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RESUMO

Fusarium oxysporum € um fungo fitopatogénico muito estudado devido a sua
capacidade de infectar safras de grande importancia econdémica, sendo descrito
também como um patdégeno emergente causador de doencgas oportunistas em
hospedeiros humanos imunocomprometidos. Sua parede celular €& composta
principalmente por polissacarideos (80-90%) e glicoproteinas, muitas das quais
possuem uma ampla acdo imunoldgica, sendo capazes de induzir respostas imune/de
defesa no hospedeiro infectado. O microrganismo utilizado foi a cepa 4247 de F.
oxysporum cuja manutencao foi feita em meio de cultura Sabouraud modificado sélido
inclinado. Nesse trabalho, um extrato glicoproteico (GBP) obtido por extracdo a quente
com tampao fosfato foi fracionado com CETAVLON originando uma fragdo em pH 8.8
(Fracéo B), caracterizada como uma peptideogalactomanana (PGM) por conter glicose,
manose e galactose. A PGM foi utilizada em ensaios fitopatogénicos em Nicotiana
tabacum cv. SR1 com o intuito de detectar diferentes tipos de resposta de defesa
presentes na planta. A resposta de hipersensibilidade foi avaliada em folhas de tabaco
através da producdo de compostos fendlicos, onde, com auxilio de luz UV, foi
detectado que a PGM induz uma resposta de hipersensibilidade tempo e dose
dependente em folhas de tabaco, apesar de ndo causar necrose no tecido foliar, até
72h apos o tratamento com a molécula. Em raizes de plantulas de tabaco foi avaliada a
resposta adquirida sistémica por dois parametros: a producdo de perdxido de
hidrogénio (H.O,) e a expressdo de genes de resisténcia (PR1 e PAL). O H,0; foi
microscopicamente detectado pela deposicdo de 3,3 — diaminobenzidina (DAB) no
tecido radicular. A expressdo dos genes de resisténcia foi analisada pela técnica de
PCR em tempo real (QRT-PCR), onde foi utilizado RNA extraido de raizes de plantulas
tratadas com PGM de F. oxysporum. PR1 apresentou um perfil de expressao tempo
dependente até 72h quando tratado com 400ug/ml de PGM. Esse mesmo gene
apresentou um perfil dose dependente até 72h apos tratamento com a PGM. O gene
PAL teve sua expressdo aumentada em funcdo do tempo até 72h apds o tratamento
com as duas concentracdes de PGM — 200 e 400ug/ml. Esses dados sugerem a acao
fitopatogénica da PGM de F. oxysporum e sua possivel utilizagdo com um elicitor de
respostas de defesa em plantas.

Palavras chave: Fusarium oxysporum, PGM, Resposta de Hipersensibilidade, Resposta
Adquirida Sistémica, PR1 e PAL.
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum is a phytopathogenic fungus highly studied due to its ability
to infect harvests of great economic importance. It is also described as an
emerging pathogen causing opportunistic diseases in immunocompromised
human hosts. Its cell wall consists mainly of polysaccharides (80-90%) and
glycoproteins, many of which have a broad immunological action, and are capable
of inducing immune / defense responses in the infected host. The microorganism
used was the 4247 strain of F. oxysporum, whose maintenance was done in an
inclined solid modified Sabouraud culture medium. In this work, a glycoprotein
extract (GBP) obtained by hot extraction with phosphate buffer was fractionated
with CETAVLON giving a fraction at pH 8.8 (Fraction B), characterized as a
peptideoglalactomannan (PGM) because it contains glucose, mannose and
galactose. PGM was used in phytopathogenic trials in Nicotiana tabacum cv. SR1
in order to detect the different types of defense responses present in the plant.
The hypersensitivity response was evaluated in tobacco leaves through the
production of phenolic compounds where, with the aid of UV light, it was detected
that PGM induces a time and dose-dependent hypersensitivity response in
tobacco leaves, although it does not cause necrosis in the leaves foliar tissue up
to 72 h after treatment with the molecule. In tobacco plant roots, the systemic
acquired response was evaluated by two parameters: the production of hydrogen
peroxide (H,O) and the expression of resistance genes (PR1 and PAL). H,O, was
microscopically detected by the deposition of 3,3-diaminobenzidine (DAB) in the
root tissue. The expression of the resistance genes was analyzed by the real-time
PCR technique (QRT-PCR), where RNA extracted from roots of F. oxysporum
PGM-treated seedlings was used. PR1 showed a time dependent expression
profile up to 72 h when treated with 400ug / ml PGM. This same gene showed a
dose-dependent profile up to 72 h after PGM treatment. The PAL gene had its
expression increased in function of time up to 72h after treatment with the two
concentrations of PGM - 200 and 400ug / ml. These data suggest the
phytopathogenic action of PGM of F. oxysporum and its possible use as an elicitor
of defense responses in plants.

Key words: Fusarium oxysporum, PGM, Hypersensitivity Response, Systemic
Acquired Resistance, PR1 and PAL.
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1. Taxonomia, morfologia e distribuicdo do fungo Fusarium

oxysporum

Fungos pertencem a uma classe de organismos eucarioticos e saprofitos
de matéria organica em decomposi¢cdo. Mais de 10.000 espécies sédo
conhecidas pelas suas habilidades fitopatogénicas (patdgenos de plantas),
enquanto apenas cerca de 400 espécies sdo conhecidas como patdégenos
oportunistas de mamiferos (PAUW, 2011).

Como o0s outros seres vivos, os fungos sao identificados com base em
sua forma, estrutura e propriedades comportamentais. Morfologicamente,
podem se apresentar sob duas formas: leveduras (seres microscopicos
unicelulares) e fungos filamentosos (flamentos de células cilindricas e
multinucleadas) (Figura 1). Os fungos filamentosos possuem diversas func¢des,
dentre as quais se podem citar a reproducdo e a capacidade de se fixar ao
tecido de um hospedeiro (KAVANAGH, 2011).
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Figura 1: Morfologia das células fungicas: A) Processos de reproducdo observados em
leveduras B) Tipos de hifas observadas em espécies de fungos filamentosos (Adaptado de
MURRAY, 2006).



O g¢género Fusarium pertence ao Filo Ascomycota, Classe
Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Nectriaceae (MA et al., 2013).
Encontra-se amplamente distribuido, tanto no solo quanto no ar, sendo
encontrado em ambientes com distintas condi¢des climaticas (regides tropicais,
temperadas, desérticas, alpinas e articas). Sua distribuicdo generalizada pode
ser atribuida & capacidade de crescer em uma ampla gama de substratos e aos
seus mecanismos eficientes de dispersdo (DIGNANI E ANAISSIE, 2004;
NUCCI E ANAISSIE, 2007; MUHAMMED et al., 2014).

Fusarium sp. estd entre um dos mais diversos e amplamente
disseminados fungos fitopatogénicos, causando ressecamento de folhas e
apodrecimento de raizes. Algumas espécies, como Fusarium graminearum e
Fusarium verticillioides, tém wuma variedade pequena de hospedeiros,
infectando predominantemente cereais. Em contrapartida, Fusarium oxysporum
infecta um conjunto muito diversificado de hospedeiros, desde plantas
monocotiledéneas e dicotileddneas até mamiferos, tendo se tornado um fungo
emergente no ambiente clinico pela sua capacidade de causar infeccfes
disseminadas em hospedeiros humanos imunocomprometidos (MA et al., 2010;
PRADOS-ROSALES et al., 2012; SEVER et al., 2012). Nesses ultimos, as
infeccbes por este fungo se instalam principalmente pela inalacdo de conidios
no ar ou através do rompimento do tecido do hospedeiro. Ademais, podem
causar intoxicacao alimentar através do consumo de alimentos contaminados
com toxinas fungicas (DIGNANI E ANAISSIE, 2004).

O género Fusarium foi descrito por Link & Grey em 1821 e abrange um
grupo de fungos filamentosos com micélio vegetativo (complexo de hifas) e
reproducdo assexuada (onde ha a producdo de conidios). Tem como
caracteristica principal a producdo de macroconidios (conideos fuséides e
multiseptados), podendo também produzir microconideos e clamidoconideos,
estruturas de resisténcia com paredes duplas e espessas que desempenham
um papel importante como inoculo priméario para a infecgcdo das raizes das
plantas (Figura 2) (DIGNANI E ANAISSIE, 2004; OHARA E TSUGE, 2004;
SCHAFER et al., 2014).
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Figura 2: Representacdo da morfologia de estruturas de Fusarium oxysporum. (A) Aparéncia
microscoépica. (B) Referéncia as dimensfes do fungo comparado a um eritrécito (seta - 7 um)
(adaptado de FISHER E COOK, 2001); (C) Morfologia dos Conidios (Adaptado de MA et al.,
2013).

2. Patogénese de Fuasrium oxysporum

s

F. oxysporum é uma espécie que tem sido estudada devido a sua
capacidade fitopatogénica e importancia agronémica, uma vez que é capaz de
devastar vérias culturas alimenticias, como milho, tomate e pepino (Figura 3)
(BURGESS et al., 1989; HAFIZI et al., 2013; SCHAFER et al., 2014), e por
estar emergindo como um importante fungo oportunista causador de doencas
em hospedeiros humanos imunocomprometidos (WALSH et al., 2004; HAFIZI
et al., 2013; SCHAFER et al., 2014).



Figura 3: Ensaios fitopatogénicos com Fusarium oxysporum em plantas de tomate (A): 1 -
planta saudavel e 2 — 5 - planta infectada. Ensaios de crescimento fungico invasivo em maca
(corte transversal) (B) e tomate (C) (Adaptado de PEREZ-NADALES et al., 2014).

Em plantas, F. oxysporum é uma espécie cosmopolita que esta
amplamente disseminada em todos os tipos de solo. Pode causar doencas em
diversas delas, incluindo muitas culturas comercialmente importantes. Esse
fungo é mais conhecido pela sua -caracteristica fitopatogénica, sendo
responsavel pelo ressecamento vascular de um enorme conjunto de plantas, o

gue pode resultar em grandes perdas econdmicas (PIETRO et al., 2003).

Como habitante do solo, F. oxysporum pode sobreviver por periodos
prolongados na auséncia de um hospedeiro, principalmente na forma de
clamidoconideos. Causa frequente da doenca de murcha vascular, 0s esporos
de F. oxysporum presentes no solo germinam em resposta aos sinais da planta
hospedeira e diferenciam-se em hifas. Por sua vez, as hifas germinadas
aderem as raizes das plantas, penetrando-as diretamente sem a necessidade
de estruturas de infeccdo especializadas. Uma vez dentro da raiz, as hifas
crescem no meio intracelular e extracelular, com o intuito de invadir o cortex e
atravessar a endoderme até atingir os vasos do xilema. O fungo entdo usa o
xilema como um canal para a colonizacao do hospedeiro (PIETRO et al., 2003;
Ll et al., 2014; PEREZ-NADALES et al., 2014).
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Durante a invaséo e colonizacdo da raiz, F. oxysporum é exposto a
varios mecanismos de defesa da planta, como barreiras fisicas e compostos
antifingicos (MICHIELSE E REP, 2009). Um mecanismo de defesa da planta é
a modificacdo quimica de sua parede celular devido a producdo de compostos
fendlicos. Esses compostos soluveis se acumulam na parede celular da planta
desafiada por patdgenos fungicos ou elicitores derivados de fungos. Em
plantas de tomate e culturas de raizes, por exemplo, extratos de F. oxysporum
induzem um aumento no fortalecimento da parede celular através da deposicao
de lignina, bem como uma concentragdo aumentada de outros compostos
fenolicos, como &cido ferulico, acido 4-hidrobenzdico e &cido 4-cumarico
(MANDAL E MITRA, 2008).

F. oxysporum detecta a presenca desses compostos fendlicos e reage a
eles aumentando a producdo de micotoxinas e a atividade de enzimas
hidroliticas, como pectinase, celulose e amilase. Esses compostos podem ter
uma acdo protetora para a planta, apresentando um efeito inibitério no
crescimento e/ou na germinacgéo do fungo e, consequentemente, auxiliando na
reducdo da doenca. Entretanto, também podem apresentar uma funcao
contraria, promovendo a doenca, pelo aumento nos niveis de micotoxinas e o
aumento na producdo de enzimas hidroliticas (MANDAL E MITRA, 2008;
MICHIELSE E REP, 2009).

Micotoxinas sao moléculas de baixo peso molecular que podem
proporcionar ao fungo uma vantagem seletiva em alguns ambientes, apesar de
nNao serem essenciais para a sua sobrevivéncia. Podem atuar como pigmentos
ou regular o crescimento da planta hospedeira, além de serem téxicas para
seres humanos quando ingeridas. As micotoxinas de Fusarium sp. contribuem
para a patogénese das plantas, notadamente observada pela producdo de
tricotecenos. Os tricotecenos atuam na inibicdo da sintese proteica e de DNA,
possuindo atividades semelhantes as moléculas que promovem morte celular
na planta. Outro exemplo de micotoxina € a giberelina produzida por Fusarium
fujikuroi, agente responsavel pela fusariose no arroz, que causa altera¢des no
desenvolvimento do hospedeiro durante o curso da doenca (HIROOKA E
YAMAGUCHI, 1994; MA et al., 2013).



Fusarium sp. também é o causador de um amplo espectro de doencas
em humanos, desde infec¢cdes superficiais e localizadas em hospedeiros
saudaveis tais como: infec¢cBes cutdneas e subcutaneas, onicomicoses,
endofitalmites, otites, sinusites, artrites, osteomielites, e abscessos cerebrais
até fusariose disseminada: aquela na qual dois ou mais sitios distintos estao
envolvidos, sendo geralmente observadas em hospedeiros com neutropenia
severa, ou seja, em hospedeiros imunocomprometidos (SCHAFER et al.,
2014).

Dentre os fungos filamentosos o género Fusarium € o segundo maior
causador de infeccbes em hospedeiros imunocomprometidos, perdendo
apenas para o género Aspergillus. Ademais, as espécies de Fusarium estdo
entre os patdégenos fangicos mais resistentes a drogas, estando associadas a
altas taxas de morbidade e mortalidade, fazendo-se necessario um diagnostico
rapido para o0 sucesso da terapia antifungica e sobrevivéncia do hospedeiro
(SCHAFER et al., 2014).

Estudos mostram que os sitios de entrada para uma infeccéo
disseminada n&o estdo claros, tendo sido reportados onicomicoses, trato
respiratorio (particularmente os sinus paranasais), trato gastrointestinal, e
cateteres venosos centrais (SCHAFER et al., 2014). Entretanto, a porta de
entrada usual sdo as vias aéreas, levando-nos a concluir que a fusariose
invasiva seja adquirida pela inalagdo de conidios de Fusarium sp. Além disso,
tecidos degradados ou rompidos também ja foram descritos como uma
possivel porta de entrada (NUCCI et al.,, 2013). Feridas, Ulceras digitais,
onicomicoses e paroniquia (infeccdo de pele circundante a unha) sédo as portas
de entrada cutaneas mais tipicas (Figura 4) (ROMANO et al., 2010).

Figura 4: Infeccbes por Fusarium sp. (A) Onicomicose por Fusarium solani (NUCCI et al,
2013). (B) Ulcera de cérnea por Fusarium spp. (ESCARIAO et al., 2013).



3. Parede celular

A parede celular € uma estrutura vital para todos os fungos, conferindo
forma e estando envolvida na reproducdo, morfogénese, aderéncia a
substratos, interacdo célula-célula, interacdo célula-matriz, protecdes
osmoticas e fisicas, compatibilidade vegetativa e na protecao da célula. Apesar
de esta ser uma estrutura rigida, deve ser dinamica para permitir o crescimento
e adaptacdo do fungo ao estresse ambiental. A composicdo e estrutura da
parede sdo amplamente reguladas e variam em resposta a condigbes
ambientais (PINTO, BARRETO-BERGTER & TABORDA, 2008). Um estudo
mostrou que moléculas do citosol e da membrana (ex: glicolipideos, melanina,
proteina do choque térmico e histonas) migram para a parede celular,
juntamente com proteinas secretadas, tornando esta estrutura dindmica e
imunorreativa (NIMRICHTER et al., 2005; LATGE, 2010).

A parede celular fungica é prevalentemente composta por carboidratos —
polissacarideos (80-90%), uma menor propor¢céao de glicoproteinas (10-15%) e
um menor percentual de lipideos (CABIB et al., 1997). Sua composicdo pode
mudar substancialmente entre espécies de fungos, apresentando uma
estrutura de  polissacarideo muito  semelhante, porém diferindo
significativamente em sua composicao proteica, o que indica a importancia das
proteinas da parede celular para a patogénese fungica (PINTO, BARRETO-
BERGTER & TABORDA, 2008; PAUW, 2011).

A colonizacéo fangica de um hospedeiro leva as células de ambos os
organismos a um contato proximo. Por conseguinte, € concebivel que as
moléculas da parede celular fungica desempenhem um papel relevante na
interacdo com o seu hospedeiro (SCHOFFELMEER et al., 1999).

A parede celular pode ser esguematicamente organizada em duas
camadas: uma camada interna estrutural e uma camada externa, cuja
composigdo varia de acordo com o morfotipo, 0 estagio de crescimento e a
espécie do fungo (LATGE, 2010). Sua estrutura corresponde a um esqueleto
fibrilar, insolivel em solugdo alcalina, constituido por polissacarideos como
glucanas B-(1—3) e B-(1—6) ligadas e quitina (polimero linear de N-

acetilglucosamina -(1—4) ligadas). Além dos polissacarideos, a parede celular
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contém diversas proteinas,

porém apenas uma pequena parcela esta

covalentemente ligada a parede celular e, por estarem presentes nas camadas

mais externas da parede, podem ser extraidas por solu¢cdes a quente ou
fracamente alcalinas (CABIB et al., 1997; LATGE, 2010).(Figura 5).
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Figura 5: Estrutura da parede celular.

Esquema

representativo dos polissacarideos

conservados e espécie-especificos que podem ser encontrados nas paredes celulares do
fungo filamentoso Aspergillus fumigatus e do fungo leveduriforme Saccharomyces cerevisiae.
Os componentes das fragGes alcali-soltvel e insolivel também séo representados (Adaptado

de LATGE, 2007).



Um importante recurso da parede celular é a sua capacidade de
responder a estimulos ambientais e mudancas do ciclo celular. Modificacdes
estruturais significativas sado observadas durante o processo de dimorfismo
celular associadas a modificacdo da camada externa da parede. Estudos
prévios desenvolvidos por LATGE (2010) evidenciaram uma modificacdo na
parede celular durante a transicdo morfolégica em A. fumigatus. Seus conidios
(forma infecciosa) sdo recobertos por hidrofobinas e melanina, retardando a
resposta do hospedeiro, porém durante a germinacdo passam a expor em sua
superficie moléculas imunorreativas como: a-(1,3)-glucana, galactomanana,
galactosaminogalactana e proteinas N-glicosiladas (Figura 6). Essas
modificacbes nos componentes da parede celular tém impacto direto na
resposta imune montada pelo hospedeiro contra as infeccbes fuangicas
(LATGE, 2010).

Vb B1,3)glucana 4P a{1,3)-glucana YWV Galactosaminogalactana

Al Quitina MWW Galactomananas @'@ Proteinas | Ancora GPI

Figura 6: Parede celular de Aspergillus fumigatus. (A) Organizacdo da parede celular no
conidio. (B) Organizagdo da parede celular na hifa. M, melanina; PC, parede celular; MP,
membrana plasmatica; MEC, matriz extracelular (Adaptado de LATGE, 2010).
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A parede celular de Fusarium sp. € quimicamente composta por N-
acetilglucosamina, glicose, galactose, manose, acido glucurénico e proteinas,
além de polissacarideos como a quitina e a B-glucana. Os carboidratos da
parede celular deste fungo foram identificados como quitina, p-1,3-glucano e a-
1,3-glucano, moléculas que contribuem para rigidez da parede celular em
fungos filamentosos (SCHOFFELMEER et al., 1999).

As cadeias laterais de glicano das glicoproteinas presentes na parede
celular de Fusarium sp. contém &cidos urbnicos em conjunto com manose,
galactose e glicose. Essas glicoproteinas, juntamente com manose, galactose
e acido urdnico, constituem aproximadamente 60% da parede celular do fungo
(SCHOFFELMEER et al., 1999).

Estudos microscopicos eletrénicos revelam que a camada externa da
parede celular de F. oxysporum é composta em sua maioria por proteinas e
uma pequena porcentagem de (-1,6-glucano, enquanto a camada mais interna
€ composta por quitina e B-1,3-glucano. As glicoproteinas presentes na parede
celular determinam as propriedades antigénicas e adesivas das hifas desse
fungo, além de estimular o sistema imune do hospedeiro (SCHOFFELMEER et
al., 1999; NARASIMHAN et al., 2003).

Para os fungos, a parede celular rica em polissacarideos € uma
importante fonte de padrées moleculares associados aos patégenos (PAMP), e
compreende a estrutura inicial reconhecida pelas células do sistema imune. O
reconhecimento de polissacarideos da superficie fangica inicia respostas
imediatas como fagocitose, producédo de compostos antimicrobianos e inducao
de citocinas pré-inflamatérias que ativam e recrutam células efectoras imunes
(PINTO, BARRETO-BERGTER & TABORDA, 2008).

4. Glicoproteinas

Glicoproteinas sdo moléculas imunorreativas expostas na camada mais
externa da parede celular dos fungos. Estdo envolvidas em processos
importantes como interacdo das células com o ambiente extracelular e

regulacédo da patogénese fungica. Tendo isso em vista, bloquear tais moléculas
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com anticorpos pode influenciar a interacdo do fungo com o hospedeiro e
facilitar processos de fagocitose por células do sistema imune (LOPEZ-RIBOT
et al., 2004; PINTO, BARRETO-BERGTER & TABORDA, 2008).

Nas glicoproteinas, a por¢do carboidrato, inserida por um processo de
glicosilacdo, pode contribuir para a conformacéo, estabilidade e direcionamento
apropriado da molécula, alterando sua estrutura e funcdo (BIERMANN, 1989).
Essa por¢cdo pode estar ligada a proteina através de dois tipos de ligacdes: N-
glicosidica (acucar esta ligado a uma molécula de asparagina) ou O-glicosidica
(acucar esta ligado a uma hidroxila exposta na serina ou treonina)
(BIERMANN, 1989; HAMILTON & GERNGROSS, 2007) (Figura 7). O
reconhecimento dessas moléculas por células do sistema imune do hospedeiro
€ capaz de ativar resposta de fagocitose, além de iniciar a producdo de
compostos antimicrobianos, e inducdo de citocinas pré-inflamatorias que
ativam e recrutam outras ceélulas efetoras do sistema imune (LOPES et al.,
2011).
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Figura 7: Estrutura de glicoproteina apresentando oligossacarideos N- e O-ligados. A ligagao
da porcdo carboidrato a proteina estd assinalada em vermelho (Adaptado de KOOYK &
RABINOVICH, 2008).
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A clivagem das ligacdes glicosidicas das glicoproteinas e analise dos
oligossacarideos gerados tem sido o principal método de estudo desses
carboidratos. As ligacbes O-glicosidicas sao clivadas por reagbes de [-
eliminacdo através de tratamento alcalino suave, enquanto, as N-ligacdes sao
clivadas em condicbes mais agressivas, com altas concentracfes de base e
temperaturas mais elevadas (BIERMANN, 1989).

Dentre os tipos de glicoproteinas encontradas na parede celular dos
fungos podemos citar as peptideogalactomananas (PGM). Em 1981,
BARRETO-BERGTER, GORIN & TRAVASSOS isolaram PGM de duas cepas
de A. fumigatus. Essas moléculas apresentaram diferencas estruturais entre si,
em relacdo ao grau de ramificacdo e a propor¢cdo das unidades terminais ndo

redutoras de a-D-Manp e -D-Galf.

A presenca de uma PGM antigénica foi observada na parede celular de
A. fumigatus, Aspergillus flavus e Cladosporium resinae quando testadas por
experimentos de Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). A reducédo da
reatividade dessa molécula, apds a sua oxidacdo com metaperiodato de sédio,
mostrou que a porcao carboidrato contém importantes epitopos, sendo
responsavel pela antigenicidade dessa molécula (HAIDO et al., 1998; DA
SILVA BAHIA et al., 2003; CALIXTO et al., 2010).

O estudo dos oligossacaridios-O-ligados da PGM de A. fumigatus
confirmou a presenca de galactofuranose como constituinte dos epitopos
imunodominantes em aspergilose. (HAIDO et al., 1998; LEITAO et al., 2003)
Além de participar como determinante antigénico em Aspergillus sp., a
galactofuranose presente na PGM e em outros glicoconjugados foi apontada
como um importante fator de viruléncia em casos de aspergilose invasiva. A
importancia desse aclcar na viruléncia foi demonstrada a partir de um estudo
com A. fumigatus mutantes que nao expressavam a enzima responsavel pela
conversdo da UDP-galactopiranose em UDP-galactofuranose (UDP-
galactopiranosemutase). Nesse estudo, cepas mutantes apresentavam
viruléncia atenuada em modelo animal de aspergilose invasiva, além disso, a

auséncia da galactofuranose nesses mutantes levava a producdo de uma
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parede celular alterada, relacionada a uma maior susceptibilidade a
antifangicos (SCHMALHORST et al., 2008).

O envolvimento de moléculas de superficie na interacéo de conidios com
macrofagos foi demonstrado tanto em F. oxysporum (CANEPPA , 2010; DE
OLIVEIRA, 2016) como em A. flavus (FILLIZZOLA, 2010), Pseudallescheria
boydii (PINTO et al., 2004) e Scedosporium prolificans (DA SILVA, 2009).
SERRANO-GOMEZ e colaboradores (2004) observaram que galactomananas
eram capazes de inibir a fagocitose dos conidios de A. fumigatus por células
dendriticas, indicando que o reconhecimento dessas moléculas expressas na

superficie da célula é necessario para a ligacéo e internaliza¢do do fungo.

5. Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum, conhecido popularmente como tabaco, é uma planta
herbacea da familia Solanaceae, originaria das Ameéricas, Australia, Africa do
Sul e Pacifico Sul. S&o comumente encontradas no cultivo, onde suas folhas
sdo processadas e utilizadas para fabricacdo de tabaco, sendo também
cultivadas como plantas ornamentais. Seu crescimento é sensivel as
alteracdes climaticas (temperatura, humidade do ar), a humidade do solo e ao
tipo de terra, sendo reportado que suas condicGes 6timas de crescimento sdo
temperaturas entre 20-30° C e solo com baixo teor de nitrogénio (ZULOAGA et
al., 2015).

O tabaco foi amplamente utilizado e cultivado para fins medicinais e
rituais em muitas culturas nativas em todas as Américas. Também foi levado
para Europa nos anos 1500 para fins medicinais, embora no inicio fosse
considerado um veneno, pois contém compostos que podem ser tOxicos
quando utilizados em grandes quantidades. No entanto, o uso do tabaco
eventualmente se expandiu de um tratamento medicinal para rotina de
tabagismo e mastigagdo (comum em paises andinos), e seu cultivo se
espalhou amplamente nas colonias norte-americanas, onde se tornou uma
importante cultura comercial, bem como na Europa, india e China (FUNK et al.,
2007; FORZZA, 2012).
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Acredita-se que Nicotiana tabacum seja um derivado hibrido de
Nicotiana sylvestris, Nicotiana tomentosiformis e possivelmente Nicotiana
otophora, porém nao existem estudos que confirmem tal hipotese. N. tabacum
€ uma planta robusta que pode alcancar até 2,5 m de altura, com folhas
grandes e flores longas brancas ou rosadas em forma de trompete. No cultivo
comercial, a inflorescéncia é geralmente cortada antes de ser totalmente
desenvolvida para incentivar um maior crescimento foliar. Toda a planta é
recoberta por pequenas estruturas glandulares, semelhantes a pélos,
responsaveis pela producdo de uma secrecao que contém nicotina (FORZZA,
2012). O género Nicotiana, assim como 0 género Arabidopsis, é considerado
planta modelo para diversos estudos moleculares, sendo frequentemente

adotado para ensaios imunolégicos e microbiol6gicos (ZULOAGA et al., 2015).

6. Imunidade em plantas

Indmeras sado as moléculas capazes de ativar o sistema imune de
plantas. Os glicoconjugados, amplamente estudados pela sua capacidade
patogénica em humanos, tém sido mais recentemente estudados na
fitopatologia. O reconhecimento desses glicoconjugados por células vegetais
induz a producado de resposta de defesa a patégenos como o burst oxidativo,
com producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), aumento do pH
intracelular, espessamento da parede celular da célula vegetal e acumulo de
proteinas relacionadas a patogénese. Assim como em humanos, o
reconhecimento desses glicoconjugados que, por seu carater conservado, sao
considerados padrdes moleculares associados a microrganismos (MAMP), é
mediado pelos receptores de reconhecimento de padrées (PRR) (NEWMAN et
al.,, 2013). Esse reconhecimento envolve respostas como modificacdes
fisiologicas, moleculares e genéticas como o fluxo alterado de ions, producao
de espécies reativas de oxigénio, acumulo de calose para o espessamento da
parede celular e a expressao de genes codificadores de proteinas relacionadas
com a patogénese (GOHRE & ROBATZEK, 2008) (Figura 8).
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Figura 8: Esquema representativo do reconhecimento de patdgenos através de MAMP por
PRR em plantas (adaptado de GOHRE &ROBATZEK, 2008).

A primeira descricdo detalhada do fendmeno de sensibilizagdo em
plantas foi elaborada por MUR e colaboradores em 1996. Os autores relataram
gue plantas de tabaco transgénicas pré-tratadas hidropdnicamente com acido
salicilico (SA) ndo expressaram significativamente genes de defesa PR1
(Pathogenesis Related Protein 1) ou PAL (fenilalanina amonia liase). No
entanto, apés a infeccdo por patdgeno, a ativacdo desses genes foi
aumentada. A sensibilizacdo poderia ser um componente comum que medeia
interacdes entre defesa contra patdgenos e respostas de estresse mecanico e
osmatico da planta. A forte correlacdo entre uma resposta sistémica adquirida
(SAR) e a presenca de sensibilizagdo, enfatizou a suposicdo de que a
sensibilizacdo € um mecanismo crucial na resposta SAR em plantas. A
conclusao foi ainda mais apoiada pela estreita correlacdo entre a capacidade
de varios produtos quimicos de induzir SAR contra o virus do TMV (Tobacco
Mosaic Virus) em tabaco e sua capacidade de estimular a expressao de PAL.

Além disso, uma atenuagdo da sensibilizagdo e a perda concomitante de
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inducdo do burst oxidativo foram associadas a falta de resisténcia contra a

infeccdo por patdégenos avirulentos no tabaco (CONRATH, 2006).

Com o intuito de detalhar o sistema imune das plantas, foram descritos a
seguir os diferentes processos que ocorrem em um vegetal ap6s o contato

primario com um patégeno.

6.1. Resisténcia a patégenos

No meio ambiente, as plantas podem estar expostas a estresses biotico
(ex: alteracdo microbiolégica da rizosfera) e abibtico (ex: alteracbes de
temperatura e pH). Para resistir a esses estresses as plantas desenvolveram,
ao longo do processo evolutivo, mecanismos de defesa como o
reconhecimento de padres moleculares associados a patégenos (PAMP)
(SPOEL E DONG, 2012).

Em contraposicdo com os animais, plantas sdo desprovidas de um
sistema circulatorio, elas ndo podem usar receptores imunes circulantes (como
recepetores presentes em monadcitos e células dendriticas de humanos) para
detectar moléculas estranhas. Mesmo assim, elas sdo capazes de estabelecer
respostas imunes que sdo altamente especificas, com auto-reatividade restrita
e que muitas vezes geram resposta semelhante a “‘memoria” contra os
patdgenos encontrados (NURNBERGER et al., 2004; SPOEL E DONG, 2012).

O obstaculo inicial enfrentado pelos fitopatdgenos é a parede celular da
planta, que pode ser reforcada pela deposicdo de calose (polimeros de
glucano) ap6s a ativacdo das vias de defesa do hospedeiro. A primeira linha
ativa de defesa ocorre na superficie celular da planta quando os padrées
moleculares associados aos patégenos (PAMP) — como peptidoglicanos — séo
detectados por receptores de reconhecimento de padrbes (PRR). O
reconhecimento de PAMP induz respostas da defesa nas plantas, como o burst
oxidativo (a ativacdo de respostas de defesa local mediadas por ROS sao
essenciais para bloquear a penetracdo de fungos em espécies de plantas
resistentes.), a producao de oxido nitrico (NO), o aumento do pH extracelular, o

fortalecimento da parede celular e o acumulo de proteinas relacionadas ao
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patégeno (PR) (NURNBERGER et al., 2004; ,SILIPO et al., 2010; SPOEL E
DONG, 2012).

Um dos pontos de acesso dos patdégenos a planta é a raiz. A regido
apical das raizes abriga meristemas que S&80 necessarios para o
desenvolvimento radicular, e quando a invasdo por patbgenos ocorre, 0
desenvolvimento da raiz cessa de forma irreversivel dentro de poucas horas
mesmo na auséncia de necrose severa. Porém as plantas desenvolveram um
mecanismo de defesa onde o patégeno parece ser impedido de entrar em
contato intimo com a superficie radicular. Em vez disso, as células do
meristema em contato com o patdgeno se separam da superficie radicular
formando uma espécie de manto ao redor da raiz e, consequentemente,
impedem a invasdo pelo patdgeno. Caso essa invasdo seja bem sucedida, o
patdgeno sera reconhecido por PRR da planta, gerando uma resposta mais
rapida e resistente no local da infeccdo. Essa resposta, que é regulada por
fitohormbnios e metabdlitos produzidos a nivel basal pela planta, deve ser
finamentre regulada com o intuito de ndo alterar outras vias bioquimicas e
fisiolégicas da planta (WEN et al., 2009).

6.2. Reacdo de Hipersensibilidade

InteracBes entre planta e patdégeno podem ser classificadas em
compativeis (onde o patégeno é virulento e o hospedeiro suscetivel) e
incompativeis (onde o patdgeno € avirulento e o hospedeiro resistente). Nas
interacbes incompativeis o sistema de defesa da planta é eficientemente
ativado e, em consequéncia, a resisténcia contra o patégeno é desenvolvida.
Ja em interacdes compativeis o sistema de defesa ndo é ativado, ou é
tardiamente ativado, condicionando um quadro de doenca (RESENDE,
SALGADO E CHAVES, 2003).

7

Uma caracteristica de resisténcia em plantas é a inducdo de morte
celular ao redor do local de ataque pelo patdégeno (reacao de hipersensibilidade
— HR). Essa resposta ocorre quando uma planta reconhece especificamente

um patégeno durante uma interagdo do tipo incompativel. Supde-se que a HR

18



seja conceitualmente e mecanicamente semelhante a morte celular
programada em células animais (PONTIER, BALAGUE E ROBY, 1998;
NURNBERGER, 2004). Estudos recentes desenvolvidos por JIAO e
colaboradores (2013) demonstraram que o acido fusarico é capaz de induzir
uma morte celular programada (PCD) em suspensao de céluas de N. tabacum
cv. NC89.

A resisténcia das plantas € determinada por genes de resisténcia
especificos (R) que as capacitam em reconhecer patdgenos portadores de
genes de aviruléncia (avr). Essa reagdo desencadeia uma resposta de defesa
rapida e localizada que geralmente inclui a morte de células que estdo em
contato com o patégeno (HR). Dificuldades na deteccao de interacdes diretas
entre as proteinas R e avr (produtos dos genes de resisténcia e de aviruléncia)
levaram a hipotese de que as proteinas R protegem as plantas que séo alvos
de proteinas patogénicas avr secretadas por patégenos, desencadeando HR e
outras respostas quando interacdes avr-R sdo detectadas (GLAZEBROOK,
2001).

Durante a HR séo produzidas ROS no local de ataque do patdgeno e em
niveis elevados. Estipula-se que radicais de oxigénio agressivos, bem como
SA, causem peroxidacdo lipidica e danos a membrana, ocasionando morte
celular. Acredita-se que a morte celular desencadeada pela HR seja
responsavel pela limitacdo do crescimento e propagacdo de patdégenos, uma
vez que matam a célula antes da multiplicacdo bem-sucedida do patégeno
(PONTIER, BALAGUE E ROBY, 1998).

6.3. Mudancas bioquimicas e fisioldgicas

Nas plantas, a PCD ocorre em decorréncia da senescéncia da folha e
como parte da resposta imune inata desencadeada por interacées planta-
patogeno. A PCD induzida por ROS foi descrita como um mecanismo de dano
fotoxidativo, uma vez que plantas estressadas pela luz apresentam PCD
decorrente de toxicidade causada por um aumento nos niveis de oxigénio
(LEHMANN et al., 2015).

19



O burst oxidativo € uma resposta de defesa gerada apdés o
reconhecimento do patdégeno, levando a uma HR e producdo de ROS, um
importante componente microbicida da imunidade inata em animais e plantas.
A produgéo extracelular de ROS durante o burst oxidativo das plantas depende
do aumento dos niveis de Ca®" citosélicos (envolvido em diversas vias de
sinalizacdo de defesa em plantas), (Figura 9) e parece ser mecanicamente
similar ao burst respiratorio de fagécitos humanos, que € catalisado por um
complexo de proteina NADPH oxidase (NURNBERGER, 2004; ALAGARASAN
E ASWATHY, 2017).
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Figura 9: Esquema do mecanismo de burst oxidativo em plantas (RIZZARDI et al., 2003).

Uma das primeiras vias de defesa da planta a ser ativada é a via de
producdo de espécies reativas de oxigenio, que compreendem moléculas
reduzidas e guimicamente reativas como anion superoéxido (O»-), peréxido de
hidrogénio (H.O) e radical hidroxila (OH-). O peréxido de hidrogénio (H,O,)
pode ser diretamente toxico ao patdgeno, estando envolvido no fortalecimento

da parede celular (participa do cross-linking oxidativo de proteinas da parede
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celular), uma vez que ele € necessario para a biossintese de lignina, e atuando
também como mensageiro secundario responséavel pela ativacdo da enzima
responsavel pela conversédo do acido benzoico em &cido salicilico (RESENDE,
SALGADO E CHAVES, 2003; LEHMANN et al., 2015).

Durante a interacdo entre planta e patégeno a producdo de ROS
acontece em trés fases: na fase | ocorre o reconhecimento dos elicitores
provenientes do patdgeno, que podem ser carboidratos, proteinas ou porcdes
peptidicas de glicoproteinas. Esse reconhecimento dispara 0s eventos de
transducdo de sinais. Na fase Il sdo iniciados os eventos relacionados a
defesa. As vias metabdlicas ativadas na fase | conduzem a um aumento de
compostos antioxidantes, ativacao de lipoxigenases, producao de fitoalexinas,
HR e SAR. A fase lll compreende o processo de evolugdo da patogénese
levando ao desenvolvimento de sintomas visiveis na planta (RESENDE,
SALGADO E CHAVES, 2003).

ROS e NO sédo moléculas que atuam nas vias de transducédo de sinais
celulares, agindo como uma segunda linha de defesa por elevar a capacidade
antioxidante da planta, aumentando assim a sua tolerancia ao desenvolvimento
de necroses causadas por patégenos ou estresses abidticos (ALAGARASAN E
ASWATHY, 2017).

6.4. Metabolitos primarios e secundarios

As plantas produzem uma larga e diversa ordem de componentes
organicos, divididos em metabdlitos primarios e metabolitos secundarios. Os
metabolitos primarios, que possuem funcao estrutural e de armazenamento de
energia, sdo compostos fundamentais que consistem, em sua maioria, de
acidos graxos, aminoacidos e acucares. Os metabolitos secundarios, apesar de
nao serem essenciais para sobrevivéncia da planta, sdo de extrema
importancia, uma vez que possuem agao protetora contra estresses abidticos
(PUSZTAHELYI, HOLB E POCSI, 2015).

Com base nas teorias de origem biossintéticas, os metabdlitos

secundarios podem ser divididos em: terpenos, compostos fendlicos e
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alcaloides (Figura 10). Os terpenos sdo compostos formados de multiplas
unidades de isopropeno, podendo ser lineares ou ciclicos, saturados ou
insaturados, sendo mais conhecidos pela sua fungéo de protecéo a planta (ex:
saponinas). Saponinas sdo0 compostos com uma grande capacidade
antifungica. A a-tomatina é uma saponina encontrada em tomateiros capaz de
ativar a fosfotirosinaquinase e vias de sinalizagdo da proteina G, acarretando
um aumento na produ¢cdo de ROS e induzindo uma resposta de defesa
(PUSZTAHELYI, HOLB E POCSI, 2015).
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Figura 10: Esquema representativo das vias de producdo de metabdlitos secundéarios a partir
de fontes de carbono geradas na fotossintese da planta (adaptado de LINCOLN E ZEIGER,
2012).

Os compostos fendlicos formam um grande grupo de fitoquimicos,
estando presentes em altas concentracdes em folhas e frutos. Aléem disso,
juntamente com a producdo de ROS, também participam de processos de
defesa importantes, como no reforco da parede celular de plantas através da
deposicdo de lignina. Compostos fendlicos sdo derivados do fosfato de

pentoses e da via de fenilpropandides em plantas, sendo responsaveis pela
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alteracdo da permeabilidade celular e pela interacdo com proteinas de
membrana, alterando sua estrutura e funcionalidade (PUSZTAHELYI, HOLB E
POCSI, 2015).

Os alcaltides ainda ndo tém sua acao fito-fisiologica completamente
elucidada. A maioria de suas funcdes sao relacionadas a protecdo, podendo
prevenir as plantas do herbivorismo causado por insetos e larvas e protegendo
as raizes contra fungos parasitas (PUSZTAHELYI, HOLB E POCSI, 2015).

6.5. Fitohormobnios

Os fitohormonios interferem nas interagdes entre plantas e patégenos,
orquestrando respostas imunes do hospedeiro e modulando a viruléncia do
patégeno. Os fitoh6rmonios: SA, acido jasmonico (JA) e etileno (ET) sdo
moduladores que atuam na resisténcia basal contra agentes patogénicos, pois
sdo fundamentais na rede de sinalizacdo que regula as respostas de defesa
induzidas nas plantas. As plantas desenvolveram um elevado potencial
regulatério através da intercomunicacdo entre as vias de sinalizacao
dependentes de SA, JA e ET para se adaptarem de forma eficaz e eficiente a
estresses bidticos e abibdticos (VAN LOON, REP E PIETERSE, 2006; ZHANG
et al., 2010; ALAGARASAN E ASWATHY, 2017).

Sabe-se que existem dois tipos de respostas de resisténcia nas plantas,
que podem ser ativadas por duas vias de sinalizagédo distintas referidas como
resisténcia adquirida sistémica (SAR) e resisténcia induzida sistémica (ISR). A
SAR estad associada principalmente a interacdo de plantas com patdégenos
biotroficos e hemi-biotréficos. O inicio da SAR é acompanhado do aumento da
concentracdo de SA no floema. A remocao de SA pela expresséo constitutiva
de uma hidroxilase de salicilato cessa essa resposta de defesa, sugerindo que
0 SA seja um sinalizador imunoldgico transportado. Sabe-se que o acumulo de
SA local e sistémico, apds a infecgdo por patdgenos, induz a expressédo de
genes relacionados a patogénese (PR), que sédo considerados marcadores da
via de sinalizagcédo de SA. Os genes PR responsivos a SA incluem PR-1 e PR5
(CONRATH, 2006; SPOEL E DONG, 2012; LEONETTI et al., 2017).
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O SA é um componente central e critico da SAR. A biossintese de SA
ocorre através de dois ramos da via do &cido xiquimico. Em um ramo, o &cido
corismico é convertido em SA via fenilalanina a acido cindmico e a conversao
de fenilalanina em &cido cinadmico € catalisada por fenialanina-amonio-liase
(PAL). No outro ramo, o0 acido corismico € convertido em SA via acido
isocorismico e este passo é catalisado por isocorismato-sintase (ICS). Em
Arabidopsis, a via ICS é o principal contribuidor de SA sintetizado em resposta
a infeccdo por patdégenos, enquanto em tabaco, a via PAL é o principal
contribuinte para SA basal e a induzida por patégenos (SINGH, LIM E
KACHROO, 2017).

O SA é essencial para a inducdo adequada da SAR e as mutacdes nas
vias ICS ou PAL séo suficientes para comprometer esta indugdo. A maior parte
de SA endbégena é metabolizada em diversos derivados incluindo o éster
metilado, metil SA (MeSA). Ao contrario do SA, MeSA é biologicamente inativo
e so funciona quando convertido de volta ao SA. MeSA é volatil, podendo
funcionar como um sinal de defesa aéreo. A conversdo de SA para MeSA é
mediada por SA metiltransferases (SAMT). MeSA acumula no floema apos a
inducdo da SAR de uma maneira dependente de SAMT. Apds a translocacao
para o tecido distal, MeSA é convertido de volta para SA pela via de esterases
da proteina de ligacdo SA (SABP). Mutacbes em SAMT ou SABP podem
comprometer SAR, dificultando a eliminagdo do patégeno (SINGH, LIM E
KACHROO, 2017).

Uma via distinta associada a resisténcia induzida em plantas € baseada
nos horménios vegetais JA e ET, que funcionam como moléculas de
sinalizacdo de ISR frente a estresses abibticos, como temperatura, pH e
excesso de radiagdo solar. O JA foi inicialmente considerado um inibidor da
germinacdo de sementes, desestimulando o crescimento de raizes e inibindo o
desenvolvimento de plantas. Estudos posteriores provaram que o JA possui
outras funcbes além da inibitdria, agindo na resistencia de plantas contra
fungos patogénicos. O tratamento com JA exdgeno resulta em um aumento da
expressao de proteinas envolvidas na defesa (PR3, PR4 e PR12 séo induzidas
por JA em defesa contra patdégenos necrotroficos) e de fitoalexinas (proteinas

enzimaticas presentes na parede celular vegetal com propriedades
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antimicrobianas). Este mesmo tratamento também diminui a expressdo de
genes envolvidos no crescimento e no metabolismo primario, para que assim
0s nutrientes sejam direcionados para a defesa da planta (TURNER, ELLIS E
DEVOTO, 2012; SPOEL E DONG, 2012; LEONETTI et al., 2017).

O ET atua em quantidades vestigiais durante a vida da planta através da
estimulacdo ou da regulacdo do amadurecimento da fruta, abertura de flores e
senescéncia programada de folhas. Este fitohorménio é conhecido por regular
0 crescimento e o desenvolvimento das plantas, adaptando-as as condi¢des de
estresse, além de agir no desenvolvimento de pelos radiculares e na nodulacéo
de raizes (PONTIER, BALAGUE E ROBY, 1998; LIN, ZHONG E GRIERSON,
2009).

O Gliceraldeido 3-fosfato (G3P) € um composto gerado apds a infeccao
dos tecidos primarios e subsequentemente translocado para regifes distais da
planta para induzir a imunidade sistémica. Esse horménio € um derivado de
acucar fosforilado de trés carbonos que serve como um componente
obrigatorio da glicélise e da biossintese de glicerolipidos. Os niveis de G3P na
planta sdo regulados por enzimas envolvidas em sua biossintese e
catabolismo. O acumulo de G3P nos tecidos infectados e n&o infectados
(sistémicos) precede o acumulo de SA (SPOEL E DONG, 2012; SINGH, LIM E
KACHROO, 2017).

6.6. Resisténcia Sistémica Adquirida

As plantas desenvolveram diversos mecanismos de resisténcia para se
adaptarem aos ataques de patdégenos. O sistema de resisténcia da planta
compreende defesas constitutivas e defesas induzidas, que sdo expressas em
partes da planta distantes do local primario da infeccédo. A protecéo sistémica
contra a invaséo é referida como SAR (CHEOL SONG et al., 2016). SAR & um
sistema de defesa induzido por um contato local primario entre uma planta e
um patogeno, e confere imunidade sistémica a um amplo espectro de agentes
patogénicos. Acredita-se que a infeccdo primaria induz um estado de alerta

duradouro em toda a planta (Figura 11), o que permite que esta reaja contra
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infeccdes subsequentes por varios agentes patogénicos com uma resposta
imune mais rapida e eficiente. (NURNBERGER et al., 2004; MOLLA et al.,
2016)
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Figura 11: Esquema de diferentes tipos de resisténcia sistémica. A resisténcia adquirida
sistémica (SAR) é desencadeada ap0s o ataque de patdgenos, pelo reconhecimento de
padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMP). Apds o reconhecimento, a célula
vegetal desencadeia respostas complexas de sinalizacdo e defesa, incluindo a producdo de
proteinas relacionadas a patogénese (PR), fitoalexinas antimicrobianas ou fortificacdo da
parede celular com calose ou lignina. As defesas locais sdo seguidas pela produ¢éo de sinais
moveis, como o acido salicilico (SA), que séo transportados via xilema para partes distantes do
local da infeccdo. A resisténcia sistémica induzida (ISR) pode ser desencadeada pela
colonizagéo da raiz com rizobactérias ou fungos. ISR é independente de SA, sendo induzida
principalmente por acido jasménico (JA) e etileno (ET). Tanto SAR como ISR estabelecem
defesas melhoradas e aceleradas apos estresses bidticos e abioticos subsequentes (adaptado
de BURKETOVA et al., 2015).

A SAR é biologicamente desencadeada por interagbes compativeis e
incompativeis capazes de causar morte celular, mas pode ocorrer apds o

aparecimento de HR, uma vez que ambas as vias possuem etapas em comum
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nas vias de sinalizacdo (PONTIER, BALAGUE E ROBY, 1998). Dentre as
caracteristicas da SAR estdo o desenvolvimento da resisténcia reforcada nos
orgdos ndo inoculados e distais da planta e sua atividade contra um espectro
amplo e distinto de agentes patogénicos como virus, bactérias, oomicetos e
fungos (CONRATH, 2006).

Durante a inducdo da SAR, sinais celulares sdo produzidos no tecido
infectado e propagados por toda a planta pelo floema (Figura 12). Apés a
inoculacao local de agentes patogénicos, tecidos nédo infectados apresentaram
respostas de defesa similares as encontradas no tecido infectado, porém em
nivel mais moderado (BANDAY E NANDI, 2015).
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Figura 12: Estabelecimento da resisténcia sistémica adquirida (SAR). Apdés uma infeccao
primaria, um sinal sistémico é enviado (via floema) para toda planta provocando um acumulo
de acido salicilico (SA) e promovendo a expressao de genes SAR, que codificam enzimas com
atividade antimicrobiana. (Adaptado de CONRATH, 2006)

Embora a identidade do sinal de longa distancia para a SAR seja
desconhecida, € considerado que SA seja necessario para estabelecer a SAR
no tecido remoto. (GLAZEBROOK, 2001) As primeiras evidéncias convincentes

para isso vieram de estudos com tabaco transgénico e plantas de Arabidopsis
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que expressam constitutivamente uma hidroxilase de SA bacteriana. Essas
plantas sdo incapazes de acumular altos niveis de SA e ndo adquirem
resisténcia sistémica ap06s a infeccdo por patdgenos necrotizantes,
presumivelmente devido a destruicdo do sinal de SA. Um trabalho mais recente
com mutantes de Arabidopsis sp. afetados na producdo de SA ou na
sinalizacdo de SA confirmou o papel do SA como um sinal importante na SAR.
Além disso, em plantas transgénicas de tabaco e Arabidopsis sp., a
superproducdo de SA aumentou a resisténcia a agentes patogénicos.
(CONRATH, 2006) Muitos mutantes com niveis constitutivamente elevados de
SA sofrem morte celular espontdnea na auséncia de ataque de patégenos.
Alguns dos genes definidos por essas mutagcdes podem funcionar como
reguladores negativos da morte celular hipersensivel, enquanto outros podem
simplesmente perturbar o metabolismo celular de uma maneira que leva a
morte celular, o que desencadeia a cascata de sinalizacdo de SAR
(GLAZEBROOK, 2001).

Além de HR, niveis crescentes de SA funcionam como reguladores da
SAR, resultando na inducdo coordenada de um grupo heterogéneo de
marcadores denominados proteinas PR, que conferem resisténcia geral contra
patdgenos biotréficos, como fungos, virus e bactérias. Notavelmente, a inducao
de genes PR e SAR também podem ser desencadeadas pela aplicacéo
exdgena de SA ou dos analogos funcionais de SA — &cido benzéico (BA), acido
2,6-dicloro isonicotinico (INA) e 1,3-benzotiazol (BTH) (MAIER et al., 2011,
CHEOL SONG et al., 2016) — e aplicacdo da molecula de sinalizacdo NO, que
€ capaz de induzir genes como o PAL e genes PR (ZHAO et al., 2014).

Os genes marcadores da SAR, incluindo genes PR, foram identificados,
caracterizados e sua inducdo correlacionada com o inicio da SAR (CHEOL
SONG et al., 2016).

As proteinas PR, observadas pela primeira vez no tabaco reagindo
hipersensivamente ao virus TMV, sdo definidas como proteinas que se
acumulam intra ou extracelularmente sob condicbes patoldgicas. A

superexpressao de genes que codificam uma ou mais proteinas PR na planta
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pode protegé-la contra o0 desenvolvimento sintomatico de doencas
(NARASIMHAN et al., 2003; VAN LOON, REP E PIETERSE, 2006).

Enzimas tais como a PAL, peroxidase e polifenoloxidase, geralmente
presentes constitutivamente e apenas aumentadas durante a maioria das
infeccbes, muitas vezes também sdo chamadas PR (VAN LOON, REP E
PIETERSE, 2006). PAL, especificamente, € uma enzima chave na defesa da
planta, conduzindo a sintese de moléculas antimicrobianas, como fitoalexinas e
outras PRs, e ao fortalecimento da parede celular através da deposi¢cdo de
polimeros de lignina e calose. Os produtos da via PAL limitam a disseminacao
de patégenos no tecido do hospedeiro e impedem a sua penetracao,
resultando em um estado de resisténcia a infeccbées (UMEMURA et al., 2000;
YEDIDIA et al., 2000; ZHAO et al., 2014; NAZ et al., 2014; HADWIGER, 2015).

Em relacdo aos genes PR, ha uma abundancia de informacdes
principalmente relacionadas a plantas modelo, como Arabidopsis sp., tomate e
tabaco (proteinas PR foram encontradas em gendétipos de tabaco infectado
com TMV) (ZHANG et al., 2010; CHEOL SONG et al., 2016).

Em tabaco e Arabidopsis sp., 0 estabelecimento da SAR esta associado
a expressdo de genes PR. Algumas proteinas codificadas por esses genes
foram identificadas como (-1, 3-glucanases (PR2) e quitinases (PR3),
possivelmente capazes de hidrolisar os componentes da parede celular
microbiana (CONRATH, 2006). A familia PR2 age diretamente na inibicdo do
crescimento de fungos e oomicetos, dado que agem sobre as -1, 3-glucanas
presentes na parede celular desses patégenos (VAN LOON, REP E
PIETERSE, 2006).

As familias de genes que codificam PR3 e PR5 (proteina similar a
taumatina) tém sua expressdo associada a infeccdo por patdgenos e a
estresses mecanicos (ferimentos) e quimicos. As quitinases (PR3), bem como
os inibidores de proteinase (PR6), também podem atacar nematoides e insetos
herbivoros (VAN LOON, REP E PIETERSE, 2006).

Os membros da familia PR8 (quitinase tipo Ill) também possuem

atividade de lisozima e podem ser direcionados contra bactérias, enquanto que
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as defensinas (PR12) e as tioninas (PR13) possuem atividades antibacterianas
e antifingicas. Algumas proteinas de transferéncia de lipideos (PR14) possuem
atividades antifungicas e antibacterianas e membros da familia PR1 foram
associadas a atividade contra oomicetos. Notavelmente, as proteinas PR1 séo
frequentemente usadas como marcadores do estado defensivo reforcado
conferido pela SAR, mas sua atividade biol6gica permanece indefinida. PR9 é
um tipo especifico de peroxidase que pode atuar no reforco da parede celular,
catalisando a lignificacdo e aumentando a resisténcia contra multiplos agentes
patogénicos. PR10 mostra homologia com ribonucleases, e alguns membros
possuem atividade de ribonuclease fraca (Tabela 1) (VAN LOON, REP E
PIETERSE, 2006).

Tabela 1: Familias identificadas de proteinas relacionadas a patogénese.

Familia Propriedades

PR-1 Possivel acédo contra oomicetos
PR-2 B-1,3-glucanase

PR-3 Quitinase tipo |, 11, 1V, V, VI, VII
PR-4 Quitinase tipo I, Il

PR-5 Proteina semelhante ataumatina
PR-6 Inibidor da proteinase

PR-7 Endoproteinase

PR-8 Quitinase tipo Il

PR-9 Peroxidase

PR-10 Proteina semelhante aribonuclease
PR-11 Quitinase tipo |

PR-12 Defensina

PR-13 Tionina

PR-14 Proteina de transferéncia de lipidios
PR-15 Oxalato oxidase

PR-16 Proteina semelhante a oxalato-oxidase
PR-17 Desconhecida

(Adaptado de VAN LOON, REP E PIETERSE, 2006)

30



A proteina PR1 foi inicialmente identificada no tabaco como parte da
resposta de defesa a infec¢des virais. PR1 é a classe mais expressa da familia
de proteinas PR. (NARASIMHAN et al., 2003)

Em Arabidopsis sp., o gene PR1 é regulado somente por SA ou INA,
mas ndo é induzido por MeSA ou ET. Em tabaco, este gene ndo é apenas
induzido por SA, mas também por uma combinacdo de ET e MeSA. No
entanto, PR1 n&o foi induzido quando utilizado apenas MeSA ou ET. O gene
PR1b foi induzido fracamente por SA, mas foi fortemente ativado por JA
exdgeno em arroz. A expressao de um membro da familia PR1 foi considerada
constitutiva e ndo afetada por tratamentos com BTH ou &cido salicilico em
plantas de péra (ZHANG et al., 2010).

A ativacdo da SAR correlaciona-se com a expressao dos genes PR.
Embora as funcbes de alguns dos produtos dos genes PR sejam
desconhecidas, algumas dessas proteinas parecem conferir varios graus de
resisténcia ao patdégeno. A ativacdo da expressdo do gene PR e o
estabelecimento de SAR exigem a sinalizacao por SA. O papel essencial de SA
na SAR foi demonstrado em tabaco transgénico e plantas de Arabidopsis que
expressam o0 gene bacteriano de salicilato hidroxilase (nahG). Nestas plantas,
SA é convertido em seu composto inativo o catecol, e a inducédo da expressao
do gene PR e de SAR ¢ inibida (KINKEMA, FAN E DONG, 2000).

Argumenta-se que a administracdo de compostos biologicos, como SA e
glicoproteinas, ou compostos quimicos, como analogos de SA, conferem um
estado de resisténcia a planta. A infiltracdo de uma glicoproteina a fim de
causar a resposta de hipersensibilidade ja foi descrita por BAILLIEUL e
colaboradores (1995) e por CORDELIER e colaboradores (2003), usando uma
glicoproteina do fungo Phytophthora megasperma. Esta molécula também foi

capaz de induzir SAR em plantas de tabaco infectadas com TMV.
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7. Justificativa

O género Fusarium tem sido amplamente estudado pois, devido a sua
fitopatogenicidade, é capaz de devastar uma variedade de culturas alimenticias
(BURGESS, NELSON & SUMMERELL, 1989; HAFIZI, SALLEH & LATIFFAH,
2013; SCHAFER et al., 2014). Ademais, tem sido descrito também como um
importante patdégeno oportunista que vem emergindo como causador de
doencas em hospedeiros humanos imunocomprometidos (WALSH et al., 2004;
HAFIZI, SALLEH & LATIFFAH, 2013; SCHAFER et al., 2014).

Nos vegetais, F. oxysporum pode se instalar e se desenvolver em seus
tecidos, devido a capacidade de penetracdo das hifas em tecidos vegetais e a

producdo de enzimas que degradam a parede celular vegetal.

O cultivo de tabaco tem sido uma das safras de valor econédmico mais
acometidas por pragas fungicas. O género Nicotiana, depois do género
Arabidopsis, € um dos mais utilizados para estudos de defesa fitopatologica,

sendo consideradas plantas modelo.

Dentre o0s componentes da parede celular dos fungos, os
polissacarideos e as glicoproteinas tém se mostrado potentes estimuladores da
resposta inata e adquirida. Estudos recentes do nosso grupo demonstraram o
envolvimento de uma peptideoramnomanana (PRM) de Scedosporium
prolificans (XISTO et al. 2015) e de uma PGM de F. oxysporum (DE OLIVEIRA,
2016) na ativacdo de células fagociticas humanas e determinaram o seu papel

no direcionamento da resposta imune.

Tendo como base os aspectos destacados acima, este trabalho foi
desenvolvido com o intuito de determinar a participacdo da PGM isolada da

parede celular de F. oxysporum na fitopatogénese em Nicotiana tabacum.
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8. Objetivos

Objetivo Geral:

o Analisar o efeito da peptideogalactomanana (PGM) obtida da
parede celular de Fusarium oxysporum na patogénese causada pelo fungo em

plantas de tabaco (Nicotiana tabacum).

Objetivos Especificos:

. Obtencdo (glicoproteina (PGM) da parede celular de F.

oxysporum.

. Avaliar o papel da PGM purificada de F. oxysporum na
fitopatogénese da planta utilizando como modelo experimental a interacdo com
folhas de Nicotiana tabacum cv. SR1.

o Avaliar o papel da PGM purificada de F. oxysporum na
fitopatogénese utilizando como modelo experimental a interacdo com raizes de

plantulas de Nicotiana tabacum cv. SR1.
. Analisar a expressao de genes de resisténcia sistémica adquirida

em raizes de plantulas de Nicotiana tabacum cv. SR1 apds tratamento com a

PGM de F. oxysporum.
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Material e Métodos
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1. Microrganismo e condicdes de cultivo

O microrganismo utilizado foi da cepa n°® 4247 de F. oxysporum, cedida
pela Dra. Maria Inez Sarquis da Colecédo de Cultura de Fungos da FIOCRUZ —
RJ (CCFF). Sua manutencdo foi feita em meio de cultura Sabouraud
modificado (SAB-M) sdélido inclinado (glicose 2%, peptona 1%, extrato de

levedura a 0,5% e agar a 2%), com repiques semanais.

2. Obtencao do micélio de F. oxysporum

A massa de células foi obtida pelo crescimento dos fungos por
inoculacdo de amostra oriunda do meio de manutencdo em Erlenmeyers
contendo 200 ml de meio SAB-M liquido, mantido sob agitacdo (1800 G)
durante sete dias a temperatura ambiente (pré-inéculo). Partindo do pré-
indculo, o fungo foi novamente inoculado em Erlenmeyers contendo 1000 ml de
meio SAB-M e mantido sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e agitacao.
O micélio foi obtido por filtragdo a vacuo em funil de Buchner com gaze estéril,

lavado com agua destilada e estocado a -20°C até ser processado.

3. Extracao da glicoproteina bruta (GPB)

A GPB foi extraida a partir do micélio de F. oxysporum com tampao
fosfato de sddio 0,05M, pH 7,2, sob refluxo por 2h a 100°C (HAIDO et al.,
1998). A amostra foi centrifugada (1800 G/ 10 min), o sobrenadante
concentrado a um volume de 150 ml em evaporador rotatério a vacuo
(Heidolph - Laborota 4003 control) e precipitado com 3 volumes de etanol
92,8%, durante a noite a 4°C. Apoés centrifugacéo, o precipitado recuperado foi
ressuspendido em agua destilada, dialisado contra a mesma por 48h e, em
seguida, liofilizado (LiofilizadorLabconco — FreezeDry/LyphLock 4.5), dando
origem a GPB.
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4. Fracionamento da GPB com CETAVLON

A GPB foi fracionada utilizando brometo de hexadeciltrimetilamonio
(CETAVLON), segundo a metodologia de Lloyd (1970). Cem miligramas de
GPB foram dissolvidos em 10 ml de 4gua destilada e adicionados a 100 mg de
CETAVLON diluidos em 5 ml de 4gua destilada. O pH da solucao foi ajustado a
7,0 com NaOH 2M e a mesma foi mantida a temperatura ambiente, em
repouso, durante a noite. Apos centrifugacdo foi adicionado 7,5ml de &cido
bérico 1% ao sobrenadante da solucéo, o pH foi ajustado a 8,8 e a solugéo foi
mantida a temperatura ambiente em repouso, durante a noite. O precipitado foi
recuperado por centrifugacdo, lavado com acido acético a 2% em agua
destilada e precipitado com trés volumes de etanol 92,8%. A amostra foi
centrifugada e o precipitado recuperado foi diluido em agua destilada, dialisado
contra a mesma por 48h e liofilizado, resultando na fracdo B correspondente a

peptideogalactomanana (PGM) (Figura 13).
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Fusarium oxysporum
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Figura 13: Esquema de extracdo da glicoproteina bruta (GPB) e fracionamento com
CETAVLON para obtencéo da Fracdo B (PGM)
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5. Analises quimicas e estruturais

5.1. Anédlises colorimétricas

e Dosagem de acucares totais (DUBOIS et al., 1956): Aliquotas de
50 ul de solugbes contendo 1,0 mg/mL de GPB e de PGM foram adicionadas
de 200 pl de agua destilada. Em seguida, foram acrescentados 25 pul de fenol a
80% (p/v) e 1,5 ml de H,SO4 a 75% (v/v) e essa mistura foi aquecida a 80°C,
por 20 min. A leitura da densidade oOtica foi realizada em espectrofotdmetro
(Quimis) no comprimento de onda de 490 nm. Uma solucéo padrao de manose
(1,5 mg/ml) foi utilizada na elaboracdo de uma curva padrdo abrangendo a

faixa de concentracao de 37,5 a 150 pg/mL.

e Dosagem de proteinas (LOWRY et al., 1951): Aliquotas de 20 pl
de solugdes contendo 1,0 mg/mL de GPB e de PGM foram adicionadas de 100
pl de uma mistura contendo Na,COg3 a 2% (p/v) em NaOH a 0,1M, CuSQO4.5H,0
a 1% (p/v) e tartarato de sédio e potassio (KNaC4H4O6) a 2%, na proporcéo
100:1:1. As solucdes foram mantidas em repouso, a temperatura ambiente, por
10 min e apos esse tempo, 10 ul do reagente de Folin em H,O destilada (1:1)
foram adicionados. Passados 30 min a temperatura ambiente, procedeu-se a
leitura da densidade o6tica em leitor de ELISA (Thermoplate) a 655 nm (faixa de
comprimento de onda de 630-660 nm), utlizando-se uma solucdo de
soroalbumina bovina (BSA — 1 mg/mL) na elaboracdo de uma curva padrao,

abrangendo a faixa de 10 a 100 pg/ml.

e Dosagem de acidos urbnicos (BLUMENKRANTZ E ASBOC-
HANSEN, 1973): Aliquotas de 60 ul de solu¢des contendo 2,0 mg/ml de GPB e
de PGM foram adicionadas de 0,14 ml de agua destilada e 1 ml de uma
solucéao de borato de sodio 0,95% em H,SO,4 concentrado. Os sistemas foram
agitados e aquecidos a 100°C por 12 min. Apdés o resfriamento até a
temperatura ambiente, foram adicionados 40 ul de carbazol a 0,2% em etanol

absoluto. Os sistemas foram novamente agitados e, apds novo aquecimento a
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100°C por 10 min, a leitura oOptica foi feita em espectrofotdmetro (Quimis) a 525
nm. Foi utilizado como padrdo uma solucdo de &cido glucurdnico (1 mg/mL) na

faixa de concentracéo de 5 a 30 pg.

5.2. Andlise qualitativa da composi¢cdo monossacaridica da GPB e
da PGM

Para identificacdo da composicdo de monossacarideos, a GPB e a PGM
foram submetidas a hidrélise acida total com acido trifluoracético (TFA) a 3M
por 3h a 100°C (ALBERSHEIM et al., 1967). Os monossacarideos obtidos
foram analisados qualitativamente por cromatografia em camada fina (TLC)
usando o sistema de solventes composto por n-butanol/acetona/agua, 4:5:1
(v/viv) (OVODOV et al, 1966) e, como padrdo, uma mistura de
monossacarideos contendo ramnose, galactose, glicose e manose a 2% em
solucdo aquosa e uma solucao de &cido glucurdnico a 1 mg/ml. A revelacao
dos acucares foi realizada com orcinol/H,SO, a 100°C (KANFER &
HAKOMORI, 1983).

6. Avaliacdo da Resposta de Hipersensibilidade (HR) em plantas

de tabaco

6.1. Germinacao e crescimento de plantas

As sementes de N. tabacum cv. SR1 foram germinadas na Casa de
Vegetacdao, localizada no campus do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), com controle de temperatura a
28°C +/-2°C, com fotoperiodo de 12h e no substrato para plantas (Top Garden
Green — pH 5,8 +/- 0,5). Ap6s 30 dias as plantas originadas foram transferidas
para vasos individuais até atingirem o tamanho ideal (surgimento da terceira

folha verdadeira) para realizacdo do experimento de infiltragc&o.
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6.2. Interacdo de folhas de N. tabacum cv. SR1 com a PGM de F.

oxysporum pela técnica de infiltracdo

Para este experimento foram utilizadas as plantas crescidas na Casa de
Vegetacdo. Apos atingirem o tamanho esperado suas folhas foram elicitadas
com solugbes da PGM de F. oxysporum ressuspendidas em agua bidestilada
estéril nas concentracdes de 200 e 400ug/ml utilizando a técnica de infiltracdo
(D’SILVA E HEATH, 1997; WANG et al., 2012).

Esta técnica se fundamenta na infiltracdo das solucdes de PGM na
porcdo ventral da folha. Com o auxilio de uma seringa sem agulha é feita uma
leve pressdo na folha sem machucéa-la, a fim de que o liquido penetre no tecido
foliar. Além das solucdes da PGM, utilizou-se soro albumina bovina (BSA) 1M
como controle positivo e agua bidestilada estéril como controle negativo. Os
resultados foram avaliados apds 24h, 48h e 72h a luz visivel e sob a luz UV
com auxilio de uma lampada UV de alta intensidade. O esquema utilizado na
interacdo da PGM com as folhas de N. tabacum esta representado na figura
14.

@ssA

@ PGM 400pg/ml
PGM 200ug/ml

@ H,0 miliQ

Pebebbadedel

Solucdes de PGM (200 ug/ml e
400pg/ml), BSA e H,O MiliQ

Andlise com canhao de luz UV

Figura 14: Esquema da infiltracdo da peptideogalactomanana (PGM) de F. oxysporum em
folhas de N. tabacum.
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7. Avaliacdo da resisténcia sistémica adquirida (SAR) em

plantulas de tabaco apds o tratamento com a PGM

7.1. Germinacdo das sementes e crescimento de plantulas

Cem mililitros de meio de cultura MS meia forca (Murashige & Skoog,
1962) semi-solido foi preparado contendo sal MS (2,2g), sacarose (15g) e agar
(99). O meio foi esterilizado por autoclavagdo e apos resfriamento, dentro do
fluxo laminar, foi adicionado de 500 pl de vitamina MS (tiamina, &cido
nicotinico, piridoxina, mioinositol e glicina) e vertido em placas de Petri sob
condicles estéreis. Uma esterilizacdo das sementes de tabaco (armazenadas
a -20°C) foi feita por um processo que consistiu em uma lavagem, por agitacéo
manual, com etanol 70%, por 5 min, apés o que todo liquido foi aspirado com o
auxilio de uma micropipeta. Em seguida foi feita uma lavagem com hipoclorito
de sodio a 2% (50ml) adicionado de TWEEN 20 (2 gotas), seguindo os
mesmos parametros de agitacdo e aspiracdo. Em seguida, seis lavagens
consecutivas com agua destilada estéril foram realizadas, sendo retirado todo
liquido remanescente por aspiracdo. Apos secagem das sementes, estas foram
dispostas sobre 0 meio ja solidificado e espalhadas com o auxilio de uma alca

bacteriologica estéril (Figura 15).

Figura 15: Placa contendo meio MS semi-soélido e plantulas de Nicotiana tabacum cv. SR1.
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A placa foi fechada e vedada com adesivo Micropore ®, possibilitando
trocas gasosas e o crescimento da planta, sendo a mesma mantida em estufa
BOD a 28°C com fotoperiodo de 12h. Apds chegarem ao estagio de plantulas

(= 1 més) foi realizado o experimento de interagcdo da PGM com suas raizes.

7.2. Avaliacdo do efeito da PGM de Fusarium oxysporum nas

raizes de plantulas de Nicotiana tabacum cv. SR1

Em placas de 6 pocos contendo meio MS liquido, foram dispostas
plantulas elicitadas com diferentes concentragbes de PGM de F. oxysporum.
Duas concentracdes distintas de PGM (200 e 400ug/ml) foram diluidas em
solucdo isotbnica, para avaliar a sua acdo nas raizes das plantulas de tabaco,
como a seguir: gentilmente, com o auxilio de uma pinca estéril, a plantula foi
retirada do meio semi-solido, suas raizes foram lavadas em agua bidestilada
estéril e em seguida mergulhadas nas diferentes solugbes de PGM por 30
segundos. Um tratamento contendo apenas a solucao isotbnica foi utilizado
como controle negativo. Em seguida, as raizes elicitadas foram colocadas em
seus respectivos pocos na placa contendo o meio de cultura. Amostras das
raizes foram coletadas nos tempos Oh, 24h, 48h, 72h e 96h. Apds cada tempo
foram feitas analises com auxilio de microscépio Optico, onde foi observada a
mudanca de pigmentacéo da raiz, devido ao acumulo de H,O,. Para a analise
foi utilizado o 3,3-diaminobenzidina (DAB) (Sigma) na concentracédo de 1mg/ml,
diluido em agua bidestilada como se segue: as plantulas foram retiradas dos
poOcos, suas raizes separadas e colocadas em tmicrotubos de 1,5 ml. A seguir
adicionou-se 1 ml de DAB as raizes das plantulas. Os tubos foram mantidos
por 2h na auséncia de luz e a temperatura ambiente, apds o que as raizes
foram transferidas para outro tubo contendo etanol fervente a 70°C, por 10 min.
Apos a incubagao com DAB, as raizes foram observadas ao microscopio optico
com um aumento de 10x (DONG et al., 2008). As raizes ndo utilizadas neste
experimento, tratadas e nao tratadas, foram mantidas em freezer -80°C para

serem utilizadas nos ensaios de expressao génica.
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7.3. Avaliacdo da expressdao de genes de resisténcia induzidos

pelo tratamento das raizes com a PGM por PCR em tempo real

Raizes de plantulas foram coletadas antes e apos a interacdo com a
PGM de F. oxysporum, ao longo de 5 dias (Oh, 24h, 48h, 72h e 96h) e mantidas
em freezer a -80°C. As raizes foram maceradas em 1 ml de trizol (Life
Technologies) para a extracdo de RNA total, conforme descrito no protocolo do
fabricante. A quantificacdo do RNA extraido foi verificada utilizando 1pl da
amostra e o equipamento NanoDrop™ ND-1000 (ThermoScientificCo.). A
deteccdo e a qualidade de RNA foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 0,8% utilizando tampéao tris acetato EDTA (TAE) 0,5x. As bandas de

RNA foram visualizadas apés coloragédo do gel com brometo de etidio.

A fim de eliminar residuos de DNA contaminantes da extracdo de RNA,
1ug do RNA extraido foi tratado com a enzima RQ1 RNase-FreeDNase
(Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida, 0 mesmo
1ug do RNA foi utilizado para a producdo do DNA complementar (cDNA- mais
estavel) utilizando o Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas
Co.) e 100uM do primer Oligodt (SIGMA), de acordo com as instru¢cbes do
fabricante.

A andlise da expressdo génica foi realizada por gRT-PCR em tempo
real, por ser o método que apresenta maior sensibilidade e especificidade na
analise de transcritos. Essa técnica consiste no processo de transcricdo
reversa (RT) do cDNA seguida da reacdo em cadeia da DNA-polimerase (PCR)
com a incorporacao de moléculas fluorescentes (SYBR Green) covalentemente
ligadas ou ndo a nucleotideos. Essas moléculas fluorescentes podem ser
quantificadas durante a cinética da reacdo (em “tempo real”). Os produtos
formados sdo monitorados a cada ciclo de reacao, o que permite uma deteccéo

rapida e especifica dos produtos de amplificacdo (GACHON et al., 2004).

A reacao foi realizada no equipamento “Applied Biosystems® 7500 fast
Real-Time PCR” usando placa de 96 pocos. Todas as reacdes foram
realizadas usando dois pools de amostras independentes onde cada um
continha a extracdo do RNA total e tratado, como especificado anteriormente,

de dez raizes de plantulas diferentes. Os resultados da expressdo génica
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relativa foram obtidos utilizando a média destes dois pools que foram
constituidos de duas replicatas biologicas das raizes em cada tratamento e que
foi analisado em triplicata técnica. Trés controles negativos, sem cDNA, foram
incluidos na placa para cada combinacdo de oligonucleotideos iniciadores

(primers).

As amostras foram misturadas, com o par de iniciadores especificos
para 0 gene em estudo (10mM) e SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(ThermoScientific), de acordo com as instru¢cdes do fabricante, para avaliar a
expressdo dos diferentes genes através da deteccdo da sintese de fita dupla
de cDNA.

Quatro pares de iniciadores especificos (Tabelas 2 e 3) para tabaco
foram utilizados, no qual dois pares amplificam genes que foram avaliados
quanto a resposta a inducao de SAR, PR1 (Proteina relacionada a patogénese
1) e PAL, e os outros dois pares que amplificam os genes PP2A (fosfatase 2A)

e Actina, constitutivos da planta.

A reacdo de amplificacdo do cDNA foi realizada em volume final de 25pl,
de acordo com as orientacdes do fabricante. Os ciclos das reacdes de gRT-
PCR em tempo real foram: 10 min a 95°C para desnaturacao inicial, seguido de
40 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 15 segundos e anelamento / extenséo a
60°C por 1 min, exceto para os genes PAL que foi ajustada para 62°C.

O valor de Ct (Cycle threshold) das triplicatas técnicas foi avaliado e os
que apresentavam diferenca maior que 0,5 foram excluidos. A partir desses

valores foram calculados a média e o desvio padréao
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Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para analisar a expressdo de genes
constitutivos associados a resisténcia adquirida sistémica.

Gene Iniciador Iniciador Tm

Pb

amplificado direito (5’-3’) reverso (5°-3’) calculado

PP2A GTGAAGCTGTAGGGCCTGAGC CATAGGCAGGCACCAAATCC 56 60°C

Actina AGGGTTTGCTGGAGATGATG CGGGTTAAGAGGTGCTTCAG 56 60°C

(MONTEBIANCO, 2014)

Tabela 3: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para analisar a expressdo de genes de
resisténcia associados a resisténcia adquirida sistémica.

Gene Iniciador Iniciador Tm
amplificado direito (5’-3’) reverso (5-3’°) Pb calculado
PR1 ATGCGCAAAATTATGCTTCC TCTCATCGACCCACATCTCA 138 60°C
PAL AGTCGTGGACAGGGAATACG ATTGAGCTGTTCGCGTTCTT 141 62°C

(MONTEBIANCO, 2014)

8. Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utlizando o programa
GraphPadPrism versédo 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego
CA). Utilizamos a andlise de variancia “two-way” ANOVA com o objetivo de
comparar diferenca entre grupos, enquanto comparacgoes individuais de grupos

foram feitas utilizando o teste de Bonferoni (Bonferoni posttest) (p < 0,05).
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Resultados
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1. Isolamento e purificacdo parcial da glicoproteina de Fusarium

oxysporum

Uma quantidade de 700 mg da GPB obtida a partir do micélio de F.
oxysporum por extracdo aquosa a quente, foi parcialmente purificada pelo
fracionamento com CETAVLON (Lloyd, 1970), originando uma frac&o
majoritaria na presenca de borato de sddio em pH 8,8, correspondente a fragdo
B (PGM). Esta purificacdo parcial apresentou um rendimento de 7,5%, uma vez
que partindo de 700 mg de GPB foram obtidas, aproximadamente, 55 mg de
PGM.

2. Analises colorimétricas

Por meio de métodos analiticos a GPB e a PGM foram analisadas
quanto ao teor de acucares totais (GPB: 82,2% e PGM: 80,6%), proteinas
(GPB: 79,4% e PGM: 5,9%) e acucares acidicos (GPB: 21,2% e PGM: 15,1%)
(Tabela 4).

Tabela 4: Contetdo de acgUcares neutros, proteinas e agucares acidicos da GPB e da PGM
obtidas através da precipitagdo com CETAVLON.

Aclcares Aclcares
Amostras Proteinas 2 totais (%) ° acidicos (%) ©
GPB 79,4 82,2 21,2
PGM 5,9 80,6 151

*(LOWRY et al., 1951)
®(DUBOIS et al., 1956)
° (BLUMENKRANTZ e ASBOC-HANSEN, 1973)

3. Andalise qualitativa dos monossacarideos componentes da
GPB e da PGM

Por meio da analise qualitativa por TLC, constatou-se que o0s

monossacarideos componentes da GPB e da PGM, obtidos apds hidrélise
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acida com TFA a 3M, foram manose, glicose e galactose. Na Fr. A também se

observou a presenca de 4cido glucurénico (Figura 16).
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Figura 16: Analise qualitativa da composicdo de monossacarideos da GPB e da PGM de F.
oxysporum por TLC ap6s hidrélise com TFA a 3M, 3h/ 100°C. Sistema de solventes: n-butanol-
acetona-agua, 4:5:1 (v/viv). Revelador: orcinol-acido sulfarico. Padrdo 1: ramnose, manose,
glicose e galactose. Padrao 2: acido glucurdnico.

4. Avaliacdo da resposta de hipersensibilidade de Nicotiana

tabacum cv. SR1 apds tratamento das folhas com a PGM de Fuasrium

oxysporum

No ensaio de infiltrac&o, folnas de N. tabacum cv. SR1 foram elicitadas

pela PGM de F. oxysporum, como visto no esquema da figura 14. Apos a

infiltracdo das solu¢cdes de PGM na folha ndo foram vistas alteracdes a luz
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visivel em nenhum dos tempos avaliados (24h, 48h e 72h). Porém, na
observacdo sob luz UV, foram observados halos fluorescentes nos locais de
infiltracdo do controle positivo e de todas as solu¢cdes de PGM. Esses halos
fluorescentes aumentavam de intensidade proporcionalmente ao aumento da
concentracdo da solucdo de PGM e ao aumento do tempo de avaliagcdo. Nao
foram observadas resposta de necrose proeminente em nenhum dos pontos
(Figura 17).

Figura 17: Andlise de folha de Nicotiana tabacum cv. SR1 infiltrada com diferentes
concentracdes de peptideogalactomanana (PGM). Folha observada a luz visivel nos tempos de
Oh (A), 24h (B), 48h (C) e 72h (D). Folha observada a luz UV nos tempos 24h (E), 48h (F) e
72h (G). Marcagdes: BSA (vermelho), PGM 400ug/ml (verde escuro), PGM 200 pg/ml (verde
claro) e 4gua bidestilada (azul).
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5. Avaliacdo da resposta oxidativa em plantulas de Nicotiana

tabacum cv. SR1 ap6s tratamento com a PGM de Fusarium oxysporum (in

Vitro)

As raizes das plantulas de N. tabacum crescidas em meio semi-solido
foram avaliadas quanto a resposta oxidativa apds tratamento com a PGM de F.
oxysporum. A producdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) foi observada apos
elicitacdo de raizes com diferentes concentracdes da PGM de F. oxysporum.
Observamos a precipitacdo do DAB nas raizes das plantulas tratadas com a
PGM nos tempos 24h, 48h, 72h e 96h, indicando a producéo e deposicéo de
perdxido de hidrogénio (H»O) no tecido das raizes. O mesmo resultado nao foi

observado nos controles e no tempo Oh de tratamento (Figura 18).

Figura 18: Observacéo da resposta oxidativa, pela deposicdo de 3,3-diaminobenzidina (DAB),
em raizes de plantulas de Nicotiana tabacum cv. SR1. Raizes tratadas apenas com solugdo
isotbnica nos tempos: Oh (A), 24h (B), 48h (C), 72h (D) e 96h (E). Raizes tratadas com solugéo
de PGM 200ug/ml nos tempos: 24h (F), 48h (G), 72h (H) e 96h (l). Raizes tratadas com
solucao de PGM 400ug/ml nos tempos: 24h (J), 48h (K), 72h (L) e 96h (M). As marcagdes em
vermelho indicam os locais onde ocorreu acumulo de H,O,. PGM: peptideogalactomanana
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6. Avaliacdo da resisténcia adquirida sistémica em raizes de

plantulas de Nicotiana tabacum cv. SR1 tratadas com PGM de Fusarium

oxysporum

Para avaliar a resposta de defesa induzida pela elicitacdo das raizes de
plantulas de N. tabacum cv. SR1 com a PGM de F. oxysporum, 0s niveis de

transcritos de dois genes (PR1 e PAL) foram avaliados.

Primeiramente foi feita a extracdo do RNA total, e sua qualidade foi
analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8% utilizando tampao tris
acetato EDTA (TAE) 0,5x. As bandas de RNA foram visualizadas apés
coloracdo do gel com brometo de etidio. Em seguida foi feito um tratamento
com DNAse para a posterior sintese do cDNA. A avaliacdo da expressdo dos
genes relacionados a defesa (PR1 e PAL) foi realizada utilizando gRT-PCR em

tempo real.

Inicialmente foi possivel observar que a PGM de F. oxysporum foi capaz
de induzir a expressdo dos dois genes de defesa analisados. O padrdo de

expressao desses genes, no entanto, foi inesperado.

A elicitacdo do tecido radicular das plantulas de N. tabacum cv. SR1 com
a concentracao de 400ug/ml da PGM levou a uma alta expressao do gene PR1
em 72h — aproximadamente 45 vezes mais expresso que 0 controle —
ocorrendo uma queda acentuada em 96h. A concentracdo de 200ug//mi
apresentou um padrao distinto, pois seu pico de expressao ocorreu em 24h e
foi decaindo ao longo do tempo (Figura 19).

O gene PAL, assim como o gene PR1, quando elicitado com 400ug/mi
de PGM de F. oxyporum apresentou expressdo maxima em 72h -
aproximadamente 9 vezes mais expresso que o controle. J4 a concentracdo de
200ug//ml de PGM foi capaz de induzir a expressdo maxima do gene em 48h,

diminuindo gradualmente ao longo do tempo (Figura 20).

Comparando o perfil de expresséao dos dois genes avaliados é possivel
observar que ambos apresentam um pico maximo de expressdo em 72h

quando elicitados com a maior concentracdo de PGM (400ug/ml). Apenas a
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expressao do gene PR1 foi dose dependente até 72h, declinando bruscamente
em 96h.
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Figura 19: Expressao do gene relacionado a patogénese 1 (PR1) em raizes de plantulas de
Nicotiana tabacum tratadas com diferentes concentracdes de peptideogalactomanana. Todos
os resultados foram obtidos em experimentos feitos em duplicata biolégica e triplicata técnica
(*p <0.05,***p<0.001 e ns = ndo significativo).
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Figura 20: Expressdo do gene Fenilalanina amonia liase (PAL) em raizes de plantulas de
Nicotiana tabacum tratadas com diferentes concentracdes de peptideogalactomanana. Todos
os resultados foram obtidos em experimentos feitos em duplicata biolégica e triplicata técnica
(*p <0.05, **p<0.001 e ns = ndo significativo).
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F. oxysporum € um fungo que tem sido estudado devido a sua
capacidade fitopatogénica (BURGESS, NELSON E SUMMERELL, 1989) e por
estar emergindo como um importante fungo oportunista causador de doencas em
hospedeiros imunocomprometidos (WALSH et al., 2004; HAFIZI et al., 2013;
SCHAFER et al., 2014).

A parede celular fungica € uma estrutura altamente relevante na célula,
uma vez que controla sua forma e a protege contra danos mecanicos. Essa
estrutura celular estd envolvida na interacdo fungo/célula hospedeira,
proporcionando adesdo e posterior invasdo do fungo no tecido do hospedeiro
(REISS et al., 1992; LATGE, 2010).

Os (glicoconjugados sao moléculas envolvidas no processo de
colonizagédo de tecidos, como adesédo e diferenciacdo celular (CRUCHO et al.,
2015), sendo considerados fatores de viruléncia em fungos como: Aspergilus
fumigatus, Candida glabrata, Scedosporium apiospermum e Pseudallescheria
boydii (LOPEZ-RIBOT et al. 2004; PINTO et al., 2004; SCHMALHORST et al.,
2008; SEIDER et al., 2011; ROLLIN-PINHEIRO et al., 2014). Essas moléculas sédo
de grande importancia para a interagdo do fungo com o hospedeiro e seu estudo
fornece informacgdes relevantes sobre mecanismos de colonizacdo, interacdes
patégeno/hospedeiro e patogénese, assim como novos alvos para agentes
antifingicos (RUIZ-HERRERA et al., 2006; ROILIDES et al., 2009; LATGE, 2010).

Os glicoconjugados presentes na parede celular de microrganismos foram
descritos como moléculas importantes no estimulo e na supressao da resposta
imune em plantas (ERBS & NEWMAN, 2009). Notadamente, os glicoconjugados
de origem fungica ja foram apontados como fatores de viruléncia na patogénese
de plantas. Ensaios feitos com F. oxysporum. sp. Nicotianae determinaram que o
aumento da expressao de glicoproteinas da parede celular do fungo resultaram
no aumento da severidade de lesdes apresentadas apés a infec¢cdo em folhas de
tabaco (NARASIMHAN et. al., 2003). Em 2011, PENG e colaboradores
demostraram que o glicoconjugado PemG1, extraido de Magnaporthe grisea,
apresentou efeitos patogénicos em Arabidopsis e em plantas de arroz. Em 2015,
ZHANG e colaboradores observaram efeitos semelhantes em plantas de tabaco e

tomate com a molécula BcGsl1, extraida do fungo Botrytis cinerea.
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Contemplando os prévios argumentos, neste trabalho foi isolada uma
glicoproteina a partir do micélio de F. oxysporum, a qual foi purificada pelo
fracionamento com CETAVLON, segundo a metodologia de LLOYD (1970),
originando uma fracdo B. Essa fracdo foi caracterizada como uma PGM em
estudos prévios do nosso grupo. DE OLIVEIRA (2016) demonstrou, por analises
colorimétricas, que esta molécula era composta por agucares neutros (80,6%) e
proteinas (5,9%) e, por cromatografia de camada fina (TLC), que os
monossacarideos presentes eram manose, glicose e galactose. A reatividade
imunolégica de PGM de fungos ja foi descrita em A. fumigatus (HAIDO et al.,
1998) e A. flavus (SILVA BAHIA et al., 2003; FILIZZOLA, 2010).

Em seu ambiente natural, as plantas encontram uma grande variedade de
agentes patogénicos, incluindo fungos, oomicetos, virus e bactérias. As defesas
das plantas dependem da interacdo entre padrdes moleculares associados ao
patdgeno (PAMP) e receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) presentes no
hospedeiro. A inducdo desse tipo de resposta envolve vias de sinalizacdo de
MAPquinase, expressdo de genes que codificam proteinas PR, a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), producdo de fitoalexinas e deposicao de

calose para limitar a infeccao e crescimento de patdégenos (SUN et al., 2015).

O uso de estratégias capazes de estimular respostas de defesa
(constitutivas e induzidas) em plantas € muito empregado com o intuito de impedir
a colonizacdo da planta por patdgenos (VOGEL-ADGHOUGH et al.,, 2013).
Elicitores sdo compostos que ativam as respostas de defesa em plantas,
tornando-as menos suscetiveis ao atague por uma ampla gama de agentes
patogénicos (COOPER & HORTON, 2017). Os elicitores derivados de patégenos
sdo mais comumente associados a inducdo de defesas do hospedeiro e estes,
guando reconhecidos pelos PRRs codificados pelo hospedeiro, resultam no
estimulo da imunidade ativada por PAMPs. Esta forma de resisténcia pode
minimizar ou prevenir a colonizagdo microbiana, tornando o uso de elicitores mais
adequado para controle de patégenos em sistemas agricolas (SINGH et al., 2017;
SUN et al., 2015).

A resposta de HR em folhas foi previamente observada na literatura. Em

2012, WANG e colaboradores infiltraram em folhas de tabaco a molécula PevD1
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isolada do fungo patogénico Verticilium dahliae, observando que esta molécula
induziu HR nas plantas de tabaco.

Na presenca da PGM de F. oxysporum as plantas de N. tabacum cv. SR1
nao apresentaram uma resposta de necrose proeminente em nenhum dos pontos
infiltrados, como era esperado. A observacao sob luz UV mostrou que a molécula
induziu uma resposta do tipo HR de forma dose e tempo dependente, uma vez
gue a intensidade dos halos fluorescentes, observados nos pontos de infiltracao,
aumentava proporcionalmente a concentra¢ao de PGM infiltrada e aos tempos de
observacédo. Isso indica que pode ter havido formacdo de compostos fendlicos
associados a morte celular, induzidos e liberados nestes tecidos (WANG et al.,
2012).

Quando em contato com um patégeno a planta € capaz de produzir um
conjunto de respostas de defesa, dentre as quais podemos destacar a rapida
formacao de espécies reativas de oxigénio, como peroxido de hidrogénio (H.05).
Esses compostos parecem desempenhar papéis fundamentais nos estagios
iniciais e tardios da resposta das plantas contra patdégenos (ZHAO et al., 2007).
Segundo DONG e colaboradores (2008), a producao de H,O, contribui de forma
relevante para o reforco da resisténcia de plantas transgénicas contra patégeno
Sclerotinia sclerotiorum. Esta resposta tem o intuito de reforcar a parede celular e
evitar a propagacdo do agente patogénico para outros locais da planta,
essencialmente, formando uma rede em volta do patdogeno e dessa forma
restringindo sua reproducdo e propagacdo. Em concentragBes toxicas, o H,O,
pode causar danos ao DNA, oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados e
oxidacdo de aminoéacidos (GERBER et. al, 2004; TUDZYNSKI et. al, 2012;
MUTHAMILARASAN & PRASAD, 2013 STAEL et. al, 2015).

A PGM de F. oxysporum foi capaz de induzir a producéo de H,O, nas
raizes das plantulas de N. tabacum cv. SR1. A produgédo de H,O, foi detectada
através da reacdo de precipitacio com DAB e sua concentracdo aumentou
progressivamente ao longo do tempo avaliado. A deposicdo de DAB observada
nas raizes tratadas com PGM esta relacionada a uma resposta da planta contra o

patégeno e as suas moléculas de superficie. O uso da PGM de F. oxysporum
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pode propiciar uma defesa posterior a outros patégenos como foi observado por
PENG e colaboradores (2011) e ZHANG e colaboradores (2015).

A SAR é um mecanismo de defesa ativado através da via de sinalizacao
mediada pelo SA ap6s uma HR. Devido a sua importdncia econdmica, 0S
mecanismos reguladores de SAR tém sido extensivamente estudados usando

plantas modelo como Arabidopsis, tabaco e arroz (KUSAJIMA et al., 2017).

Os compostos fenodlicos (metabdlitos da via fenilpropandide)
desempenham um papel relevante no crescimento e na adaptacdo ambiental de
muitas plantas. PAL é a primeira enzima chave da via fenilpropandéide, sendo um
agente regulatério das respostas de crescimento de plantas (MA, 2016; CHEN,
2017).

PAL é uma das enzimas que ligam o metabolismo primario ao
metabolismo secundario, por isso é bastante estudada no que diz respeito as
respostas das plantas aos estresses bidticos e abibticos. Andlises de expressao
génica demonstraram que PAL poderia ser estimulada por elicitores ambientais,
como baixa temperatura, desidratacdo e irradiacdo UV. As moléculas de
sinalizacdo de plantas, como SA e JA também estimularam a expressédo de PAL
(MA, 2016).

Em Arabidopsis, isocorismato sintase 1 (ICS1) é uma enzima chave na
biossintese de SA para a inducéo de SAR, sendo o seu equivalente, em tabaco, a
via biossintética mediada por PAL (KUSAJIMA et al., 2017).

CASS e colaboradores (2015) apontaram que a supressao do gene PAL
aumenta a suscetibilidade da planta Brachypodium contra patégenos biotroficos.
A super expressdo desse gene, porém, tem um efeito oposto: ela promove o
acumulo de compostos fenilpropandides, como a lignina, auxiliando na formacao

de uma barreira mecanica contra agentes patogénicos.

Neste trabalho foi observado que duas concentracdes distintas de PGM
foram capazes de expressar diferentemente o gene PAL. As duas concentragdes
(400 pg/ml e 200 pg/ml) se mostraram eficientes em aumentar a expressao do
gene, porém esta expressdo sO € significativa (p < 0,05) até 72h apds o

tratamento. Este dado esta de acordo com o que ja foi descrito previamente na
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literatura, onde pesquisas mostraram que a sinalizacdo de defesa mediada por
genes PAL parece ser rapidamente ativada, mas posteriormente suprimida.
(CASS et al. 2015; CHEN, 2017)

Proteinas PR sdo componentes da imunidade ativada por PAMPs e
podem agir como marcadores de SAR em plantas, impedindo a invasao por
patégenos. (MIRANDA et al., 2017)

PR1 é uma das proteinas mais produzidas ap0s o ataque de patdgenos e
embora tenha sido amplamente estudada, sua funcdo exata ainda permanece
desconhecida. PEC'ENKOVA e colaboradores (2017) sugeriu que esta proteina
tenha atividade antifingica, estando envolvida na sinalizacdo de defesa mediada

por SA e na morte celular relacionada a HR.

Estudos mostraram que quando o gene PR1 foi super expresso no
tabaco, essas plantas se tornaram ligeiramente mais resistentes a certos agentes
patogénicos, como 0s oomicetos Phytophthora parasitica e Peronospora tabacina.
No entanto, quando PR1 foi silenciado essas plantas apresentaram maior
suscetibilidade a infecgbes por estes oomicetos (KIBA et al., 2007; GAMIR 2016;
PEC'ENKOVA et al., 2017).

Quando tratada com a PGM de F. oxysporum, N. tabacum expressou o
gene de defesa PR1 a partir de 24h. A concentracdo de PGM de 400ug/ml
apresentou um perfil de expressao genica tempo e dose dependente até 72h apés
o tratamento com a PGM. Esses dados encontrados sdo semelhantes aqueles
apresentados por GAMIR (2016).

O perfil de expressao desses genes de defesa, PR1 e PAL, sugere que a
PGM de F. oxysporum pode ser utilizada como um elicitor de defesa em plantas.
Esses elicitores tem a capacidade de controlar a infeccdo por patégenos pois
ativam o sistema de defesa da planta antes desta entrar em contato com um
microrganismo patogénico, auxiliando no controle de infec¢cdes (COOPER e
HORTON, 2017).
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O processo de extracao e purificacdo pelo qual a PGM de F. oxysporum
€ obtida possui um rendimento muito baixo, fazendo com que
sucessivas extracdes e purificacdes sejam necessarias, com o intuito de
obter uma quantidade de PGM suficiente para realizagdo dos

experimentos.

A caracterizacdo quimica da PGM mostrou que esta se tratava de uma
glicoproteina contendo manose ,glicose e galactose, sendo portanto

definida como uma peptideogalactomanana (PGM).

A PGM de F. oxysporum foi capaz de induzir uma resposta de HR tempo
e dose dependentes em folhas de N. tabacum cv. SR1, levando a crer
gue esta molécula seja capaz de ativar uma resposta de defesa local na

planta.

Raizes de plantulas de N. tabacum cv. SR1 quando tratadas com a PGM
de F. oxysporum exibiram uma producdo de H,O, A producdo desse
composto é caracteristica do burst oxidativo, tendo como funcéo isolar e

eliminar o patégeno.

A PGM de F. oxysporum foi capaz de aumentar a expresséo dos genes
de defesa PR1 e PAL em raizes de plantulas de tabaco. Essa expressao
aumentada pode conferir um perfil de resisténcia sistémica a planta e

uma possivel protecdo contra futuros ataques por patégenos.

Os resultados apresentados comprovam a acgao fitopatogénica da PGM
presente na parede celular de F. oxysporum em plantas de tabaco.
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