade (HR) induzida pela interagdo incompativel planta-patégeno
(ATKINSON et al.,, 1985). Esse processo pode causar alteragbes na
permeabilidade e despolarizagdo da membrana plasmética, provocando o
extravasamento de conteudo celular e consequentemente reducdo do peso da
matéria fresca (ROTEM et al., 1998). Lee et al. (2007) afirmaram que a perda
de &gua caracteriza um dos primeiros sintomas de tecidos sofrendo processo
de morte celular, e esse processo também pode ser explicado pela degradacéo
da parede celular a partir da agdo das ROS. Portanto, a redugdo da presenca
de peroxido observado nas plantas transgénicas pela acdo do gene da oxalato
descarboxilase pode ter uma forte relagdo com a menor perda de 4gua nessas
linhagens.

BAE et al. (2006) avaliando os efeitos de NEP | de Fusarium oxysporum
em plantas de Arabidopsis thaliana observaram que em 30 minutos apds a
inoculacdo, NEP | foi suficiente para induzir a expressédo de multiplas classes
de genes envolvidos em producdo de espécies reativas a oxigénio (ROS),
transducdo de sinal, biossintese de etileno, modificacdo de membrana e
apoptose. A concentracdo da maioria dos metabdlitos solliveis em &gua
analisados pelos autores reduziram drasticamente apdés seis horas de
inoculacéo, fato associado ao comprometimento da integridade de membrana
celular pela acdo de NEP I. Os autores concluiram que a maioria dos genes
expressos em resposta a inoculacdo com a proteina estdo associados a
respostas de defesa, porém, ndo diretamente relacionados a inducdo de

resisténcia a doencas. Esses resultados sustentam a hipétese de que a morte
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celular provocada por NEP | consiste em uma das fases do desenvolvimento
de doencas causadas por fitopatdgenos necrotroficos.

Apesar da existéncia de varios trabalhos presentes na literatura
caracterizando os efeitos das NEP’s de fitopatdgenos sobre plantas
hospedeiras, estudos que visam a avaliagdo da resisténcia de plantas
transgénicas a esses peptideos sdo escassos. O presente estudo demonstrou
efeitos positivos do gene oxdc na resisténcia aos principais fatores que
induzem morte celular em tecidos infectados por M. perniciosa, resultado que
fornece subsidios para estudos posteriores, no sentido de produgéo de plantas

transgénicas de cacau resistentes a este fungo.

6.4. Plantas transgénicas de N. tabacum apresentam resisténcia a fatores

gue induzem explosao oxidativa

A producdo de perdxido e superdxido de hidrogénio € documentada
como a primeira e mais conhecida resposta de plantas a estresses bioticos.
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), tais como O, O, e H,0,, sédo induzidas
durante a progressdo de injurias ambientais, gerando a explosédo oxidativa e
provocando danos muitas vezes irreversiveis nas células vegetais. Entretanto,
algumas plantas possuem mecanismos bioquimicos para escapar de ROS e
proteger as células do estresse oxidativo. Geralmente, o sistema antioxidante
de defesa consiste na atuacdo de varios processos enzimaticos, tais como
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e
glutationa redutase (GR).

No presente estudo, plantas de N. tabacum transformadas com o gene
oxdc inibiram a produgcdo de H,O, quando submetidas tanto a infiltragdo com
MpNEP II, quanto ao &cido OxA in vitro. No mesmo estudo, plantas néo
transformadas submetidas as mesmas condigbes experimentais, apresentaram
forte sintomas de estresse oxidativo, situagdo esta intimamente relacionada a
morte celular por plantas infectadas por fitopatégenos. Corroborando com os
dados apresentados no presente estudo, KIM et al. (2008) observaram um
expressivo incremento de ROS a partir da coloragédo com DAB e morte celular
em folhas de plantas de tabaco ndo-transformadas 24 horas ap6s a inoculagédo

com 10 e 20 mM de oxalato de potassio. Nesse estudo, os sintomas do
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estresse oxidativo foram diretamente relacionados ao pH do meio nas amostras
inoculadas com 20 mM do composto. Os mesmos autores, analisando os
mecanismos de detoxificacdo do H,O,, observaram um efeito positivo quando
se acrescentou 40 e 200 wunidades de catalase nos tratamentos
correspondentes a 10 e 20mM de K-OX a pH 5,5, respectivamente. Entretanto,
0s mesmos resultados n&o foram observados quando se adicionou as mesmas
concentragdes de superdxido desmutase (SOD) ao meio, de modo que no
tratamento correspondente a 400 unidades de SOD a produgdo de ROS foi
induzida.

Outros mecanismos bioquimicos de resisténcia a fitopatbgenos que
induzem a exploséo oxidativa ja foram utilizadas com sucesso no que se refere
ao uso da transgenia em plantas. LIANG et al. (2000), que produziram plantas
transgénicas de dlamo expressando o gene da Oxalato Oxidase (OXO) isolado
de trigo (Triticum sp), observaram a aquisicdo de tolerancia tanto ao acido
oxalico a 200 mM pH 1,15, quanto ao fungo fitopatogénico Septoria musiva,
guando comparado a plantas ndo transgénicas. Resultados semelhantes foram
observados por LIVINGSTONE et al. (2005), que obtiveram plantas
transgénicas de amendoim para o mesmo gene da OXO, resistentes tanto ao
acido oxdlico aplicado in vitro, quanto ao fungo Sclerotinia minor. Esses
resultados demonstram que em algumas interacdes planta-patégeno, a
degradagédo do oxalato em H,O, a baixas concentragbes pode trazer efeitos
benéficos ao hospedeiro, considerando a indugdo do processo de morte celular

programada (PCD) como sistema de defesa.

6.5. A exploséo oxidativa pode ser a causa de efeito maior no processo de

morte celular em tecidos infectados por M. perniciosa.

CEITA et al. (2007), avaliando os mecanismos envolvidos com a morte
celular em plantas de T. cacao infectadas por M. perniciosa, observaram um
crescente acumulo de cristais de oxalato de Ca em gendtipos susceptiveis
apés a inoculacdo com esporos do patdégeno, seguido de um répido
decréscimo no estédgio final da doenga. Os resultados encontrados nesse
estudo sugerem que este composto esta intimamente relacionado a progresséo

da doenca. Os mesmos autores observaram que o maior acumulo do H,O,
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encontrado em tecidos s sofrendo morte celular coincidiu com pontos de maior
concentracdo de cristais de oxalato de Ca, evidenciando a forte relagcéo entre
os dois eventos. Em cacau, a degradacao do oxalato de Ca se da pela acéo da
enzima G-OXO, gerando CO, e H,0O,, conforme expressao identificada em
biblioteca da interagéo cacau- M. perniciosa.

Com base nos presentes resultados, a hipétese de que a exploséo
oxidativa em tecidos susceptiveis infectados por M. perniciosa é oriunda tanto
da degradacédo do oxalato interno pela G-OXO, quanto da atuacdo das NEP’s
ganha refor¢o. Sugere-se ainda, que nessa interacao especifica, este processo
pode estar diretamente relacionado a causa de efeito maior da morte da
celular. Assim como no presente estudo, plantas de tabaco quando inoculadas
tanto com MpNEP I, quanto com MpNEP Il e NPP, apresentaram fortes
sintomas de estresse oxidativo, culminando na morte completa do tecido 36 h
apés a inoculagdo (GARCIA et al., 2007), Sintomas semelhantes foram
observados quando os mesmos autores realizaram a inoculagdo em plantas de
T. cacao, confirmando envolvimento da proteina na morte celular em tecidos
infectados por fungos que utilizam esse peptideos durante o processo de
patogenicidade. Alguns autores afirmam que M. perniciosa provoca alteragoes
significativas no sistema antioxidante em plantas de T. cacao, levando a um
colapso dos mecanismos de defesa durante a infeccdo de genotipos
susceptiveis. Portanto, o estudo de sistemas que visam interagir na rota da
interagdo T. cacao - M. perniciosa, no sentido de inibir a formagdo de ROS
durante o estagio inicial do processo de colonizacdo e, por consequéncia,
retardar os efeitos do patdégeno e sua conversdo da fase biotréfica para
necrotréfica, sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de
variedades de cacau resistentes ao fungo.

Com base nos resultados apresentados nesse estudo, trabalhos
posteriores com o objetivo de produzir plantas transgénicas de T. cacao para o
gene oxdc sdo sugeridos como uma fonte potencial de aquisicdo de resisténcia

ao M. perniciosa.
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7. CONCLUSOES

A superexpressdo do gene oxdc do fungo Flammulina velutipes nas
plantas transgénicas de tabaco reduziu significativamente o contetddo de

acido oxalico foliar;

A superexpressdo do gene oxdc induz resisténcia em plantas de tabaco
ao acido oxalico e a proteina MpNEPII, ambos envolvidos no processo

de interagdo cacau-M. perniciosa;

O &cido oxdlico e a proteina MpNEPIlI atuam sinergicamente na
producdo do peroxido de hidrogénio em tecidos foliares de tabaco, de
modo que a explosdo oxidativa pode ser a causa de efeito maior da

morte celular em plantas infectadas pelo patégeno;

O gene oxdc mostra-se como potencial para estudos do patossistema
cacau-M. perniciosa, podendo ser empregado em trabalhos posteriores

de transformagéo genética de cacaueiro.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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