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EXPRESSAO DIFERENCIAL DE cDNAS DE MAGAS CV. FUJI EM
RESPOSTA A INOCULACAO COM OS FUNGOS Botryosphaeria dothidea
E Penicillium expansum E O TRATAMENTO TERMICO EM POS-
COLHEITA."

Autor: Adriana Regina Corrent
Orientador: Renar Jodo Bender
Co-orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do tratamento térmico
por aspersdo de agua a 58°C por 30 segundos no controle das podridées em
pos-colheita causadas pelos fungos Botryosphaeria dothidea e Penicillium
expansum e caracterizar, em nivel molecular, interagées entre o patégeno B.
dothidea e macgéas cv. Fuji, a fim de identificar o efeito do tratamento térmico na
inducao de genes de resisténcia. O primeiro trabalho desenvolvido foi o estudo
de diferentes métodos de extracdo de RNA total de macgas, em trés estadios de
maturacdo e em diferentes partes do tecido dos frutos. Magas verdes
apresentam maior rendimento de RNA quando comparadas com magés em
senescéncia e maduras. Dentre os tecidos estudados, a epiderme apresentou
maior quantidade de RNA total. Nos trabalhos de expressao génica diferencial
o perfil de expressao de magas inoculadas com B. dothidea e nao inoculadas
foi comparado, através da técnica de Differential Display RT-PCR.
Quatrocentos fragmentos de cDNAs diferencialmente expressos foram
isolados. Destes, trinta nao apresentaram similaridade com nenhuma
sequéncia depositada no GenBank. Quatorze sequéncias foram similares a
metalotioninas (Mets) do tipo 2 de Malus domestica. Também foram isoladas
uma profilina alergénica, uma proteina de resisténcia CC-NBS-LRR, uma
fosfatase e uma proteina hipotética SHOOT2. A incidéncia e a severidade da
podriddao branca foram reduzidas pelo tratamento térmico. O numero de lesdes
ocasionadas por P. expansum foi reduzido e tamanho das lesées néo sofreu
influéncia. Ja as caracteristicas fisico-quimicas nao foram alteradas pelo
tratamento com calor. Foram obtidos resultados da expressao génica através
do DD-RT-PCR, porém a analise das sequéncias nao demonstrou nenhuma
similaridade com as sequéncias disponivies no GenBank.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (136 p.) Mar¢o, 2007.
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EFFECTS OF POSTHARVEST HEAT TREATMENTS ON THE CONTROL OF
Botryosphaeria dothidea AND Penicillium expansum AND ON
DIFFERENTIAL DISPLAY OF cDNA’S OF CV. FUJI APPLES.?

Author: Adriana Regina Corrent
Adviser: Renar Jodo Bender
Co-adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

The present work was conducted in order to evaluate alternative
methods to control postharvest decay incidence. The objective was to
determine the effectiveness of heat treatments with water at 58°C for 30
seconds on postharvest control of Botryosphaeria dothidea and Penicillium
expansum and to characterize at the molecular level the interactions between
B. dothidea and cultivar Fuji apples in order to identify the effects of heat
treatments on the induction of resistance related genes. In the first part of the
work different RNA extraction methods of apples at different ripeness stages
and from different fruit tissues were tested. Less ripe apples have higher RNA
yields in comparison to riper apples. Amongst the analyzed tissues, epidermal
tissues yielded highest total RNA. In the work with differential display the
profiles of inoculated and not inoculated apples with B. dothidea were
compared through DD-RT-PCR. 400 fragments of cDNA’s differentially
expressed were isolated. 30 fragments did not have any similarity with any of
the sequences of the GenBank, 14 sequences were similar to type 2
methalothionines (Mets) of Malus domestica. Beyond Mets, were isolated as
well an allergenic profiline, a domain of CC-NBS-LRR, a phosphatase and a
protein SHOOT2. The results on gene expression and on the postharvest
control of white rot and blue mold throgh hot water sprays at 58°C for 30s
indicate that there is a reduction on the incidence and severity of white rot. Heat
treatments do not affect fruit quality and lesion size of decay caused P.
expansum, though, reduce the number of lesions on treated apples. The DD-
RT-PCR technique did not result in positive identification of differentially
expressed genes.

2 Doctoral Thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (136 p.) March, 2007.
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CAPIiTULO |
1. INTRODUGAO

1.1. A Cultura da Macieira

A macga (Malus domestica Borkh) pertence a familia Rosaceae e a
subfamilia Maloideae. As cultivares modernas sido o produto da hibridizacéo de
Malus sylvestris e outras espécies de Malus, a maioria sdo dipldides (2n=34),
auto incompativeis e com um periodo de juvenilidade de 6 a 10 anos ou mais,
(Arumuganathan & Earle, 1991). O fruto € um pomo, constituido pelo tubo floral
que é composto pelas partes basais das sépalas e pétalas que fusionadas com
o ovario inferior formam o fruto. O fruto fresco contém cinco cavidades, com
duas sementes em cada uma, e € consumido no estadio maduro. A maga é um
fruto apreciado pelos consumidores devido a atributos como sabor, aroma e
compostos que beneficiam a saude, como elevado conteudo de fibras,
vitaminas e antioxidantes. No mercado internacional, maca € o fruto de clima
temperado de maior importancia comercial (Zohary & Hopf, 2000).

O centro de origem da macgéd é o Sul do Caucaso, mas plantas de
macieira também foram encontradas na Mesopotamia, Ird e Oeste da Asia. A
cultura desta frutifera disseminou-se pela Europa através dos gregos e

romanos. Como consequéncia da colonizacdo, também foi disseminada para a



América do Norte, América do Sul, Australia e Africa pelos ingleses, franceses
e espanhdis.

A macga é a fruta de clima temperado de maior importancia comercial
como fruta fresca, tanto no contexto internacional como nacional (Mello &
Borges Junior, 2004). Atualmente, a Asia possui a maior area cultivada com
macieiras, seguida pela Europa, América do Norte, América do Sul, Africa e
Australia. A produtividade dos pomares varia muito. A América do Sul possui
os melhores indices de produtividade por hectare (20-22 t/ha), seguida pela
Europa (18 t/ha), Africa (13,8 t/ha), Asia (11,5 t/ha) e Australia (9,33 t/ha).

Segundo dados da FAO (2006), em 2005 a produgao mundial de magas
foi de 63,4 milhdes de toneladas, em uma area colhida de 5,3 milhdes de
hectares. A China alcangou o primeiro lugar em volume produzido, com 34,72
% do total, seguida pelos Estados Unidos com 7,26 %, pela Polonia com 4,23
%, pela Franca com 4,06 % e pelo Ird com 3,98 %, os quais perfazem, no
conjunto, 54,25 % da produgdo mundial. O Brasil ocupou o décimo quarto lugar
na produgcdo mundial com 870 mil toneladas.

O Brasil, nos ultimos 30 anos, deixou de ser um grande importador desta
fruta, para garantir o suprimento da maior parte do mercado interno e ganhar
mercados externos, competindo com paises de tradicdo pomicola como Nova
Zelandia, Africa do Sul, Chile e Argentina. A area plantada na safra 2005/2006
ocupou 32.323 hectares, gerando entre empregos diretos e indiretos,
aproximadamente 100 mil postos de trabalho (Vieira, 2006).

Alguns fatores contribuiram para o crescimento da atividade nos ultimos

anos, dentre os quais: a politica de estimulo empreendida pelos diversos



agentes da cadeia produtiva da fruta (organizagao dos produtores, aumento de
produtividade, qualidade, certificagcao e apresentacdo do produto, manutengao
e conquistas de novos mercados); os fatores climaticos favoraveis (quantidade
de frio suficiente e chuva no momento certo); o trabalho de polinizagédo e a
expansao da area cultivada com macieiras (em idade produtiva).

A expansao das vendas da fruta nacional para o mercado internacional
comegou em 1999 e continuou crescendo nos anos seguintes, atingindo no
ano de 2004 a cifra recorde de 153 mil toneladas. Sdo mais de 30 paises
(principalmente do continente Europeu) que dao preferéncia ao nosso produto,
devido a sua qualidade, tamanho e sabor caracteristico. As maiores areas
plantadas concentram-se nos Estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Parana e Sao Paulo. As principais cultivares sdo Gala e Fuji incluindo seus
clones, ocupando 90% da area plantada (ABPM, 2006).

A cultivar Fuji caracteriza-se por frutas de cor avermelhada opaca com
estrias difusas, de tamanho grande, polpa firme e muito suculenta. E uma
cultivar de ciclo tardio com colheita realizada no final de margo e inicio de abril.
Apresenta excelente potencial de conservacdo, entre 8 a 10 meses em
atmosfera controlada (Camilo & Denardi, 2002). Seu metabolismo celular é
caracterizado pela baixa producdo de etileno e respiracdo. Durante o
armazenamento em atmosfera controlada é suscetivel a degenerescéncia de
polpa, dano ocasionado pelas altas concentracées de CO,. Além disso, por se
tratar de uma cultivar tardia, com caracteristica de acumulo de elevados teores

de acgucares, é sensivel a ocorréncia de “pingo de mel”, disturbio que favorece



o desenvolvimento de degenerescéncia de polpa durante o armazenamento
(Camilo & Denardi, 2002).

A satisfagcdo do consumidor, principal objetivo da produgdo, colheita,
armazenamento e distribuicdo de macas estao diretamente relacionados com a
qualidade dos frutos. A definicdo de maca de qualidade varia nas diferentes
etapas da cadeia produtiva e também depende das perspectivas dos
consumidores. O termo qualidade reflete o grau de exceléncia do produto,
compreendendo propriedades sensoriais (aparéncia, textura, sabor e aroma),
valor nutricional, constituicdo quimica, propriedades mecanicas, caracteristicas
funcionais e defeitos (Abbott, 1999). Dentro destes parametros, uma maca
aceitavel para o consumo deve ser livre de danos mecanicos, desordens
fisiologicas e doengas, além de apresentar caracteristicas tipicas de firmeza de
polpa, suculéncia, crocancia, e sabor caracteristico, uma mistura complexa de
agucares, acidos e substancias volateis (Perring, 1989 e Baldwin, 2002).
Todavia, a influéncia de caracteristicas n&o visuais como sabor, textura, valor
nutricional e auséncia de residuos de pesticidas em maca tém aumentado
atualmente (Awad & De Jager, 2003).

A reducdo da qualidade dos frutos de maca, que causa diminuicdo do
valor nutricional, ocorre no intervalo entre a colheita e o consumo. As perdas
de qualidade variam entre 5 e 25% nos paises desenvolvidos e entre 20 e 50%
nos paises subdesenvolvidos (Kader, 2005). Uma meta essencial das
pesquisas em fisiologia poés-colheita € a reducédo dessas perdas. Isso ndo pode
ser realizado sem o bom entendimento das causas bioldgicas, ambientais e de

manejo que ocasionam essas perdas e sem a utilizagdo de tecnologias que



reduzem os processos de maturagdo e mantém a qualidade em niveis
aceitaveis (Hofman, 1998). As perdas em péds-colheita podem ser
categorizadas com base na causa em trés classes: danos mecanicos,
desordens fisiolégicas e danos bioldgicos, tais como, ataque de insetos e

doengas (Ferguson et al., 2000).

1.2. Doengas em Pdés-colheita de Magas

As doencgas pos-colheita sdo o resultado de dois tipos de infecgdes: a)
aquelas resultantes de danos ocorridos durante a colheita e manuseio, ou b)
infecgdes latentes ou quiescentes iniciadas durante o periodo de crescimento
dos frutos (Bruton, 1994). Em macgas, podem ocorrer estes dois tipos de
infeccdo. Dentre os microrganismos causadores de doencgas, os fungos sao a
principal causa de perdas em magas armazenadas (Spadaro et al., 2004). Mais
de 150 espécies de fungos foram observadas durante o armazenamento de
macas, em diferentes regides produtoras do mundo (Sass, 1993). As doencas
de mais dificil controle sdo o mofo azul (Penicillium spp.), a podriddo branca
(Botryosphaeria dothidea), a podriddo amarga (Glomerella cingulata) e o mofo
cinzento (Botrytis cinerea).

A ocorréncia e manutengao da laténcia do patdgeno no hospedeiro é o
resultado do equilibrio entre hospedeiro, patégeno e ambiente, onde ndo ha
sintoma visual da doenga. As respostas bioquimicas e fisiolégicas pds-colheita
do hospedeiro podem desencadear mudancas neste equilibrio e,
consequentemente, ativar o patégeno. Ao mesmo tempo, o patégeno que se

mantém com um baixo nivel metabdlico durante a laténcia, pode ativar fatores



de viruléncia, resultando em parasitismo ativo nos tecidos do hospedeiro
(Jarvis, 1994).

O amadurecimento do fruto envolve varias mudancas fisico-quimicas
antes e apo6s a colheita, as quais determinam a qualidade do fruto para o
consumo (Wills et al., 1981). Os sinais visiveis de amadurecimento sao
mudancas na cor, na firmeza, na suculéncia, no sabor e no aroma que levam
ao estado 6timo para o consumo, sendo estes determinados pelas mudancas
na estrutura e metabolismo dos tecidos do fruto (Biale, 1975; Rhodes, 1980).
As operacoes realizadas em pés-colheita dos frutos tém como fungao fornecer
um ambiente que minimize a deterioracdo do produto até chegar ao
consumidor, além de estender o periodo de oferta. Em geral, frutos colhidos
exibem consideravel resisténcia aos patdégenos, porém, com o inicio do
amadurecimento e senescéncia ocorre um aumento da predisposicao a
infeccdo (Sommer, 1985).

As doengas de frutos em pds-colheita apresentam diferentes tipos de
sintomas resultantes das alteragdes na estrutura e nos processos bioquimicos
dos frutos. Em nivel celular, podem ocorrer, entre outras, a plasmodlise e a
vacuolose. Alteragdes na fisiologia dos frutos podem ser verificadas através do
aumento da atividade respiratéria, da transpiragdo e da producao de etileno.
Em relagdo aos sintomas morfolégicos podem ocorrer necroses caracterizadas
pela degeneracao do protoplasto, seguido de morte celular (Pascholatti & Leite,
1995).

Na cultivar Fuji, a incidéncia do mofo azul e da podridédo branca tem

aumentado nos ultimos anos, devido principalmente ao prolongamento no



periodo de armazenagem desta cultivar e por consequéncia do surgimento de
racas do patdgeno de Penicillium expansum resistentes aos fungicidas
utilizados. No caso de B. dothidea, o aumento da doenga a campo, nos ultimos
anos deve-se principalmente a proibicdo dos benzimidazéis (Berton, 2007)

(comunicacgéao pessoal).

1.2.1. Podridao Branca

1.2.1.1. Etiologia

O fungo Botryosphaeria dothidea (Moug.: Fr.) Ces. & De Not.) é bastante
disseminado e infecta muitas espécies vegetais principalmente plantas
frutiferas como as rosaceas, caquizeiro, castanheira, videira, citros, entre
outras (Boneti & Katsurayama, 1999). No Brasil, o fungo foi descrito em
macieira primeiramente por Melzer & Berton (1986), a partir do levantamento
de plantas atacadas com cancros, provenientes de diferentes pomares do
Estado de Santa Catarina. Os sintomas observados foram a morte de ramos,
cancros no caule e morte das plantas de trés a cinco anos. Este mesmo
trabalho também relata a ocorréncia de podriddo causada por este patdogeno
em frutos de maga das cultivares Golden Delicious e Fuiji.

O nome Botryosphaeria € aplicado aos ascomicetos com ascas
bitunicadas, produzidas em ascomas estromaticos pseudoteciais. A taxonomia
do género e a diferenciacdo de espécies sao baseadas na morfologia do
estagio assexual. O modo como esporos assexuais sao gerados e liberados a
partir das suas células mae variam bastante (Denman et al., 2000).

Os ascosporos sao hialinos e aceptados, medindo de 18 a 25,5 ym por

7,5 a 12um. Os conidios medem 21-28 por 4-4,5um, sao hialinos, nao



septados, com parede estreita ou, mais raramente, escuros e com um septo.
No hospedeiro, o ascomata inicialmente imerso, separado ou agrupado em
estromas complexos multiloculares. Estes rompem a epiderme abrindo-se
através de um ostiolo com loculos individuais com tamanho de 180 a 250 ym
de didmetro (Denman et al., 2000).

As culturas inicialmente sdo brancas, com abundante crescimento
micelial aéreo, adquirindo gradualmente uma coloragdo verde-escura. A
superficie abaxial da col6nia vista da placa ¢ inicialmente branca, mas, apés 2-
3 dias torna-se verde-escura ou verde-oliva a partir do centro. Essa coloragao
se espalha gradativamente conforme a colénia vai envelhecendo.
Conidiomatas multiloculares e estromaticos se abrem através de varios poros,
sendo que a formacdo de esporos ocorre em oito dias a 25°C em meio
contendo aveia. A producido de conidios para inoculacdes artificiais pode ser
obtida em discos de papel filtro sobre o meio de cultura agar, batata, dextrose
(BDA), quando o fungo é crescido por 15 dias a 26°C sob luz fluorescente

constante (Phillips et al., 2005).
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FIGURA 1. Conidios de Botryosphaeira

dothidea (A). Conidios de
B.dothidea em processo de
germinacéo (B). LFM/UFRGS,
Porto Alegre, RS.



FIGURA 2. Ascas com ascésporos de Botryosphaeira
dothidea (A). Detalhes das ascas com
ascosporos (B). LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS.

1.2.1.2. Sintomatologia

A podriddo branca € uma doenga de ocorréncia comum nas regides
produtoras de macga de clima quente e umido. Em anos quentes e chuvosos a
ocorréncia de podriddo nos frutos aumenta. Nos frutos, as lesdes tornam-se
visiveis entre seis e oito semanas antes da colheita, muito embora a infec¢ao
possa ocorrer desde o inicio do ciclo vegetativo (Parker & Sutton, 1993).

O fungo B. dothidea pode causar dois tipos de podriddes em macas,
resultando em dois tipos de sintomas, dependendo do estadio de
desenvolvimento em que os frutos sdo infectados. Uma podridao origina-se de
infecgdes externas e outra parece estar relacioanda a infecdo interna do fruto.
A podriddo externa € visivel primeiramente como uma pequena mancha
marrom, levemente profunda, que pode ser circundada por um halo
avermelhado. As areas da podridao vao expandindo e, eventualmente, podem
tomar conta de todo o fruto. Variedades de epiderme vermelha podem

branquear durante o processo de apodrecimento, tornando-se marrom-claras.
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Devido a esta caracteristica a podridao é referida como ‘podridao branca’. A
podriddao externa pode ser confundida com a podridao preta e também com a
podriddo amarga. Macads com podriddo externa de Botryosphaeria podem
apresentar os sintomas rapidamente apdés a colheita ou apdés a saida do
armazenamento a frio.

A podriddo de origem interna apresenta lesbes moles e goticulas de
liquido que podem se formar na superficie do fruto. Corpos de frutificacdo do
fungo podem ser vistos sob a epiderme em macas sob temperatura ambiente

(Phillips et al., 2005).

FIGURA 3. Macgéds cv. Fuji com lesbes ocasionadas por
Botryosphaeria dothidea em macgas ‘Fuji’. Laboratério
de Fisiologia Pds-colheita/UFRGS, Porto Alegre, RS.

1.2.1.3. Ciclo da Doenga

O fungo B. dothidea sobrevive de um ano para outro na planta infectada,
sob a forma de micélio, picnidios e pseudotécios presentes nos cancros que se
formam nos ramos mortos e mumificados. Os ascdsporos e os conidios séo
produzidos nos ramos eliminados durante a poda e deixados préximos aos
pomares, durante todo o ciclo vegetativo da cultura. O fungo pode infectar
varias espécies florestais, mas nédo existem informagdes sobre a ocorréncia e a

importancia destes hospedeiros no Brasil. A principal fonte de inéculo de B.
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dothidea sao os conidios, encontrados nos pomares de mag¢as nos ramos €
folhas que permanecem de uma safra para outra (Sutton & Arauz, 1991).

Durante a primavera e em verdes chuvosos, ocorre principalmente a
liberacdo de conidios, dentro da mesma planta. Ramos com ferimentos sao
especialmente suscetiveis a invasao deste fungo, mas brotagdes novas e
ramos sadios também podem ser infectados, resultando na doenga conhecida
como cancro de papel.

No Brasil, a fase sexual do fungo foi encontrada em pereiras com
sintomas de seca de ramos, por Becker & leki (2002. Os ascosporos sao
transportados pelo ar e fonte de indculo entre plantas. O numero de
ascosporos (e conidios) liberados durante a chuva esta correlacionado
diretamente com a duracao e quantidade da chuva. A temperatura 6tima para a
germinagao dos conidios em agua varia de acordo com o isolado, ficando entre
26,7°C e 29,5°C (Sutton & Arauz, 1991). A germinacao € significativamente
maior na presenga de agua livre, mas pode ocorrer em condi¢ées de umidade
relativa acima de 96%. A viabilidade dos conidios diminui rapidamente nos
primeiros vinte minutos, quando expostos para secagem ao ar. Os ascosporos
germinam em uma ampla faixa de temperatura sendo a temperatura étima de
26,4°C e umidade relativa entre 92 e 100% (Berton et al., 2002).

A infeccado nos frutos pode ocorrer em qualquer periodo desde o inicio
do desenvolvimento destes até o momento da colheita (Parker & Sutton, 1993).
A infeccao latente ndo é evidente nos frutos verdes e os sintomas comegam a
desenvolver-se com o avanco da maturacdo, manifestando-se entre 6 a 8

semanas antes da colheita dos frutos. Este processo esta relacionado a varios
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fatores do hospedeiro, como a presenca de compostos fendlicos, soélidos
soluveis totais, pH e acidez dos frutos (Kohn & Hendrix, 1983). Estes sao
geralmente aceitos como compostos fungistaticos em frutos imaturos, podendo
incluir-se também as fitoalexinas e o acido benzdico e outros substratos do
fruto desfavoraveis ao crescimento e desenvolvimento do fungo, sendo estes
entdo responsaveis pela supressao da invasao dos tecidos pelo fungo e
aparecimento dos sintomas nos frutos imaturos (Brown, 1984; Kohn & Hendrix,
1983).

De acordo com Brown & Hendrix (1981) e Melzer & Berton, (1986), a
doenca se desenvolve mais rapidamente em locais feridos por cortes de poda,
por taquaras ou arames para arqueamento, por maquinas agricolas, por
granizo, por queimaduras pelo sol ou que foram atacados por insetos. Deste
modo, safras cujo ataque de insetos é intenso, ficam sujeitas ao aumento na
incidéncia de podridao branca, uma vez que os danos ocasionados por estes
podem favorecer a penetragcéo de fungos.

Estudos desenvolvidos por Guang-xu et al, (2006) demonstraram que a
germinagao de conidios e a formagdo do apressério se completam em dois
dias. O micélio cresce lentamente na superficie das lenticelas e 10 dias apds a
inoculacdo ocorre o aparecimento dos sintomas. De 20 a 30 dias apds a
inoculagao, o micélio se expande e ramifica. Neste estagio, a penetracéo das
hifas do patégeno ocorre superficialmente nas lenticelas. Entre 40 a 50 dias
apos a inoculagdo, o micélio desenvolve-se mais vigorosamente e algumas

hifas introduzem-se na segunda camada da lenticela. O numero, tamanho e
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rachaduras das lenticelas aumentam com o desenvolvimento dos frutos,

facilitando assim a penetragao do fungo.

1.2.2. Mofo Azul
1.2.2.1. Etiologia

A podriddo conhecida por mofo azul ou bolor azul € causada por varias
espécies de Penicillium e, provavelmente mais em fungdo da dificuldade de
diferenciar as diversas espécies deste fungo que atacam macgas, o mofo azul
geralmente seja atribuido a P. expansum, a espécie mais agressiva e mais
comumente encontrada (Jones & Aldwinckle, 1990). A habilidade das
diferentes espécies em colonizar os tecidos de maga nao esta suficientemente
estudada (Amiri & Bompeix, 2005). No Brasil, ndo ha estudos diferenciando as
espécies de Penicillium que causam o mofo azul, mas no Uruguai, além do P.
expansum foi encontrado também P. solitum (Pianzola et al., 2004). Ja na
Franca, Amiri & Bompeix (2005) encontraram P. commune, P. verrucosum, P.
chrysogenum e P. rugulosum, em frutos com mofo azul, mas a incidéncia de P.
expansum sempre foi prevalente, ocorrendo em 30 a 62% das amostras
analisadas.

A caracteristica mais importante que diferencia P. expansum das demais
espécies de Penicillium sdo os conidios verde opacos. Freqlientemente, ocorre
a presenga de um exudato laranja ou marrom no lado reverso da colbnia (Pitt &
Hocking, 1997).

O fungo P. expansum €é um microorganismo psicréfilo, podendo
desenvolver-se a partir de temperaturas de -6°C, com temperatura étima de

25°C (Pitt & Hocking, 1997). O fungo geralmente infecta os frutos acometidos
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por danos mecanicos, devido a manipulacido inadequada, danos por insetos e,
ocasionalmente, através das lenticelas, principalmente quando os frutos
passaram por estresse hidrico no periodo proximo a colheita ou estdo em
processo avangado de senescéncia. Os esporos de P. expansum podem
sobreviver de uma safra para outra em sacolas de colheita, bins e nas camaras
de armazenamento. A contaminagdo dos frutos pode ocorrer no pomair,
maquinas de selegdo e embalagem, camaras de armazenamento (Amiri &
Bompeix, 2005).

1.2.2.2. Sintomatologia

O mofo azul, causado por P. expansum, € uma das principais doengas
em pos-colheita de macas (Snowdon, 1990; Jones & Aldwinckle, 1990;
Pratella, 1996). Esta podriddo é responsavel por 80 a 90% das perdas
ocasionadas por podriddes (Vinas et al.,, 1998). No Brasil, este fungo é
considerado o principal agente causador de podriddes durante o
armazenamento de macgas e, se encontra difundido em todas as regides
produtoras (Bleicher & Bernardi, 1985), causando perdas de até 30% nas frutas
armazenadas (Sanhueza, 1991).

A podriddo € caracterizada pelo aparecimento de areas moles e
aquosas. A superficie das podriddes mais antigas pode estar coberta por
esporos de coloracdo verde-claros, inicialmente brancos (Figura 4). P.
expansum é um patdégeno necrotréfico, ou seja, ndo produz estruturas de
penetracdo especializadas, mas segrega enzimas. Em decorréncia disto as
podridées sao de consisténcia mole e aquosa, sendo estas as principais

caracteristicas das podriddes causadas por este patdégeno. Conidios de P.
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expansum penetram através de ferimentos e micro-ferimentos, ocasionados
pela colheita e manuseio dos frutos (Spotts & Cervantes, 1996). A infeccao
também pode ocorrer através da regidao do pedunculo, do célice aberto ou de
lenticelas (Amiri & Bompeix, 2005). A agua utilizada nas operagdes de packing-
house pode remover e concentrar os propagulos do fungo presentes na
superficie dos frutos, solo e restos de folhas (Spott & Cervantes, 1986;
Sanderson & Spotts, 1995). Os conidios presentes nas solugbes de lavagem
podem aumentar a fonte de in6culo e a incidéncia das podridées. O mofo azul
pode ocorrer mesmo em temperaturas de armazenagem de 0°C, mas a
podriddo desenvolve-se lentamente nestas condi¢cbes. Periodos prolongados
de armazenagem em frio seguido de transferéncia dos frutos para a
temperatura ambiente favorecem o desenvolvimento da podriddo

(Snowdon,1990; Pratella, 1997).

FIGURA 4. Magas cv. Royal Gala (A) e Fuji (B) com sintomas
de mofo azul. Laboratério de Fisiologia Pos-
colheita/UFRGS, Porto Alegre, RS.
1.3. Controle de Doengas em Pés-Colheita
Fungicidas sintéticos como iprodione e tiabendazole sao utilizados para
o controle de doengas em pos-colheita de magas. Preocupacdes a respeito da

quantidade de residuos destes e 0 aumento da resisténcia de fungos levaram a

restricado e suspensao de sua utilizacdo em pdés-colheita. Além da utilizagao de
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fungicidas, algumas técnicas sdo recomendadas para diminuir a incidéncia de
podriddes em pds-colheita, como por exemplo, o pré-resfriamento dos frutos
logo apdés a colheita. O armazenamento em baixas temperaturas ou em
condigbes de atmosfera controlada (AC) também diminuem a incidéncia de
podriddes. O efeito positivo destas técnicas deve-se ao retardamento do
metabolismo do fruto e, conseqlentemente, do amadurecimento, senescéncia,
e da inibicdo do crescimento de fungos (Agar et al., 1990). Todavia, sob estas
condigbes, ainda ocorrem perdas elevadas por podriddes fungicas, gerando a
necessidade de desenvolvimento de novas estratégias de controle destes
patogenos.

Alternativas aos fungicidas visando o controle de doengas em pos-
colheita tém levado ao estudo de indutores de resisténcia nos frutos contra a
infeccdo por patdgenos. A indugédo de resisténcia tem sido considerada uma
ferramenta promissora para o controle de doencas em pés-colheita Terry &
Joyce, (2004); Liu et al. (2005). Esta inducdo de resisténcia pode ser

desencadeada por elicitores, bioldgicos, fisicos e quimicos.

1.3.1. Tratamento térmico

O tratamento térmico € uma alternativa de controle de doencas em pos-
colheita, pois interfere no desenvolvimento do patégeno bem como pode atuar
como um elicitor fisico na indug¢ao da resisténcia. Existem diferentes formas de
aplicacao do tratamento térmico nos frutos, podendo ser através da imersao ou
aspersao de agua quente, vapor ou ar aquecido (Lurie, 1998).

A utilizagdo do tratamento térmico com agua quente, como forma de

controlar patégenos tem sido testada em frutas de diversas espécies, tais
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como: citros (Couey, 1989; Zhang & Swingle, 2005; Erkan et al., 2005.), maca
(Burchill, 1964; Sams et al., 1993; Roy et al., 1994; Lurie, 1998; Fallik et al.,
2001; Lunardi et al., 2002, 2003; Oster, 2004, 2006; Tahir, 2006), péssego
(Phillips & Austin, 1982; Karabulut, 2002), nectarina (Anthony et al., 1989) e
péra (Schirra et al., 1999).

O tratamento térmico tem sido utilizado, geralmente, para o controle de
fungos patogénicos, desde que os esporos e infecgdes latentes encontrem-se
na superficie ou nas primeiras camadas celulares no interior da epiderme do
fruto. Os tratamentos térmicos com o uso do calor podem controlar patdégenos
pela desnaturacao de proteinas, liberagao de lipidios, destruicado de horménios,
reducao de reservas ou injurias metabdlicas (Barkai-Golan & Phillips, 1991). Os
tratamentos com calor podem afetar diretamente o patégeno, através da
inibicdo ou retardamento da elongagdo do tubo germinativo, ou ainda,
inativando os esporos (Fergunson et al., 2000). A eficacia do tratamento
térmico sobre patégenos fungicos é medida pela redugcdo da viabilidade do
microorganismo na germinag¢ao do esporo ou crescimento micelial.

Por outro lado, a qualidade dos frutos pode ser afetada através da perda
de agua, alteracdo na cor da epiderme, no metabolismo dos acgucares,
producdo de etileno, danos na epiderme, podendo ainda aumentar a
sensibilidade a contaminagao por patégenos (Barkai-Golan & Phillips, 1991).
Ainda, segundo Kays (1991), as altas temperaturas podem causar efeitos
indiretos tais como inibicdo da sintese de pigmentos, formagao de superficies

escurecidas, lesdes e colapsos de proteinas.
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Os tratamentos de calor sdo um estresse para o tecido e, como tal, os
tecidos da planta respondem tentando reparar os danos causados. Pode
ocorrer também a inibicdo do amadurecimento e atraso do colapso e extingao
de substancias antifungicas pré-formadas que estdo presentes nos frutos
imaturos. Alguns autores (Schirra et al., 2000; Pavoncello et al., 2001) afirmam
que o tratamento térmico pode induzir a sintese de fitoalexinas, como o
escoparone e a escopoletina, além de proteinas relacionadas a patogénese.

A combinacdo do tratamento térmico através de aspersdo com agua
aquecida e escovagdao dos frutos, permite que sejam realizadas
simultaneamente a limpeza e desinfeccdo dos frutos. Esta tecnologia ja é
utilizada comercialmente em linhas de processamento e sele¢cdo de pimentas e
meldes em lIsrael (Fallik, 1999, 2000, 2004) e mangas, (Prusky et al., 1999).
Experimentos de pds-colheita conduzidos com diferentes espécies de citros
como tangerinas, mandarinas, laranjas e pomelos produzidos em sistema
organico demonstraram que o tratamento térmico aliado a escovagdo em
maquina classificadora reduziu a incidéncia de podridées entre 45-55% (Porat
et al., 2000). O tratamento de macéas através deste sistema (55°C por 15
segundos) resultou na diminuigdo do numero de podridées causadas por P.
expansum e inibiu o processo de maturagao dos frutos (Fallik et al., 2001).

A utilizagcdo de tratamento com agua aquecida a 50°C durante 60 a 90
segundos, tem demonstrado efeito positivo no controle da podriddo branca,
causada por B. dothidea, em magas ‘Fuji’. Os frutos tratados apresentaram
menor percentagem de podriddes e menor didmetro de lesdes. A utilizagado de

temperaturas que variam de 45 a 55°C, por até 90 segundos, ndo danificou a
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epiderme de macgas ‘Fuji’ (Bender & Oster, 2001). Macas submetidas ao
tratamento térmico mantiveram a firmeza da polpa e apresentaram maior
resisténcia a escaldadura superficial do que macas nao tratadas com calor
(Klein & Lurie, 1992). A inibicdo da sintese de enzimas hidroliticas da parede
celular como poligalacturonases e galactosidades durante o tratamento térmico
poderiam explicar a manutencao da firmeza de polpa mais elevada do que em
frutos ndo submetidos ao calor (Sozzi et al., 1996).

Em comparacdo com frutos ndo tratados por calor, a aplicagdo do
tratamento térmico em macas cv. Aroma a 30°C por 24 horas reduziu as
podridées causadas por Pezicula malicorticis e Colletotrichum gloeosporioides
em niveis de 43, 25 e 34%, em trés safras consecutivas. Em duas das trés
safras estudadas, o tratamento térmico também reduziu a incidéncia de mofo
azul (P. expansum) em 31 e 25%. Tratamentos similares na cv. Cox’s Orange
Pippin demostraram uma reducdo de 20% nas podriddes causadas por P.
expansum (Tahir, 2006). Diversos trabalhos sugerem que o tratamento térmico
nao inativa completamente os esporos ou 0 micélio em crescimento (Dettori et
al., 1996; Lurie et al., 1998; Schirra et al., 2000). Todavia o interesse na
utilizagcdo do tratamento térmico reside no fato do aumento da resisténcia dos
tecidos aos patogenos. Segundo Barkai-Golan & Phillips, (1991), Roebroeck et
al. (1991) e Spadaro et al. (2004) o estresse por calor pode afetar o nucleo, as
paredes celulares e também as mitocéndrias ou desnaturar proteinas. Os
sistemas de resposta de defesa em frutos sdo constituidos por ambos, fatores
constitutivos e nao-constitutivos, os quais podem ser afetados pela aplicacao

do tratamento térmico (Ben Yehoshua et al., 1998).
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O tratamento térmico tem sido utilizado no controle de algumas doencgas
e também para manter a qualidade durante o armazenamento (Fergunson et
al., 2000; Paull & Chen, 2000). Segundo Tahir (2006), em macgas cv. Aroma, a
producao de etileno aumentou seis dias apds o armazenamento nos frutos nao
tratados com calor, permanecendo constante nos frutos submetidos ao calor.
Trabalhos anteriores demonstraram que o tratamento térmico diminuiu os
niveis de respiragcao (Janisiewicz et al., 2003), a produgao de etileno (Saftner et
al., 2003), ou ambos (Conway et al., 1994), além de inibir a sintese de enzimas
hidroliticas da parede celular (Lurie, 1998), resultando em um atraso nos
processos de maturacdo e maior resisténcia as podridbes durante o
armazenamento.

Os mecanismos de defesa dos frutos contra patdégenos envolvem um
complexo de interagdes com diferentes respostas, como, barreiras mecanicas,
compostos quimicos antimicrobianos, e proteinas relacionadas com a
patogénese (PR). O tratamento térmico de tomates verdes, fisiologicamente
desenvolvidos, evidenciou o atraso na degradagdo do mRNA codificante de
peroxidades e manteve a resisténcia antifungica nos tecidos do fruto durante o
periodo de tratamento de 3 dias a 38°C, os quais desapareceram apos a
suspensao do tratamento térmico (Lurie et al., 1997).

A resisténcia bioquimica dos frutos pode ser o resultado da presenca de
moléculas pré-formadas ou induzidas, tais como as fitoalexinas, quando
estimulado por elicitores bidticos ou abidticos. Tanto nos casos de doengas
pos-colheita com infecgdes facilitadas por danos fisicos como nas doencas

latentes, compostos antimicrobianos naturais, produzidos pelo hospedeiro, tem
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papel importante no mecanismo de defesa contra o desenvolvimento de
podriddes. Por outro lado, enquanto o fruto amadurece, a concentracido destes
compostos tende a diminuir para concentragdes ineficazes ao processo de
defesa (Kim et al., 1999).

Segundo Pavoncello et al. (2001), dois grupos de proteinas podem ser
ativadas pelo tratamento térmico com agua, as quais participam do processo
de resisténcia induzida no fruto: proteinas de choque de calor (HSPs) e PRs.
As HSPs compreendem um grupo diversificado de proteinas com massa entre
15 e 115 kDa, as quais sédo expressadas em todos os organismos em resposta
a elevadas temperaturas. A expresséo de genes HSP e a sintese de proteinas
estdo associadas com o aumento da exposicdo ao calor de varias partes das
plantas, inclusive os frutos (Fergunson et al., 2000). Nao ha evidéncias que as
HSPs possam ter propriedades antimicrobianas, porém, o tratamento com
calor, o qual pode inibir o amadurecimento, poderia atrasar a quebra ou o
desaparecimento de compostos antimicrobianos pré-formados que estao
presentes em frutos imaturos (Prusky, 1996).

Estudos da expressdo génica em resposta ao calor tém revelado
diversos genes induzidos pelo tratamento térmico relacionados com a protecao
dos tecidos dos frutos aos danos de frio. Segundo Porat et al. (2002, 2004) o
tratamento térmico em pomelos, induziu a expressado de genes que levaram ao
aumento da tolerancia ao estresse por frio em laranjas e pomelos.

As proteinas PR, codificadas por genes do hospedeiro sao induzidas
pela infeccdo do patégeno e apresentam um papel na defesa contra uma

ampla variedade de patogenos. As proteinas PRs melhor caracterizadas sao
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as enzimas com atividade B - 1,3 — glucanasica e quitinasica. Ambas hidrolisam
polimeros da parede celular do fungo e, portanto, podem estar envolvidas no
mecanismo de defesa da planta contra a infec¢gao do fungo (Lurie, 1998). Porat
et al. (2000) reportam que o tratamento com calor induziu a biogénese de PRs
como a quitinase e a - 1,3 glucanase em pomelos ‘Star Ruby’ e que conferiu

maior resisténcia contra o patégeno P. digitatum.

1.4. Andlise da expressao diferencial de genes

As macieiras cultivadas sao dipldides, (2n=34), auto-incompativeis e
com periodo de juvenilidade de 6 a 10 anos. O genoma ¢€ relativamente
pequeno, estimado em 743 a 796 Mb por genoma hapldide, similar ao genoma
do sorgo e com mesmo tamanho do genoma do tomate (Arumuganathan &
Earle, 1991).

A macéd tem isso utilizada como modelo dentre as frutiferas para o
estudo de caracteristicas como: habito de florescimento e frutificagdo, enxertia,
biossintese de compostos aromaticos e resisténcia a doengas e pragas.
Inimeros trabalhos utilizando as técnicas de expressao diferencial de genes
tem sido desenvolvidos e a velocidade de descoberta dos genes relacionados
a estas caracteristicas, o desenvolvimento de marcadores moleculares e o
melhoramento de cultivares tem gerado uma grande quantidade de ESTs de
varios tecidos de macga, principalmente de tecidos do fruto, tornando essa
frutifera o modelo ideal para estudos moleculares na familia Rosaceae

(Newcomb et al., 2006).
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Mundialmente, varios grupos trabalham na identificagdo e caracterizagao
de genes em larga escala envolvidos em inumeras caracteristicas importantes
em macga, visando entender a regulacdo dos processos de florescimento,
frutificacdo, maturagao e respostas a patégenos. Dentre estes grupos pode ser
citado o ‘Apple ESTs Project’ desenvolvido em conjunto por universidades
americanas  (http://titan.biotec.uiuc.edu/apple/apple.shtml).  Outro  grupo
pertencente ao Horticultural and Food Research Institute da Nova Zelandia
publicou recentemente um trabalho no qual segundo Newcomb et al. (2006)
mais de 150.000 ESTs foram identificados a partir de 43 bibliotecas de cDNAs
de macas, representando 34 tecidos e tratamentos. A comparacao destas
sequéncias com bancos de dados disponiveis, revelou a presenca de inumeros
genes relacionados com a resisténcia a doencas, e a biossintese de
compostos associados ao sabor e ao aroma dos frutos.

Park et al. (2006) analisaram mais de 70 bibliotecas de cDNAs de
macieira disponiveis nos bancos de dados publicos, através de programas
estatisticos. Estas 70 bibliotecas representavam diversos transcritos, de
diferentes orgéos, estadios de desenvolvimento e submetidos a diferentes tipos
de estresse, bidtico e abidtico de nove cultivares de macieira. Este grupo
utilizou os dados destas bibliotecas na tentativa de categorizar os genes
envolvidos em diferentes rotas metabdlicas de importancia para as
caracteristicas de sabor e aroma em macas.

Lee et al. (2007) utilizaram a técnica de microarray para avaliar a
expressdo génica nos primeiros estadios de desenvolvimento dos frutos de

maca. Neste estudo foram isolados 6.253 cDNAs de frutos verdes e maduros
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da cultivar Fuji. Dentre estes cDNAs 192 apresentaram expressao em frutos
verdes, quando comprados com outros tecidos. A confirmacido destes dados
através de RT-PCR revelou que grande parte dos transcritos diferencialmente
expressos em frutos verdes também sido expressos em outros 6rgaos da
planta, porém nao sao expressos nos frutos maduros.

Além dos trabalhos em larga escala, inUmeros outros grupos também
trabalham na tentativa de entender melhor a expressao génica em macas,
estudando as respostas ao ataque de patdgenos (Gonzales-Candellas et al.,
2003; Degenhardt et al., 2005; Kuerkcueoglu et al., 2007), ataque de pragas
(Reineke & Zebitzet, 2005), caracteristicas do fruto (Yao et al., 2007) e
mudangas que ocorrem durante o processo de maturagao (Goulao & Oliveira,
2007; Lee et al., 2007).

Uma série de metodologias podem ser usadas para a identificacado e
isolamento de genes expressos diferencialmente em plantas frutiferas. Entre as
metodologias que mais se destacam hoje estdo a hibridizagdo subtrativa
supressiva (Gray et al., 2000; Davies & Robinson, 2000; Itai et al., 2000; Nam
et al., 1999), o cDNA-AFLP (amplified fragment length polymorphisms) (Jones
et al., 2000; Venter et al., 2001), o DD-RT-PCR (‘differential display reverse
transcriptase- PCR’) (Oh et al., 1995; Wilkinson et al., 1995; Manning, 1998;
Zegzouti et al., 1999), e os micro arranjos de DNA (Freeman et al., 2000).

A escolha do método depende de diversos fatores, como a quantidade
de informagdes disponiveis sobre a espécie estudada, a quantidade de
sequéncias disponiveis, a abundancia de transcritos que se procura, além do

custo das analises e da estrutura do laboratério. A técnica de DD-RT-PCR,
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apesar de gerar menor volume de informagdes que o microarray, €
relativamente de baixo custo e de facil implementacdo. A técnica foi
apresentada pela primeira vez em 1992 (Liang & Pardee, 1992), e tem
assumido uma grande importancia no descobrimento de novos genes
envolvidos em varios processos metabodlicos tanto em plantas quanto em
animais (Wilkinson et al., 1995; Wilkins et al., 1998). Este método pode ser
utilizado no estudo das interagdes patdgeno-hospedeiro, resultando na
identificacdo de genes regulados durante a infecgdo com fungos (Benito et al.,
1996) e bactérias (Sheehaus & Tenhaken, 1998). Através do DD-RT-PCR, foi
possivel determinar uma grande parte de transcritos presentes em células de
eucariodticos, a partir de um unico experimento e com alta sensibilidade (Kuhn,
2001). DD-RT-PCR tem sido empregado para isolar um grande numero de
genes de plantas que sdo diferencialmente expressos em resposta a estresses
ambientais (Masmoudi et al., 2001) e durante etapas especificas do
desenvolvimento (Walden et al., 1997).

A transcricdo reversa associada a reacdo de PCR, RT-PCR literalmente
revolucionou o estudo da expressao génica. Através desta técnica é possivel
detectar os transcritos de qualquer gene, independente da quantidade de
material inicial. Na reacdo de RT-PCR, RNA molde é copiado em um transcrito
de DNA complementar (cDNA) através da enzima transcriptase reversa. A
sequéncia de cDNA de interesse é entdo amplificada exponencialmente
usando PCR. A deteccdo dos produtos de PCR é realizada através do gel de

poliacrilamida (Shoham et al., 1999).
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A técnica de DD-RT-PCR inclui, em ordem de aplicagao, a obtencao de
RNA livre de DNA, producao de cDNA pela transcri¢gao reversa do mRNA (RT),
amplificacdo do cDNA por PCR, e a separagao e selegao visual de cDNAs
amplificados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante. Os
fragmentos de cDNAs sdo recuperados do gel, reamplificados por PCR,
clonados e sequienciados (Shoham et al., 1999).

A técnica apresenta as seguintes vantagens: O DD-RT-PCR é técnica
mais sensivel para a deteccdo de mRNAs. Teoricamente uma unica cépia da
mensagem pode ser detectada através desta técnica. Na pratica, milhares de
coépias sao necessarias para uma possivel quantificacdo. Devido a
sensibilidade da técnica de DD-RT-PCR requer amostras livres de DNA
gendmico ou outros contaminantes. Cuidados especiais devem ser tomados
durante o isolamento das amostras de RNA para que estas estejam livres
contaminantes (Malhotra et al., 1998).

A presenca de falsos positivos tem sido apontada como um dos pontos
negativos da técnica de DD-RT-PCR (Callard et al., 1994). Com os avancgos da
técnica, a percentagem de falsos positivos fica entre 25-50%, que né&o
representam genes diferencialmente expressos (Malhotra et al., 1998; Liang et
al., 1993). Segundo Goulao & Oliveira (2007) utilizando a técnica de DD-RT-
PCR para identificar novos genes diferencialmente expressos durante o
processo de maturagdo de magas, a percentagem de falsos positivos obtidos
foi de 28%.

A técnica de DD-DT-PCR foi utilizada para identificar os genes

diferencialmente expressos durante a interagdo fruto-fungo. Gonzales-
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Candelas (2003) analisaram a expressao génica durante a interagcado entre
macas 'Golden Delicious' e o fungo Penicillium expansum. Os autores
obtiveram 26 clones parciais de ambos, fungo e fruto e 18 genes foram
confirmados através da analise de ‘Northern blott’. Estes autores confirmaram
niveis de expressao maiores durante a interagcdo macad-fungo do que no
controle. Dentre os genes diferencialmente expressos nessa interagdo foram
encontrados dois genes de maga com homologia a proteinas B-glucosidase e
fosfatase 2C em resposta a inoculagdo. Varios genes do fungo estéo
relacionados a respostas adaptativas do patégeno ao ambiente.

A técnica de DD-RT-PCR também foi empregada para comparar os
niveis de transcritos durante o processo de maturacao de macas ‘Mondial Gala’
por Goulao & Oliveira (2007). Estes autores isolaram 927, das quais 14 foram
up-regulated durante a maturacdo dos frutos. A andlise destas sequéncias
revelou homologia com proteinas e genes conhecidos, dentre eles, proteinas
dedo de zinco, lipoxigenases e proteinas alergénicas Mal d1. Essas proteinas
podem estar associadas a processos como o metabolismo de lipideos, a
transcrigcdo génica e as repostas de defesa.

A identificagdo de genes de resisténcia envolvidos em resposta de
defesa é importante para a elucidacdo de mecanismos de resisténcia em
plantas contra fitopatégenos. A selecdo diferencial de bibliotecas de cDNA,
produzidas a partir de mRNAs isolados de plantas inoculadas, tratadas com
elicitores ou indutores de resisténcia tem sido utilizada para identificar genes

relacionados a defesa em muitas interagdes planta-patdégeno.



28

1.4.1. Isolamento de RNA de Plantas Frutiferas

A analise molecular das interagbes necessita do isolamento de RNA
purificado dos tecidos da planta e/ou patégeno. Diversos protocolos ja foram
descritos para o isolamento de RNA de tecidos vegetais.

A maioria dos tecidos de plantas possui elevados conteudos de
polissacarideos e polifendis que podem co-precipitar juntamente com o RNA e
inibir os ensaios a subsequentes. Durante a quebra do tecido para o
isolamento do RNA, é crucial que o agente desnaturante entre em contato
diretamente com o conteudo celular no momento em que o conteudo celular é
liberado.

O isolamento de RNA de alta qualidade é essencial no processo de
descoberta de novos genes e no estudo da expressdo temporal de genes
durante o desenvolvimento das plantas. A estabilidade da molecular do RNA e
a presenga de RNAses tornam essa molécula altamente suscetivel a
degradacgédo. Por exemplo, tecidos provenientes de frutos maduros contem
altos niveis de compostos fendlicos, polissacarideos que contaminam o RNA
purificado ou causam o baixo rendimento deste. A obtencdo de RNA intacto de
alta qualidade € um dos passos mais importantes nos experimentos de biologia
molecular, incluindo RT-PCR.

Em plantas frutiferas, as pesquisas com biologia molecular muitas vezes
sao dificultadas devido a dificuldade em isolar RNA de alta qualidade devido a
abundancia de compostos fendlicos, polissacarideos, e outros compostos nao
identificados. Alguns protocolos utilizados na extragdao de RNA de frutiferas

incluem precipitagdes com polivinilpirrolidona (PVP) soluvel e etanol (Salzman
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et al., 1999), modificagcbes do método do guanidina-tiocianato-fenol-cloroférmio
(Vareli & Frangou-Lazaridis, 1996), modificagdes do método borato aquecido
(Wan & Wilkins, 1994), e tratamentos com acetona do tecido vegetal
(Schneiderbauer et al., 1991). Todavia quando esses métodos foram
empregados para a extragdo de RNA em macas, kiwis e péssegos, tecidos que
contem elevados niveis de polissacarideos e polifendis (Mitra & Kootstra,
1993), ndo resultaram em RNA de qualidade ou com bandas aceitaveis,
especialmente nos tecidos frescos de frutos.

A reacao de PCR é amplamente utilizada devido sua alta especificidade,
sensibilidade. Para amplificar acidos nucléicos, RNA ou DNA, essas moléculas
devem ser extraidas e purificadas dos demais componentes celulares que
possam interferir com as rea¢des de amplificagdo (Wieddbrauk et al., 1995;
Aygan, 2006). Muitos processos de extracdo ndo removem suficientemente as
contaminagdes por polifendis e polissacarideos, componentes que podem
afetar diretamente a as reagdes de amplificacdo por PCR. Isto ocorre
especificamente com os tecidos de frutos pertencentes ao género Malus e
Prunus (Korschineck et al., 1991).

Polissacarideos, polifendis e matabdlitos secundarios de plantas, nos
ultimos passos da re-suspenssao, apos a precipitacdo com alcool e sais levam
a formacao de uma nuvem opaca e viscosa, dificil de separar do pellet de RNA.
Mas em frutos, a maior contaminagdo pode ser em decorréncia da grande
quantidade de agucares. Dal cin et al. (2005) relatou que os resultados da
extragdo de RNA em diferentes tecidos de frutos de maca e péssego variam de

acordo com o estadio de maturacdo dos frutos. A quantidade de calcio
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adicionada nas extracdes foi dependente dos estadios de maturacdo dos
frutos. Quanto maior a quantidade de agucares presentes nos frutos, maiores
as dificuldade de extracdo do RNA da utilizacdo deste nas técnicas de
‘Northern blot’, transcricdo reversa, eletroforese e purificacdo de do mRNA
(Lopez-Gomez & Gomez-Lim, 1992; Mitra & Kootstra, 1993; Wan & Witkins,
1994). A separagao dos agucares do RNA é realizada através da precipitagéo
com cloreto de litio (LiCl) (Su & Gibor, 1988; Wallace, 1987), alcool (Logemann
et al.,, 1987), etileno glicol monobutil eter (BE) ou cloreto de césio (CsCl) e
centrifugacéo (Lopez-Gomez & Gomez-Lim, 1992; Mitra & Kootstra, 1993).
Esses passos sdo demorados e incluem perigosos reagentes quimicos e

também podem aumentar as degradagdes do RNA.

1.5. Objetivos do Trabalho

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do tratamento
térmico com agua quente no controle das podriddées em pds-colheita causadas
pelos fungos Botryosphaeria dothidea e Penicillium expansum, além de
caracterizar, em nivel molecular, interagdes entre os patégenos B. dothidea e
magcas cv. Fuji, a fim de identificar o efeito do tratamento térmico na inducdo de
genes de resisténcia.

O trabalho foi dividido em trés capitulos, sendo que no capitulo dois sao
abordados métodos para a extracdo de RNA total de frutos de maca de
diferentes tecidos e em diferentes estadios de maturagdo. O capitulo trés
descreve o trabalho que teve como objetivo verificar a expressao de genes

regulados durante a interacdo macga-B. dothidea, através da técnica de
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Differential Display RT-PCR. No capitulo quatro sdo abordados os
experimentos realizados para verificar o efeito do tratamento com calor no
controle pés-colheita da podriddo branca e do mofo azul, em macgéas ‘Fuji’.
Neste ultimo capitulo foram avaliadas a viabilidade do tratamento com calor no
controle da podriddo branca e do mofo azul, influéncia destes tratamentos nos
parametros fisico-quimicos de qualidade de macgas ‘Fuji’ e a expressao génica
diferencial, quando comparados os frutos tratados e nao tratados com calor a

58°C por 30 segundos.



CAPITULO Il
2. ISOLAMENTO DE RNA TOTAL DE FRUTOS DE MAGCA

2.1. Introdugao

A macgad (Malus domestica Bork.) € um das espécies da familia
Rosaceae, a qual inclui muitos frutos comercializaveis como, por exemplo, péra
(Pyrus communis), morango (Fragaria spp.), cereja (Prunus avium),
péssego/nectarina (Prunus persica) e damasco (Prunus armeniaca) (Park et al.,
2006).

A macgd € um pomo, ou seja, um pseudofruto. A polpa é derivada do
receptaculo floral, juntamente com as bases das sépalas, pétalas e estames,
com os quais os tecidos do ovario se fundem (Chitarra & Chitarra, 2005). A
casca (camada de células epidermais e sub-epidermais) € completamente
deferente do cortex. Na maioria das cultivares comerciais os tecidos
epidermais e sub-epidermais concentram a biossintese de pigmentos e ésteres
volateis, estes ultimos, associados com os complexos aromaticos do fruto
(Park et al., 2006). Como um fruto climatérico, o processo de maturacido €&
marcado por um pico respiratério e de produgdo de etileno, que aumenta a
degradacdo do amido e das paredes celulares resultando em mudancgas na
textura, uma das mais importantes caracteristicas comerciais dos frutos

(Giovannoni, 2001).
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A macga tem sido utilizada como modelo dentre as espécies frutiferas
para estudos em biologia molecular de importantes caracteristicas fisioldgicas
e bioquimicas bem como a resisténcia a doencas e pragas (Newcomb et al.,
2006). O descobrimento dos genes envolvidos nessas caracteristicas € um
desafio para os pesquisadores de diferentes grupos de trabalho. Um dos
fatores limitantes em experimentos de biologia molecular com frutos de macgas
€ a extracao de RNA de alta qualidade, e em quantidade suficiente, a partir de
frutos. Este € um fator indispensavel para reacées de RT-PCR e a construcéo
de bibliotecas de cDNA.

O estudo da expressdao génica em plantas frutiferas pode ser
tecnicamente complicado devido a grande quantidade de polissacarideos,
polifendis e outros metabdlitos secundarios que acumulam durante o
amadurecimento do fruto e ou em resposta a estimulos do ambiente (Meisel et
al., 2005). Estes compostos possuem a tendéncia de co-precipitarem com o
RNA devido as suas propriedades fisico-quimicas similares, afetando a
quantidade e a qualidade das amostras (Asif et al., 2000; Logemann et al.,
1987).

A extragdo de RNA requer o rompimento vigoroso da célula, fazendo
com que estes componentes anteriormente compartimentalizados nas
organelas citoplasmaticas, se dissociem e reajam irreversivelmente com os
acidos nucléicos. Para o isolamento de RNA total puro e intacto de tecidos
ricos em polissacarideos é importante prevenir a ligagao destes compostos aos

acidos nucléicos.
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Tecidos de frutos de maga possuem elevados conteudos de polifendis e
polissacarideos e RNAses endbégenas. Os compostos fendlicos sao
rapidamente oxidados e formam quinonas que se ligam facilmente aos acidos
nucléicos (Loomis, 1974). As ribonucleases enddgenas reduzem drasticamente
a integridade do RNA, particularmente quando seu conteudo aumenta, durante
a senescéncia, ferimentos e ataque de patégenos nos frutos. (Logemann et al.,
1987; Lopez-Gdémes & Gomes-Lim, 1992; Green, 1994).

Além dos compostos fendlicos e outros metabdlitos secundarios, a
contaminagao por polissacarideos impede a re-suspensido do RNA precipitado,
interfere na quantificacdo baseada na absorbancia, inibe reagcbes enzimaticas e
interfere com a migragao eletroforética (Wilkins & Smart, 1996). Dentre os
polissacarideos encontrados em grande quantidade nos frutos de macgas, as
pectinas sao os polimeros mais complexos e abundantes da parede celular
primaria (Willats et al., 2001), sdo complicadores do processo de extragao de
RNA. Macads maduras possuem uma elevada concentracdo de pectinas
soluveis que formam géis. O gel formado pode encapsular algumas moléculas
como acidos nucléicos e proteinas, o que reduz a qualidade das extracdes
(Asif et al., 2006).

Até o momento, ndo existem “kits” comerciais especificos para a
extracdo de RNA para este tipo de tecido. No presente estudo, foram avaliados
dois métodos quanto a quantidade e a qualidade da extracdo de RNA total de
frutos de macga das cultivares Royal Gala e Fuji em trés diferentes estagios de
maturacao. O primeiro método foi o de precipitacdo diferencial de RNA com

cloreto de litio conforme descrito por Bugos et al. (1995) com modificagbes e o
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segundo método foi o de extragdo usando o “kit Concert™ Plant RNA Reagent”

(Invitrogen).

2.2. Materiais e métodos

2.2.1. Material Vegetal

No experimento 1, no qual foram comparados os diferentes métodos em
relagdo a quantidade e qualidade de RNA foram utilizadas macgas das
cultivares Fuji e Royal Gala, provenientes de pomares comerciais da Empresa
Mercochen, de Caxias do Sul, RS. No experimento 2 foram utilizadas macas da
cultivar Fuji em trés diferentes estadios de maturacdo e também 3 diferentes
porcbes de tecidos dos frutos, denominados epiderme, polpa e
epiderme+polpa, também provenientes da empresa citada anteriormente. Os
estadios de maturacdo dos frutos foram denominados: verdes- os frutos
colhidos 90 dias apods a plena floragao; maturacao ideal e senescentes, sendo
os frutos desta ultima categoria previamente armazenados durante dez meses
em atmosfera controlada (1,5% de O, + 0,5% de CO», a -0,5°C, 95% umidade
relativa), e posteriormente um més em atmosfera convencional, (-0,5°C, 95%
umidade relativa).

A retirada das amostras para as extracbes do RNA foi realizada com
auxilio de um vazador de metal. Foram retirados pedacos de formato cilindrico
de 10 mm de didmetro por aproximadamente 10 mm de profundidade. Nas
extragdes em que somente foi utilizada a epiderme, a fragdo polpa foi
descartada com auxilio de bisturi. O mesmo ocorreu quando se utilizou

somente a polpa. Depois de retiradas as amostras estas foram imediatamente
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congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a temperatura de -80°C até o

momento das extracgdes.

2.2.2. Andlises Fisico-quimicas

Os frutos foram transportados até Laboratério de Fisiologia Pos-Colheita
do Departamento de Horticultura e Silvicultura da Faculdade de Agronomia da
UFRGS, Porto Alegre, RS, onde foram realizadas as analises fisico-quimicas
de acordo com a metodologia a seguir:

A firmeza da polpa foi determinada em dois pontos opostos da regiao
equatorial de cada fruto através de um penetrbmetro manual com ponteira
Magness-Taylor, de 11 mm de didmetro. Os valores foram expressos em
Newton (N). Os sélidos soluveis totais foram determinados com refratémetro de
mesa, e 0s valores expressados em graus Brix. Para a acidez total titulavel de
cada amostra de frutos foi coletada uma aliquota de 10 ml do suco, que diluido
em 90 mL de agua destilada foi, posteriormente, titulada com uma solugao de
NaOH a 0,1 N até pH 8,1. Os valores foram expressos em meliequivalentes de
acido malico/100 ml de suco. Para estas analises foram utilizados 3 repeticdes

de 10 frutos por repeticao.

2.2.3. Método Bugos

As amostras de frutos de magas foram trituradas em almofariz com
nitrogénio liquido. Aproximadamente 400 mg do tecido triturado foi colocado
em tubos de micro-centrifuga (0,5 mL). Em seguida foi adicionado 400 ul de
tampéao de extragéo (Tris-HCI 100 mM pH 9,0, NaCl 200 mM, EDTA 15 mM e

SDS 0,5%), 2,3 ul de mercaptoetanol, 400 ul de fenol e 80 ul de
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cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e os tubos contendo as amostras foram
homogeneizados em vértex por 2 minutos. Apds acrescentar 28 ul de acetato
de sodio (3M) e homogeneizar em vortex por um minuto, as amostras foram
incubadas no gelo por 15 minutos, e em seguida centrifugadas a 16.000 x g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido em novo tubo, ao qual foi
acrescentado 400ul de fenol e 80 ul de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).
Apb6s homogeneizagdo em voértex por 2 minutos e centrifugagéo a 16.000 x g
por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi colocado em um novo tubo,
acrescentando-se a este, 500 ul de isopropanol. As amostras foram incubadas
a -20°C por uma hora, e entao, centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos a
4°C, sendo o sobrenadante removido. Adicionou-se ao precipitado 500 pul de
etanol 70% e centrifugou-se a 10.000 x g por 5 minutos a 4°C. Novamente, o
sobrenadante foi removido e secou-se o precipitado sob temperatura ambiente.
Foram acrescentados 82,5 ul de agua ultra pura ao precipitado seguida por
incubagédo por 10 minutos em temperatura ambiente. A seguir adicionou-se
LiCl, 8 M para uma concentragao final de 2,5 M. Os tubos foram incubados
durante 12 horas a 4°C. Apo6s a centrifugacao a 14.000 x g por 10 minutos a
4°C e posterior descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com 500 pl
de etanol 70%. A amostra foi centrifugada a 10.000 x g por 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante descartado. Esse ultimo procedimento foi repetido mais uma vez.
O precipitado permaneceu em temperatura ambiente até secar e foi
ressuspendido em 30 uL de agua ultra pura. O RNA foi incubado por 10 min a

temperatura ambiente antes de ser armazenado a - 20 °C.
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2.2.4. Micro extragao de RNA Concert™ Plant RNA Reagent

Foram pesados aproximadamente 400 mg do tecido dos frutos e em
seguida triturado com nitrogénio liquido em almofariz. O po6 resultante foi
transferido para tubos eppendorf® de 1,5 mL, ao qual também foi adicionado
500 pL de Concert Plant RNA Reagent resfriado a 4°C, seguido de vortex. Em
seguida as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos.
Apos foram centrifugadas por 2 minutos a 12000 x g, em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para novo tubo no qual também foi
adicionado 100 pL de NACI 5 M para clarificar o extrato e 300 uL de
cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados manualmente e centrifugados
por 10 minutos a 12000 x g a 4°C, para separar as fases. A fase superior
aquosa foi coletada e depositada em um novo tubo, descartando-se o restante.
A este novo tudo foi adicionado igual volume de isopropanol e as amostras
incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos. Apds este periodo foram
centrifugadas por 10 minutos a 12000 x g a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e adicionado ao tubo 1 mL de etanol a 75%, tomando o cuidado
para nao perder o pellet. Novamente os tubos foram centrifugados por 1 minuto
a 12000 x g a 4°C, e apos foi desprezado o liquido tomando-se o cuidado para
nao perder o pellet. O RNA foi re-suspendido em 30 uL de agua ultra-pura livre
de RNase, e incubando por 10 minutos em temperatura ambiente e em seguida

armazenado —20°C.
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2.2.5. Macro extragcao de RNA Concert™ Plant RNA Reagente

Este método utiliza os mesmos reagentes do meétodo anterior, e
somente diferem os volumes dos reagentes e a quantidade de tecido vegetal.
Um 1 g de tecido vegetal foi pesado e em seguida triturado em nitrogénio
liquido e colocado em tubo de 50 mL. A este tubo foram adicionados 5 mL de
Concert™ Plant RNA Reagente resfriado a 4°C, seguido de vortex. Apds, as
amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos. Em
seguida, centrifugadas por 5 minutos a 2.600 x g a 4°C, para separar as fases.
A fase aquosa foi passada por filtro de nylon estéril e o filtrado coletado para
um novo tubo. O material restante foi descartando. Para cada 10 mL de
sobrenadante filtrado foram adicionados 2 mL de NaCl 5 M e 6 mL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v:iv). Em seguida os tubos foram
centrifugados por 30 minutos a 2.600 x g a 4°C, para separar as fases.
Novamente o sobrenadante foi coletando para um novo tubo, seu volume foi
medido e a este volume foram adicionados 0,9 vezes de isopropanol. Apos a
adicdo do isopropanol, os tubos foram incubados em temperatura ambiente por
10 minutos. Passado este periodo, foram centrifugados por 30 minutos a 2.600
x g a 4°C e o sobrenadante desprezado. Ao pellet resultante foi adicionado 5 a
10 mL de etanol 75% e centrifugar a 2.600 x g por 5 minutos a 4°C. Apds a
centrifugacado o sobrenadante foi desprezado e o pellet re-suspendido em 100
ML agua ultra-pura livre de RNase e incubando por 10 minutos em temperatura
ambiente. Apds, o RNA foi transferido para tubos eppendorf® e armazenado a

-20°C para posterior utilizagao.
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2.2.6. Estimativa da Quantidade e Qualidade do RNA Total

A quantidade de RNA total foi estimada através da leitura em
espectrofotbmetro (SmartSpec Plus, Bio-Rad) da absorbéncia a 260 nm
(nanémetros) (Agso), utilizando como padrdo 1 (A= 1 equivale a uma
concentracao de 40 ug.mL'1 de RNA). A concentracdo de RNA é calculada
através da formula: {RNA} = 40ug.mL™" x D* x Ao (Brasileiro et al., 1998).

A qualidade do RNA extraido foi avaliada por espectrofotometria pela
relacdo OD260/280 nm e por eletroforese em gel de agarose (Gibco/BRL) a
1,5%, contendo tampao TBE [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de H3;BO; e
2 mM de EDTA]. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 ng.mL™),
fotografado e analisado através do sistema de fotodocumentagao
computadorizado de pela analise de gel (Kodak Digital Science 1D-EDAS 120).

O marcador de massa molecular utilizado foi o de 1 Kb de DNA (Gibco BRL).

2.2.7.RT-PCR com Oligonucleotideos Iniciadores de Actina de Mac¢a

Os RNAs foram submetidos a reacao da transcrigao reversa seguida da
reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR). O RNA total dos frutos foi
transcrito reversamente (RT) adicionando 1,32 uM dos oligonucleotideos
iniciadores Actina — anti-senso (5-TGGGATGACATGGAGAAGATT-3'), de 0,4
mM de cada dNTP [(dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen)]; 50 mM de Tris
HCI (pH 8,3); 75 mM de KCI; 6,6 mM de DTT (ditiotreitol); 200 U da enzima
transcricéo reversa (MMLV-RT) (Amersham Biosciences) e agua ultra pura até
completar o volume de 5 uL. A reagao foi incubada no termociclador PTC-100™

(MJ Research) por 1 hora a temperatura de 37°C.
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A reagdo de PCR de amplificacdo foi composta de 5 uL do cDNA; 20
mM de Tris-HCI (pH 8,3); 50 mM de KCI; 2 mM de MgCl; 0,2 mM de cada
dNTP; [(dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen)], 0,8 uM de cada um dos
oligonucleotideos (Actina — anti-senso- 5-TGGGATGACATGGAGAAGATT-3' e
actina senso 5-CTACAAAGTCATCGTCCAGACAT-3'), 3 U da enzima Taq
DNA Polimerase (Invitrogen) e agua ultra pura até completar o volume de 50
uL. A reacdo foi incubada no termociclador PTC-100™ (MJ Research) nas
seguintes condi¢des: desnaturagcao inicial a 95°C por 2 minutos, 17 ciclos
constituidos de desnaturagcdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por
2 minutos, extensao a 72°C por 90 segundos e extensao final a 72°C por 5
minutos, num total de 35 ciclos.

Para a comprovacao da eficiéncia da amplificacdo os produtos da
reacao de PCR foram separados através de eletroforese em gel de agarose
(Gibco/BRL) a 2,0 % - contendo tamp&o TBE [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90
mM de H3;BO3; e 2 mM de EDTA]. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5
ng.mL™), fotografado e analisado através do sistema de foto documentagéo
computadorizado de analise de gel (Kodak Digital Science 1D-EDAS 120). O
marcador de massa molecular utilizado foi o de 1Kb DNA (Invitrogen).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho foram
baseados no trabalho de Gasic et al. (2004), construidos com base em uma
sequéncia conservada do gene da actina de maca
(Apple_0902.385.C2.Contig633). Este procedimento foi adotado somente no

experimento 2.
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2.2.8. Analise dos Resultados

No experimento 1, quando foram comparados os dois métodos de
extracdo de RNA total, foram utilizadas dez repeticdes por método, sendo cada
repeticao constituida por um tubo de reacdo, bem como na comparacédo da
macro e micro extracio.

No experimento 2 foram realizadas 10 repeticdes de extragao para cada
tipo de tecido vegetal. A variavel rendimento de RNA foi avaliada através do

teste DMS de Fischer.

2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Experimento 1

As macgas da cv. Fuji utilizadas neste experimento 1 encontrava-se em
avancado estadio de maturacdo. Os resultados das extracdes de RNA total
apresentados na Tabela 1 demonstram que para ambos métodos empregados
a quantidade de RNA foi baixa, mas a quantidade de RNA obtida através do
método Concert foi superior a obtida através do método Bugos.

Segundo Suzuki et al. (2003) a habilidade em isolar RNA total de boa
qualidade e mRNA livre de proteinas, DNA e metabdlitos secundarios € um
ponto crucial para a construgao de bibliotecas de cDNA e analises moleculares
através de RT-PCR. Um método eficiente de extracdo de RNA pode ser
julgado pela qualidade, quantidade e integridade do RNA obtido.

A qualidade das amostras pode ser atestada através da leitura por
espectrofotdbmetro e visualizagdo em gel de agarose da integridade dos

fragmentos de RNA ribossomal. A qualidade das amostras avaliada por
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espectrofotometria apresentou uma relacdo 260/280 entre 1,4 e 1,6 para
ambos os métodos, quando uma relagéo ideal seria de 1,8 a 2,0. Os géis de
agarose também mostram claramente a degradacdo do RNA, caracterizado
pelos arrastes (Figuras 5 e 6). Resultados semelhantes foram obtidos por Oster
(2004) utilizando o método Bugos para a extragdo de RNA de magas.

TABELA 1. Caracteristicas do RNA total de frutos de maga cv Fuiji.
LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.

Método ug/ul1 260/280°
Bugos 0,050 1,4
Concert™ 0,180 1,6

{RNA} = 40ug.mL™" x D* x Agso
2RaZéO Azeo/Azgo

FIGURA 5. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de
magcas cv. Fuji. O RNA total foi separado em gel de
agarose (1,5%) ndo desnaturante contendo brometo
de etidio e fotografado sob luz ultravioleta. Amostras
de RNA extraidas segundo o método de RNA
Concert™. Linha 1. marcador 1Kb (Gibco BRL).
LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.
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FIGURA 6. Eletroforese em gel de agarose do RNA total
de magas cv. Fuji. O RNA total foi separado
em gel de agarose (1,5%) nao desnaturante
contendo brometo de etidio e fotografado sob
luz ultravioleta. Amostras de RNA extraidas
pelo método Bugos. Linha 1. marcador 1Kb
(Gibco BRL). LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS,
2005.

Como o método Concert apresentou rendimento superior ao método
Bugos, novos experimentos utilizando-se este reagente foram conduzidos.
Visando obter informacdes sobre as diferengas de qualidade e quantidade de
RNA total extraido dos diferentes tecidos dos frutos de maga foram realizadas
extracbes das fracbes epiderme e da polpa dos frutos de duas cultivares
diferentes, Royal Gala e Fuiji.

Os resultados das extragcdes demonstram claramente que a fragao polpa
apresenta quantidade menor de RNA quando comparada a epiderme. O
rendimento de RNA da polpa foi extremamente baixo, para ambas cultivares
(Tabela 3). Quanto comparadas as cultivares, a quantidade de RNA das
extracdes da cv. Fuji foram menores do que as da cv. Royal Gala. Isto pode ser

atribuido ao avangado estadio de maturagéo da cv. Fuiji. (Tabela 2).
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Quanto a qualidade do RNA, a relacao 260/280 foi de 1,9 para as
amostras da epiderme de ambas cultivares e de 2,0 a 2,2 para amostras da
polpa. A visualizagdo dos fragmentos de RNA ribossomal no gel de agarose
demonstra a integridade das amostras provenientes da epiderme da cv. Royal
Gala (Figura 7, canaletas 2 a 5). Devido a baixa quantidade nem todas as

amostras da polpa foram visualizadas no gel.

TABELA 2. Caracteristicas fisico-quimicas de frutos de macga. Laboratério de
Fisiologia Pos-colheita/lUFRGS. Porto Alegre, RS, 2005.

Cultivar FP (Newtons) SST (Brix) ATT (Meq de ac. Malico/ 100ml)
Royal Gala 78,8 13,2 5,4
Fuji 65,0 15,0 3,5

TABELA 3. Caracteristicas do RNA de frutos de macga, obtidos através do Método
Concert. LFM/UFRGS. Porto Alegre, RS, 2005.

Fonte do Vegetal
Epiderme Polpa
Cultivar ug/ul’ 260/280° ug/ul’ 260/280°
Gala 0,22 1,9 0,07 2,2
Fuji 0,12 1,9 0,01 2,0

{RNA} = 40pg.mL™" x D* x Aggo
2RaZé0 A260/A280

12 34 5 67 8 9 101112 13 14 15 16 1718

FIGURA 7. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de epiderme de
maga cv. Gala (2 a 5), epiderme de magas cv. Fuji (6 a 9) e
polpa de magéa cv. Gala (10 a 13) e cv. Fuji (13 a 17). O RNA
total foi separado em gel de agarose (1,5%) ndo desnaturante
contendo brometo de etidio e fotografado sob luz ultravioleta.
Linhas 1 e 18, marcador 1Kb (Gibco BRL). LFM/UFRGS. Porto
Alegre, RS, 2005.
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Como a quantidade de RNA obtido em todas as extracbes sempre foi
baixa, foi testada a macro extragao, utilizando o método Concert™. Nesta
tentativa, foi utilizado 1 g de tecido (somente da cv. Fuji) dos frutos e as
extracdes realizadas em tubos de 50 mL.

Tanto a micro quanto a macro extracdo de RNA resultaram, na maioria
das vezes, em fragmentos visiveis de RNA ribossomal no gel de agarose e a
relacdo 260/280 foi 2,0 tanto para a micro quanto para a macro-extragao
(Tabela 4). Quando essas amostras foram submetidas a quantificagdo por
espectrofotometria, a quantidade de RNA presente foi baixa e na sequéncia
dos processos, poucas amostras amplificaram quando submetidas a técnica de
RT-PCR (dados ndo apresentados). A baixa quantidade de RNA pode estar
ligada ao avangado estadio de maturagéo dos frutos utilizados no experimento.
Aumentando-se a quantidade de tecido vegetal, o esperado era um aumento
no rendimento de RNA, o que nao ocorreu. Extracées em tubos de 50 mL sao
dispendiosas. Os volumes de reagentes sao grandes e dificultam a
manipulagédo, tornando-a perigosa. O reagente Concert™, & extremamente
toxico, volatil e de odor desagradavel. Além disso, as degradagdes foram mais

visiveis na macro-extragao (Figuras 8 e 9).

TABELA 4. Caracteristicas do RNA de magas cv Fuji, obtidos através do método Concert.
LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.

Extragcdo Concert™ Plant RNA Reagent

Micro- extragcao Macro- extragao
pg/ul’ 260/280° pg/ul’ 260/280°
0,44 2,00 0,18 2,0

"{RNA} = 40ug.mL™" x D* x Agg
ZRQZQO A260/A280



FIGURA 8: Eletroforese em gel de agarose do
RNA total de magas ‘Fuji. O RNA
total foi separado em gel de agarose
(1,5%) n&o desnaturante contendo
brometo de etidio e fotografado sob
luz ultravioleta. Amostras de RNA
extraidas segundo o método de
micro-extracdo RNA Concert™. Linha
1. marcador 1Kb (Gibco BRL).
LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS,
2005.

FIGURA 9. Eletroforese em gel de agarose do
RNA total de magéas ‘Fuji. O RNA
total foi separado em gel de
agarose (1,5%) ndo desnaturante
contendo brometo de etidio e
fotografado sob luz ultravioleta.
Amostras de RNA extraidas
segundo o método de macro-
extracdo Concert™. Linha 1.
marcador 1Kb  (Gibco BRL).
LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS,
2005.

47
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2.3.2. Experimento 2

Os frutos utilizados neste experimento foram caracterizados quanto ao
estadio de maturagdo em verdes, maturacdo ideal e senescentes. Foram
comparados estes trés estadios de maturacdo dos frutos na tentativa de
detectar as variacdes que poderiam ocorrer na quantidade de RNA de acordo
com o estadio de maturacido. Os tecidos verdes ou em formacédo necessitam
da sintese constante de RNA para sua formacdo, enquanto tecidos em
estadios mais avangados de maturacao sao tecidos que estdo morrendo e os
processos de degradacéo estdo ocorrendo em maior intensidade do que os de
sintese.

As caracteristicas fisico-quimicas dos frutos destes dois ultimos estadios
de maturacao sao apresentadas na tabela 5. Ja, os frutos considerados verdes
foram colhidos 90 dias apés a plena floragcao e nao tiveram suas caracteristicas
fisico-quimicas avaliadas.

TABELA 5. Caracteristicas fisico-quimicas de maga cv. Fuiji. Laboratério de Fisiologia
P6s-colheita/UFRGS. Porto Alegre, RS, 2006.

Maturacgao FP (Newtons) SST (%) ATT (Meq de ac. malico/ 100ml)
Ideal 78,8 13,2 54
Senescente 51,0 15,0 3,0

A escolha dos diferentes tecidos para as extracoes foi devido a
composicao diferenciada desdes. Os tecidos da epiderme possuem uma série
de compostos fendlicos e antocianinas que poderiam ser potenciais
interferentes no processo de extragdo, ja a polpa é um tecido rico em
polissacarideos, incluindo as pectinas, também interferentes.

Quando comparados os dois métodos, independente do estadio de

maturacédo dos frutos (Tabela 6), ndo houve diferencas significativas entre os
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métodos para as extracbes das fragcdes epiderme+polpa e polpa. O método
Concert apresentou maior quantidade de RNA para a fragao epiderme. Quando
a extracdo de RNA foi realizada com frutos em senescéncia, através do
método Bugos, a quantidade de RNA obtida foi baixa. Além disso, a extragao
falhou para a maioria das amostras, como pode ser visualizado na Figura 10.
Ja, quando a extragao foi realizada através do método Concert a quantidade foi
maior, porém nas amostras provenientes da epiderme ocorreu degradagao do
RNA em praticamente todas as 10 extragdes (Figura 11) e a relagao 260/280
foi de 2,25 (Tabela 7).

A amplificagcdo com oligonucleotideos iniciadores de actina somente foi
positiva nas amostras extraidas através do método Concert, da fragdo polpa
(Figura 12) uma vez que as amostras provenientes da epiderme também né&o
amplificaram, provavelmente devido a degradagao das amostras e presencga de
contaminantes no RNA. Os frutos deste estadio de maturacdo foram
armazenados em atmosfera controlada durante 10 meses. Segundo Ke et al.
(1991) e Solomos & Kanellis (1999), macés armazenadas por varios meses a
baixas temperaturas, reduzido oxigénio e elevado CO, sofrem uma reducao
em seus niveis metabdlicos e em consequéncia uma redugdo no conteudo de
RNA. Além disso, os tecidos em senescéncia possuem elevada atividade de
enzimas relacionadas a processos de degradagdo, como as RNases. A baixa
concentracido de RNA em macgas armazenadas e o elevado conteudo de fendis
e pectinas pode em frutos maduros prejudicar a qualidade das extragdes de

RNA.
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TABELA 6. Quantidade de RNA (ug/ul)' de macas cv. Fuiji obtidos por diferentes
métodos de extracao e de diferentes tecidos dos frutos. LFM/UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2006.
Origem do Tecido

Método Epiderme + polpa Epiderme Polpa Médias
Bugos 0,1237 bA? 0,0780 bB 0,0950 bB 0,0989
Concert™ 00,0873 bB 0,3630 aA 0,0743 bB 0,1749
Médias 0,1055 0,2205 0,0847

"{RNA} = 40ug.mL™" x D* x Agg
’Médias seguidas de mesma letra minuscula (coluna) e maiuscula (linha) ndo diferem entre si
pelo teste DMS de Fischer (5%).

TABELA 7. Razao 260/280 do RNA de magas cv Fuiji, obtidos através do método
Concert. LFM/UFRGS. Porto Alegre, RS, 2006.
Origem do Tecido

Epiderme Polpa Epiderme +Polpa
Maturagao 260/280 260/280 260/280
Senescente 2,25 2,20 1,90
Ideal 1,40 2,10 1,50
Verde 1,70 1,60 1,50

! Razao A260/A280

TABELA 8. Razdo 260/280 de amostras de RNA, de macas cv Fuji, obtidos
através do método Bugos. LFM/UFRGS. Porto Alegre, RS, 2006.
Origem do Tecido

Epiderme Polpa Epiderme +Polpa
Maturagao 260/280' 260/280 260/280
Senescente 2,28 2,10 1,80
Ideal 2,25 2,50 2,18
Verde 1,90 1,50 1,50

! Razao A260/A280
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FIGURA 10. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de magas cv. Fuji no
estadio de maturagéo senescente, método Bugos, epiderme, (2 a 11),
polpa (12 a 21) e epiderme +polpa (22 a 32). O RNA total foi separado
em gel de agarose (1,5%) ndo desnaturante contendo brometo de
etidio e fotografado sob luz ultravioleta. Linhas 1 e 18, marcador 1Kb
(Gibco BRL). LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.
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FIGURA 11. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de magas cv. Fuji no
estadio de maturacdo senescente, método Concert, epiderme (2 a
11), polpa (12 a 21) e epiderme + polpa (22 a 31). O RNA total foi
separado em gel de agarose (1,5%) nao desnaturante contendo
brometo de etidio e fotografado sob luz ultravioleta. Linha 1,
marcador 1Kb (Gibco BRL). LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

FIGURA 12. Eletroforese em gel de agarose da amplificagao
das amostras de RNA (Método Concert) de
macas em estadio de maturagdo senescente,
com oligonucleotideos iniciadores de actina de
Os fragmentos foram separados em gel de
agarose (2,0%) nao desnaturante contendo
brometo de etidio e fotografado sob Iluz
ultravioleta. Linha 1, marcador 1Kb (Gibco BRL).
LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

Para as extragbes realizadas com frutos no estagio ideal de maturagéo,
o método Bugos foi mais eficiente do que o método Concert (Figuras 13 e 14) e
(Tabela 10). Ambos os métodos apresentaram baixa quantidade de RNA.
Quanto a qualidade das amostras, (Tabelas 7 e 8) a relagdo 260/280 variou de

1,40 a 2,10 para o método Concert e de 2,18 a 2,50 para o método Bugos,



52

indicando que podem ter ocorrido contaminagdes com fendis e proteinas. Em
quase todas as amostras obtidas da fracdo epiderme pelo método Concert
ocorreram degradacdes e os demais tecidos ndo apresentaram fragmentos de
RNA no gel de agarose (Figura 8). A amplificagdo com oligonucleotideos
iniciadores de actina somente ocorreu com as amostras da fragao
epiderme+polpa, extraidas através do método Bugos (dados nao

apresentados).

1234567 8 910 11121314151617 18 192021222324 25262728 29 30 31

FIGURA 13. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de macas cv. Fuji, estadio de
maturagéo ideal, método Bugos, epiderme (2 a 11), polpa (12 a 21) e
epiderme+polpa (22 a 31). O RNA total foi separado em gel de agarose
(1,5%) néo desnaturante contendo brometo de etidio e fotografado sob luz
ultravioleta. Linha 1, marcador 1Kb (Gibco BRL). LFM/UFRGS, Porto Alegre,
RS, 2006.
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FIGURA 14. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de macas cv. Fuji, estadio de
maturagéo ideal, método Concert, epiderme (2 a 11), polpa (12 a 21) e
epiderme +polpa (22 a 31). O RNA total foi separado em gel de agarose
(1,5%) nao desnaturante contendo brometo de etidio e fotografado sob luz
ultravioleta. Linha 1, marcador 1Kb (Gibco BRL). LFM/UFRGS, Porto Alegre,
RS, 2006.

O rendimento de extragao foi maior em todos os tecidos provenientes de

frutos verdes, sendo que a epiderme demonstrou um rendimento
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significativamente superior a polpa e epiderme+polpa. Para ambos os métodos
de extragao utilizados, a qualidade e a quantidade de RNA nos frutos verdes
foram superiores aos demais estadios de maturagdo. A integridade dos
fragmentos de RNA também podem ser observados nos géis (Figuras 15 e 16).
Quanto amplificadas com oligonucleotideos de actina todas as amostras foram
positivas (Figura 17).

E importante observar a reducdo da quantidade de RNA com o avango
da maturagao principalmente quando se compara o rendimento de extragao da
epiderme e da polpa dos frutos verdes com os dois outros estadios de
maturagdo. Parece haver um requerimento absoluto e continuo da sintese de
proteinas para o amadurecimento dos frutos, sendo a sintese de acidos
nucléicos pronunciada nas primeiras etapas da maturacéo (Chitarra & Chitarra.
2005). J&4 em frutos em estadio avangado de maturagdo os processos de
degradacgao superam os de sintese refletindo na quantidade de RNA disponivel

(Giovanoni, 2001).
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FIGURA 15. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de magés cv. Fuji, estadio de
maturagdo verde, método Bugos, epiderme (2 a 11), polpa (12 a 21) e
epiderme +polpa (22 a 31). O RNA total foi separado em gel de agarose
(1,5%) nédo desnaturante contendo brometo de etidio e fotografado sob luz
ultravioleta. Linha 1, marcador 1Kb (Gibco BRL). LFM/UFRGS, Porto Alegre,
RS, 2006.
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FIGURA 16. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de macgas cv. Fuji,
estadio de maturagcado verde, método Concert, epiderme (2 a
11), polpa (12 a 21) e epiderme +polpa (22 a 31). O RNA total
foi separado em gel de agarose (1,5%) ndo desnaturante
contendo brometo de etidio e fotografado sob luz ultravioleta.
Linha 1, marcador 1Kb (Gibco BRL). LFM/UFRGS, Porto Alegre,
RS, 2006.
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FIGURA 17. Eletroforese em gel de agarose da amplificagdo com oligonucleotideo
iniciadores de actina de amostras de RNA. Método Bugos (2 a 15) e Concert
(16 a 31) de macgas em estadio de maturagdo verde. Os fragmentos foram
separados em gel de agarose (2,0%) nao desnaturante contendo brometo de
etidio e fotografado sob luz ultravioleta. Linha 1, marcador 1Kb (Gibco BRL).
LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

Ao compararmos o rendimento de RNA das diferentes fontes do vegetal
nos trés estadios de maturagao (tabela 9), observa-se que a maior fonte de
RNA ¢é na epiderme (0,2205ug/pl). Este tecido do fruto de maca é
completamente diferenciado dos tecidos do cortex e inumeras sequéncias de
eventos bioquimicos ocorrem neste local, como a sintese de pigmentos e
compostos aromaticos (Park et al., 2006). Também observamos que os frutos

verdes contem maior concentracdo de RNA nos trés tecidos estudados.
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TABELA 9. Quantidade de RNA (ug/ul)' de magas cv. Fuji nos diferentes tecidos
dos frutos. LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

Origem do Tecido

Maturacgao Epiderme + polpa Epiderme Polpa Médias
Verdes 0,1355 aB? 0,3415aA 0,1825 aB 0,2198
Ideal 0,1325 aA 0,1360 bA  0,0450 bB 0,1045
Senescente 0,0485 bB 0,1840 bA  0,0265 bB 0,0850
Médias 0,1055 0,2205 0,0847

T{RNA} = 40pg.mL™ x D* x Aggo
’Médias seguidas de mesma letra minuscula (coluna) e maiuscula (linha) ndo diferem entre si
pelo teste DMS de Fischer (5%).

Quando comparamos os diferentes métodos de extracdo e os estadios
de maturacao dos frutos, observa-se que o método Concert apresentou a maior
quantidade de RNA (tabela 10), mas n&o diferiu do método Bugos quando os
frutos encontravam-se no estadio maturagao ideal.

TABELA 10. Quantidade de RNA (ug/ul)' de macas cv. Fuji quando comparados
os métodos Bugos e Concert. LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

Maturacgao
Método Verde Ideal Senescente Médias
Bugos 0,1580 bA? 0,1230 aA 0,0157 bB 0,0989
Concert™ 0,2817 aA 0,0860 aB 0,1570 aB 0,1749
Médias 0,2198 0,1045 0,0863

"{RNA} = 40ug.mL™" x D* x Aggp
’Médias seguidas de mesma letra minuscula (coluna) e maiuscula (linha) ndo diferem entre si
pelo teste DMS de Fischer (5%).

A qualidade do RNA foi maior quando utilizado o método de Concert e
frutos verdes. A baixa concentracdo de RNA em macgas sensescentes e o
elevado conteudo de fendis e pectinas em frutos maduros podem ser causa do
baixo rendimento das extracbes de RNA destes frutos. Os melhores resultados
obtidos de frutos senescentes foram com as extragdes realizadas da epiderme.
Asif et al. (2006) aborda em seu trabalho a importancia da elevada quantidade
de pectinas presentes na polpa de magas. Com o avango da maturagao, o
conteudo de pectinas soluveis na polpa aumenta podendo formar géis que

interfferem na extracdo do RNA reduzindo a quantidade e a qualidade do
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mesmo. Hulme et al. (1971) relataram que a sintese de RNA em magas atinge
0 maximo nos estadios iniciais da maturagao dos frutos. Lay-Yee et al. (1991)
correlacionando indices de maturagcao e producdo de RNA, ndo encontram
diferengas significativas no rendimento de extracdo de RNA de macas em
quatro diferentes estadios de maturacdo. Entretanto este autor indica que as
mudancas nos niveis de RNA e proteinas coincidem com o aumento das
concentracdes do etileno interno, aumento do teor de sdlidos soluveis totais e
diminuigcao dos indices da firmeza de polpa.

Os resultados das analises estatisticas revelaram que nao houve
interagdo tripla, ou seja, entre método, tipo de tecido e época de amostragem.
Também segundo a analise, o método Concert demonstrou ser mais eficiente
na extragdo de RNA da epiderme, sendo superior ao método Bugos. A
vantagem deste reagente € a rapidez na extragdo, cerca de 2 horas de trabalho
para cada bateria de amostras. O alto custo do reagente pode ser apresentado
como uma desvantagem do mesmo.

Quando comparamos a eficiéncia da extracido dos métodos observamos
que o método Concert oferece maior eficiéncia quando o tecido for a epiderme
e o método Bugos oferece maior eficiéncia quando o tecido for a polpa. De
maneira geral, a quantidade de RNA obtida através do método Concert foi

maior do que a obtida através do método Bugos.



CAPITULO Il

3. ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DE GENES DIFERENCIALMENTE
EXPRESSOS NA INTERAGCAO ENTRE MAGAS CV. FUJIE
BOTRYOSPHAERIA DOTHIDEA

3.1. Introducgao

A macga é a fruta de clima temperado de maior importancia comercial
como fruta fresca, sendo reconhecida pelos consumidores devido ao seu sabor
e atributos nutricionais, (Zohary & Hopf, 2000). Um grande problema desta
cultura sdo as podriddes em pos—colheita, responsaveis por até 35% das
perdas de frutos, quando submetidas a manejo inadequado durante o periodo
de armazenamento. Fungos s&o o0s principais agentes causadores de
podriddbes em magas nesta fase. Botryosphaeria dothidea é o fungo causador
da podriddo branca em macas. A incidéncia desta podriddao tem aumentado
nas ultimas safras gerando a necessidade do melhor entendimento do
comportamento desta doenga, principalmente na cv. Fuji e seus clones. Sabe-
se que o fungo pode infectar os frutos no inicio do ciclo vegetativo,
permanecendo latente até o inicio da maturacdo, podendo a podridao
desenvolver-se também sob refrigeracao.

O estabelecimento da doenca envolve uma complexa interacdo entre
patdogeno e hospedeiro, envolvendo processos no fungo, como ativacédo de

mecanismos de penetracido e colonizagao do hospedeiro e no fruto a ativagao
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das respostas de defesa. A identificacdo de genes de resisténcia envolvidos
em respostas de defesa € importante para a elucidacdo de mecanismos de
resisténcia em plantas contra fitopatégenos.

As interacbes planta-patdbgeno sao caracterizadas por mudangas na
expressao génica de ambos organismos. A selegcado de genes nos hospedeiros
envolvidos em respostas de defesa é importante para a elucidagao dos
mecanismos de defesa da planta contra os fitopatégenos. A selegao diferencial
de bibliotecas de cDNA, produzidas a partir de mRNAs isolados de plantas
inoculadas, tratadas com elicitores ou indutores de resisténcia tem sido
utilizada para identificar genes relacionados a defesa em muitas interagbes
planta-patégeno.

Diversas metodologias sdo usadas para a identificagao e isolamento de
genes expressos diferencialmente. Entre as metodologias que mais se
destacam hoje estdo a Hibridizacdo Subtrativa Supressiva (SSH), o cDNA-
AFLP, o DD-RT-PCR ("differential display reverse transcriptase"- PCR)., e os
micro arranjos de cDNA (Freeman et al., 2000). Esta ultima técnica, apesar de
proporcionar volume muito grande de informagdes, quando comparada com as
demais técnicas, € bastante cara, o que limita seu uso em muitos laboratérios.
A técnica DD-RT-PCR, entretanto, apesar de gerar menor volume de
informagdes que os micro-arranjos de DNA é relativamente de baixo custo e de
facil implementacdo. A técnica foi apresentada pela primeira vez em 1992
(Liang & Pardee, 1992), e tem assumido uma grande importadncia no
descobrimento de novos genes envolvidos em varios processos metabdlicos

tanto em plantas quanto em animais (Wilkinson et al., 1995). A técnica é
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baseada de Differential-display RT-PCR (DD-RT-PCR) é um método baseado
em PCR que permite a analise da expressdo génica entre diferentes
populacdes de células. O método de DD-RT-PCR pode ser utilizado no estudo
das interagdes patdégeno-hospedeiro, resultando na identificagdo de genes
regulados durante a infecgdo com fungos (Benito et al., 1996) e bactérias
(Sheehaus & Tenhaken, 1998). Segundo estes autores a técnica é rapida e
sensivel para a identificagao de alteragdes funcionais resultantes de diferencas
na transcricdo ou degradagdo do mRNA. A técnica constitui-se dos seguintes
passos, obtencdo de RNA, producdao de cDNA através da transcricdo reversa
do mRNA (RT), amplificagcdo do cDNA por PCR, separacao e selegéo visual de
cDNAs amplificados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante. Os
fragmentos de cDNAs sdo recuperados do gel, re-amplificados por PCR,
clonados e sequenciados (Shoham et al., 1999).

Este estudo foi realizado visando caracterizar em nivel molecular a
interagdo entre o patdogeno B. dothidea e macgéas cv. Fuji, tendo por meta

identificar o processo de infecgao e as respostas do fruto ao patégeno.

3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Material Vegetal

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia Pdés-colheita do
Departamento e Horticultura e Silvicultura e no Laboratério de Fitopatologia
Molecular (LFM) do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de

Agronomia da UFRGS. Frutos de maca da cv. Fuji provenientes da Empresa
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Mercochem de Caxias do Sul, RS, foram transportados até o Laboratério de

Fisiologia P6s-Colheita/UFRGS.

3.2.2. Produgao do Inéculo de B. dothidea

O inéculo do fungo B. dothidea foi obtido a partir de magas cv. Fuji com
sintomas tipicos de podridao branca, provenientes de pomares comerciais da
regido de Caxias do Sul, RS. Os isolados foram colocados em placas de Petri
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e cultivados em camara
de crescimento a 26°C sob luz continua (ldmpada fluorescente) durante sete
dias. Para a producgao de conidios, os isolados de B. dothidea foram repicados
em discos de papel filtro sobre o meio de cultura BDA nas placas de Petri,
permanecendo por 15 dias a 26°C sob luz fluorescente constante. Apds este
periodo, os papéis filtro foram retirados das placas e triturados, em almofariz,
juntamente, com 20 mL de caldo batata-dextrose (BD) estérii a 5%. A
suspensao obtida foi filtrada através de trés camadas de gaze para a remogao

dos residuos de micélio do patdgeno.

3.2.3. Inoculagao dos Frutos

Os frutos foram desinfestados em solucdo hipoclorito de sédio a 1,0%
por 30 segundos e em seguida feridos com bisturi estéril e inoculados com uma
suspensdo de 10° conidios.mL™" de B. dothidea. Apds a inoculacdo, as macés
foram incubadas em cémara de crescimento a 26°C. Amostras de tecido de
macas inoculadas e nao inoculadas foram coletadas logo apés a inoculagao e
apos, 3, 12, 48 e 72 horas e armazenadas a -80°C para analises posteriores.

Os tratamentos foram:
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T1 - frutos ndo inoculados;

T2 - 3 horas apods a inoculacao;
T3 -12 horas apods a inoculacéo;
T4 - 48 horas apos a inoculacao;

T5 - 72 horas ap0ds a inoculacao.

3.2.4. Isolamento de RNA

O RNA total foi extraido a partir de 400mg de tecido dos frutos de
acordo com o método Concert™ Plant RNA Reagent Invitrogen®. Foram
realizadas 3 repeticoes de cada tratamento.

A qualidade do RNA ¢é determinada entédo através das razdes Azso/Azso.
A concentragdo de RNA foi calculada através da formula {RNA} = 40ug.mL™" x

D* x Agso (Brasileiro et al., 1998):

3.2.5.RT-PCR com Oligonucleotideos Iniciadores de Actina de Maca

Para testar a qualidade do RNA foi amplificando-o com
oligonucleotideos iniciadores baseados no gene de actina de macgéa: actina —
senso (5-CTACAAAGTCATCGTCCAGACAT-3') e actina — anti-senso (5'-
TGGGATGACATGGAGAAGATT-3'). As reagdes de transcrigao reversa e PCR

seguem as mesmas condigdes descritas abaixo.

3.2.6. Differential Display RT-PCR

As extragbes de RNA e analises moleculares foram realizadas no
Laboratério de Fitopatologia Molecular (LFM) do Departamento de

Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da UFRGS.
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Os RNAs foram submetidos a reagédo da transcricdo reversa seguida
da reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR). O RNA total dos frutos (1 a 2
ug) foi transcrito reversamente (RT) adicionando 1,32 uM de cada um dos
oligonucleotideos ancoras (Tabela 11), de 0,4 mM de cada ANTP [(dATP,
dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen)]; 50 mM de Tris HCI (pH 8,3); 75 mM de
KCl; 6,6 mM de DTT (ditiotreitol); 200 U da enzima transcrigdo reversa
(MMLV-RT) (Amersham Biosciences) e agua ultra pura até completar o
volume de 5 uL. A reacgédo foi incubada no termociclador PTC-100™ (MJ
Research) por 1 hora a temperatura de 37°C.

A reagdo de PCR de amplificacdo foi composta de 5 uL do cDNA; 20
mM de Tris-HCI (pH 8,3); 50 mM de KCI; 2 mM de MgCl; 0,2 mM de cada
dNTP; [(dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen)], 0,8 uM de cada um dos
oligonucleotideos ancora, 0,8 uM de cada um dos nucleotideos arbitrario
(Tabela 11), 3 U da enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e agua ultra pura
até completar o volume de 50 ulL. No total foram 15 combinagdes de
oligonucleotideos.

A reacéao foi incubada no termociclador PTC-100™ (MJ Research) nas
seguintes condicdes: desnaturagao inicial a 95°C por 2 minutos, 17 ciclos
constituidos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por
2 minutos, extensao a 72°C por 90 segundos e extensao final a 72°C por 5
minutos, num total de 39 ciclos.

Para a comprovacdo da eficiéncia da amplificagdo os produtos da
reacao de PCR foram separados através de eletroforese em gel de agarose

(Gibco/BRL) a 2,0% - contendo tampao TBE [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90
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mM de H3;BO3; e 2 mM de EDTA]. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5
ng.mL™), fotografado e analisado através do sistema de foto documentagao
computadorizado de analise de gel (Kodak Digital Science 1D-EDAS 120). O
marcador de massa molecular utilizado foi o de 1Kb DNA (Invitrogen).

TABELA 11. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores baseados no trabalho de

Sanches-Torres & Gonzalez-Candelas, (2003). LFM/UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2005.

Oligonucleotideos Iniciadores Seqiiéncia 5—3’
Ancoras
AP31 TTCGGATCCCCATITTTITTTITTTA
AP32 TTCGGATCCCCATITTITTTITTTC
AP33- TTCGGATCCCCATITTITTTITTTG
Arbitrarios
AP51 TCT GAATTC CCT CAA CGA GG
AP52 TCT GAATTC CCT CAT TGG TC
AP53 TCT GAATTC CCT CAC CAATC
AP54 TCT GAATTC CCT CAT ACA GG
AP55 TCT GAA TTC CCT CGT CAT AG

3.2.7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante 6% (0,8% de acrilamida, 19,46 MM de N,N-
metabisalacrilamida, 7 M de uréia, 90 mM de acido bérico, 2 mM de EDTA, 4,4
mM de persulfato de aménio e 3,9 mM de N,N,N,N- tetrametiletilenodiamino
(TEMED)). A eletroforese do gel foi realizada no sistema de sequienciamento
Hoefer™ SQ3 (Pharmacia Biosciences). As condi¢cbes da eletroforese foram de
50 Watts por aproximadamente 5 h a 45-50°C. As amostras foram incubadas a
95°C por 3 minutos antes da aplicagdo no gel de eletroforese.

Para os sistemas de coloracao e revelacdo foram utilizados nitrato de

prata e carbonato de sddio anidro, respectivamente, conforme método Silver
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Sequence™. A placa contendo gel foi imersa em acido acético 10% e incubada
por 20 min. Seguiram-se trés lavagens com agua destilada por 2 minutos e o
gel foi imerso em solugdo de coloracdo (6 mM de AgNO; e 0,055% de
formaldeido) durante 30 minutos, sob agitagdo constante, em temperatura
ambiente. Apds a lavagem durante 21 segundos com agua destilada a
coloragao foi revelada com a imersao da placa em solugao resfriada (10°C) de
carbonato de sédio anidro (0,28 M de NayCOs;, 0,055% de formaldeido e 1,2
MM de tiossulfato de sodio) , sob agitagdo constante. A reacéo foi interrompida
através da adigdo de acido acético glacial 10%. O gel foi fotografado através do
sistema de foto-documentacdo computadorizado de analise de gel (Kodak

Digital Science 1D-EDAS 120).

3.2.8. Isolamento de cDNAs

Os fragmentos de interesse foram isolados do gel através do método
proposto por Song et al., (1995). Cada fragmento coletado foi eluido em 10 pL
de agua ultra-pura e em seguida submetido a temperatura de 90°C por 30

minutos em banho-maria.

3.2.9. Re-amplificagao

Os fragmentos foram coletados, eluidos e submetidos a uma re-
amplificagcdo pela PCR utilizando os mesmos iniciadores e as mesmas
condi¢cbes da amplificagdo. Os produtos da re-amplificacdo foram visualizados
através da eletroforese em gel de agarose 2% (Kodak Digital Science 1D-

EDAS 120).
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3.2.10. Purificagao de Fragmentos

Apos a reacdo de re-amplificacdo as amostras foram quantificadas
através de espectrofotdbmetro e entdo submetidas a purificacdo com as
enzimas ExoSAP-IT® (usbe), pela incubagédo a 37°C por 15 minutos, seguido

de 80°C por 15 minutos, conforme orientagdes do fornecedor.

3.2.11. Sequenciamento.

Os fragmentos foram sequenciados no Laboratério de Biologia Genémica
e Molecular da PUC/RS (Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do
Sul), através do sistema “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit
for MegaBACE DNA Analysis Systems” no sequenciador automatico
MegaBACE (Amersham Biosciences), utilizando 100 ng do produto de PCR e
0,25 uM do oligonucleotideo iniciador E-O e seguindo as instrugbes do

fornecedor.

3.2.12. Andlise de similaridade de sequiéncias

As sequéncias obtidas do seqlenciamento foram analisadas através do
programa Chromas Lite (Technelysium pty Ltd). As sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias de nucleotideos (BLASTn) e proteinas (BLASTX),
(Basic Local Alignment Search Toll), disponiveis no banco de dados americano
do National Center for Biotecnology Information — NCBI- (GenBank)

(www.ncbi.nlm.nih.gov.)
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3.2.13. RT-PCR com Oligonucleotideos Iniciadores Metalotionina

Tipo 2

A partir das sequéncias de metalotioninas (Met) tipo2 de Malus
domestica depositadas no GenBank foram desenhados oligonucleotideos
iniciadores para confirmar a presenga deste gene nos diferentes tratamentos:
Met 1 Senso- 3' TGT CGT CGT GCT GCG GTG GTAAATG Y
Met 1- Anti-senso 3' CAG GGG TTG CAG GTG CGATTG TC &

A reacdo de transcricao reversa foi conduzida conforme as condi¢des
descritas para a RT, apenas com a modificagdo dos oligonucleotideos
iniciadores substituindo pelos acima descritos. A reagcdo de PCR também
seguiu as mesmas condi¢gdes do PCR descrito anteriormente, e as condigbes
deste foram as seguintes: a desnaturagao inicial ocorreu a 95°C por 2 minutos,
a desnaturagédo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 55°C por 2 minutos,
extensdo a 72°C por 90 segundos e a extensao final a 72°C por 5 minutos,

num total de 39 ciclos.

3.3. Resultados e discussao

O RNA total extraido dos frutos de maca apresentou concentracdes
entre 1,5 e 2,0 ug/ul (Tabela 12). Todas as amostras apresentaram dois
fragmentos visiveis em gel de agarose, com poucos sinais de degradacgéo
(Figura 18). Quando amplificado com oligonucleotideos iniciadores de actina

todas as amostras de RNA amplificaram (Figura 19).
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FIGURA 18. Eletroforese em gel de agarose do RNA total macgas
cv. Fuji. (2a4), T1,(5a7)T2,(8a10) T3 (11 a 13)
T4 e (14 a 16) T5. O RNA total foi separado em gel
de agarose (1,5%) nado desnaturante contendo
brometo de etidio e fotografado sob luz ultravioleta.
Linhas 1, marcador 1Kb (Gibco BRL). LFM/UFRGS.
Porto Alegre, RS, 2005.

TABELA 12. Qualidade e quantidade de RNA total
isolado de magas, cv Fuji. LFM/UFRGS.
Porto Alegre, RS, 2005.

Tratamento pg/ pl’ 260/280°
T1- controle 2,0 1,8
T2- 3 horas 1,8 1,9
T3-12 horas 1,9 1,8
T4- 48 horas 1,5 1,8
T5-72 horas 2,0 2,0

"{RNA} = 40ug.mL™" x D* x Agg
2RaZéo A260/A280

506 pb

201 pb

FIGURA 19. Perfis eletroforéticos dos produtos de
amplificagdo por PCR com primers de
actina, separados em gel de agarose 2%
corados com brometo de etideo. Marcador
1 Kb. LFM/UFRGS, Porto Alegre, 2005.
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Na figura 20 é apresentado o perfil de amplificacdo da técnica de DD-
RT-PCR. Os produtos da reagao foram fragmentos de tamanho entre 550 e
200 pares de base. A corrida em gel de poliacrilamida permitiu a separacao
destes fragmentos possibilitando o isolamento e re-amplificagdo dos mesmos.
Através da utilizagdo de 15 combinagbes de oligonucleotideos iniciadores foi
possivel identificar em gel de poliacrilamida quatrocentos fragmentos de
cDNAs. Estes fragmentos de cDNA isolados sdo correspondentes a genes
diferencialmente expressos ou seja, que tiveram sua expressao aumentada ou
reprimida quando comparados os cinco tratamentos lado a lado. Isto permite a
identificacdo do conjunto de genes diferencialmente expressos por uma célula,
tecido ou organismo, em uma determinada condi¢gdo em relagdo a outra com a
qual se deseja comparar. No caso deste trabalho foram comparados cinco
tratamentos. O controle, ndo inoculado versus 4 tempos a apds a inoculagéo.

Os géis de poliacrilamida foram analisados visualmente e através destes
foram coletados quatrocentos fragmentos, eluidos e re-amplificados e
visualizados em gel de agarose a 2%. Dos quatrocentos fragmentos isolados,
duzentos foram re-amplificados (Figuras 21 e 22). Pode-se notar através
destes géis de re-amplificagdo que a maioria dos fragmentos apresentou
tamanho menor do que 500pb.

Cento e vinte produtos foram purificados, sequenciados e as sequéncias
obtidas foram comparadas com sequéncias disponiveis no banco de dados
americano do National Center for Biotecnology Information — NCBI (GenBank)

(www.ncbi.nlm.nih.gov) através dos programas BLASTn e BLASTx (Basic Local

Alignment Search Toll). De acordo com estas analises realizadas, destas cento
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e vinte sequéncias, trinta ndo apresentaram similaridade com nenhuma outra
sequéncia depositada no banco e quatorze sequéncias apresentaram
similaridade com metalotioninas do tipo 2 (Mets) de Malus domestica. Duas
outras sequéncias apresentaram similaridade com proteinas de M. domestica,
uma sequéncia foi similar a proteina hipotética de resisténcia de dominio CC-
NBS-LRR e outra similar a uma profilina alergénica. Também foi encontrada
similaridade com uma proteina fosfatase induzida por acido abscisico e calcio
de Fagus sylvatica e duas proteinas hipotéticas SHOOT2 (Glycine max),

conforme apresentado nas tabelas 13 e 14.
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FIGURA 20. Perfis eletroforéticos dos produtos de amplificagdo DD-RT-PCR com
diferentes combinagdes de oligonucleotideos, separados em gel de agarose
2% corados com brometo de etideo. Marcador 1 Kb, LFM/UFRGS, Porto
Alegre, 2005.
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FIGURA 21. Produtos de re-amplificagdo por PCR de fragmentos diferencialmente expressos
coletados do gel de poliacrilamida, separados em gel de agarose 2% corados com
brometo de etideo. Marcador 1Kb. LFM/UFRGS, Porto Alegre, 2005.
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FIGURA 22. Produtos de re-amplificagdo por PCR de fragmentos diferencialmente expressos
coletados do gel de poliacrilamida, separados em gel de agarose 2% corados com
brometo de etideo. Marcador 1Kb. LFM/UFRGS, Porto Alegre, 2005.

TABELA 13. Andlise da similaridade de fragmentos seqienciados isolados através da
técnica de DD-RT-PCR na interagcao entre B. dothidea e frutos de
maca, através do programa Blast N. LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS,

2005.
Trat. Acesso Tam Acesso Valor de E
b
3 AY277667 8759p : Metalotionina AMT1 (Malus domestica) 1x10®
4 AY277667 512 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 3x10™*
4 U61973 511 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 1x10™°
4 DQ341382 468 18S ribosomal RNA gene, (M. domestica) 7x107"%
2 AJ277744 807 Proteina fosfatase (Fagus sylvatica) 3x10%°
1 AY277667 514 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 2x10™%°
5 U61973 319 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 7 x10™'%
5 U61973 865 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 1 x10%
4 U61973 267 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 4x10™M
4 U61973 890 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 7 x10°%
5 U61973 751 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 4x10%
4 u61973 451 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 0.0
5 AJ507459 355 Profilina alergénica (M. domestica) 5x10™
5 u61973 645 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 0.0
2 AJ507459 355 profilina alergénica (M. domestica) 5x10™
4 AM167520 306 PR CC-NBS-LRR (M. domestica) 3x107°
5 U61973 450 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 5x1073
4 AY642930 256 OPB18 SCAR marker seq (M. sieversii) 2x10%
1 AF350328 255 Proteina hipotética SHOOT2 (Glycine max) 7 x10™"
1 U61973 452 Metalotionina AMT1 (M. domestica) 2x107%
1 DQ008806 213 Qiu 94044 subunidade ribossomal 5x107°
(Dioscorea sp)
1 AF350328 257 Proteina hipotética SHOOT?2 (G. max) 4x10™
3 u61973 433 Metalotionina AMT1 (M.domestica) 0.0
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TABELA 14. Analise da similaridade de fragmentos seqlenciados isolados através da
técnica de DD-RT-PCR na interacido entre B. dothidea e frutos de maca,
através do programa Blast X. LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.

Trat. Acesso Tam Proteina Valor de E
(pb)

1,3,4e5 U61973 511  Metalotionina AMT1 (M. domestica) 1x10™°

2 AJ277744 807 Proteina fosfatase 2C (PP2C) (Fagus 3x10™%°
sylvatica)

2e5 AJ507459 355  Profilina alergénica (M. domestica) 5x10™*

4 AM167520 306 PR CC-NBS-LRR (M. domestica) 3x107

1 AF350328 255 Proteina hipotética SHOOT2 (G. 7 x10™"
max)

A funcao de cada proteina encontrada através destas comparacgoes foi
revisada. Como foram encontrados maior numero de fragmentos de proteinas
Mets, a confirmacio da expressao destas foi realizada através da RT-PCR com
oligonucleotideos especificos pra Mets do tipo 2. O resultado desta
amplificagcdo demonstrou a ocorréncia do gene em todos os tratamentos, no
controle, ndo inoculado e também nos frutos inoculados. (dados nao

apresentados)

3.3.1. Metalotioninas do Tipo 2

Metalotioninas (Mets) sédo polipeptidios ricos em residuos de cisteinas e
estdo envolvidos na detoxificagdo de metais e na homeostase, em ambos,
procariotos e eucariotos. Esses residuos de cisteina ligam-se a metais como
cobre, zinco e cadmio (Hamer, 1986). Em plantas, os genes de metalotioninas,
S840 super-expressos em resposta a metais pesados (van Hoof et al., 2001),
senescéncia (Buchanan-Wollaston, 1994; Chen et al., 2003), abscis&o induzida
por etileno (Coupe et al., 1995), estresse por seca ou sal (Oztur et al., 2002),
estresse por luz (Dunaeva & Adamska, 2001), infecgdo a nematoides (Potenza

et al., 2001), necrose induzida por patégeno, (Butt et al., 1998), acido abscisico
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(Chatthai et al., 1997; Reynolds & Crawford, 1996), ferimentos (Choi et al.,
1996) e estresse por frio (Reid & Ross, 1997). Mets ajudam a manter estaveis
as concentragdes de ions metalicos nas células vegetais. Quando as Mets se
ligam a metais, formam complexos que diminuem a toxicidade destes. Mets
também podem atuar como faxineiras, sequestrando os radicais livres e
diminuindo os danos oxidativos nos tecidos.

Neste trabalho, em resposta a inoculagdo com Botryosphaeria dothidea,
foram encontrados clones com alta similaridade a metalotioninas do tipo 2 de
M. domestica. Esses genes foram encontrados tanto no controle como nos
frutos inoculados. A amplificacdo por RT-PCR com oligonucleotideos
especificos para Met 2, confirmou este resultado, portanto estes genes
provavelmente ndo foram expressos em resposta a inoculagao por B. dothidea.
Reid & Ross, (1997) encontraram esse tipo de Mets em frutos de maga em
resposta ao armazenamento refrigerado. Os frutos utilizados neste
experimento foram previamente submetidos ao armazenamento em camaras
frias, como forma habitual de conservacdo e reducdo do processo de
maturacdo. Estes genes podem ter sido expressos como resposta as
condigbes de frio durante o armazenamento. A analise da expresséo de um
gene Met 2 em Brassica napus demonstrou que este era expresso em todos os
estadios de desenvolvimento da folha, mas os niveis de transcritos
aumentaram de maneira regular conforme o avango da senescéncia
(Buchanan-Wollaston & Ainsworth, 1997).

Em um trabalho recente, Degenhardt (2006), encontrou um grande

numero de clones de Mets do tipo 3 (91 de 262) em uma biblioteca de cDNAs
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de folhas de macieiras da cv. Remo, resistente ao fungo causador da sarna da
macieira (Venturia inaequalis). O amento da expressao dos transcritos de Mets
também ocorreu apds a infecgao com o fungo V. inaequalis, na cultivar Elstar,
suscetivel a sarna. Segundo a autora, a expressao constitutiva dessas Mets na
cultivar resistente a V. inaequalis poderia ser o fator de protegdo a diferentes
patégenos.

Segundo Butt et al, (1998) o gene LSC54 que codifica para uma proteina
Met esta envolvido na morte celular em resposta a Pseudomonas syringae, um
patdégeno necrotréfico. A funcdo exata das Mets durante a interacdo nao
esta bem clara, mas poderia estar envolvida na protecdo dos tecidos
atacados, tentando minimizar os danos ocasionados pelo excesso de
espécies reativas de oxigénio no local da infeccdo. Em abacaxi, Moyle et
al. (2005), também faz referencia a ligagdo potencial da super expresséo de
Mets durante varias respostas a estresse e a sua abundancia em frutos de
abacaxi na fase de senescéncia. O autor atribui a super expressdo dessas
proteinas Met em decorréncia de estresse oxidativo. Espécies de oxigénio
reativo acumulam durante as condicbes de estresse como ferimentos,
abscisao, necroses, infec¢cdo por patdégenos, estresse por seca ou sais, € 0s
multiplos genes de Mets estariam envolvidos na detoxificacdo dos radicais

livres destes tecidos (Moyle et al., 2005).

3.3.2. Proteina de Resisténcia NBS-LRR-CC

Outro fragmento de interesse isolado foi similar a proteina de resisténcia

NBS-LRR-CC (sitio de ligacdo a nucleotideo, repetigdes ricas em leucina e
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coiled coil) de M. domestica. Este fragmento foi diferencialmente expresso em
frutos inoculados, e ocorreu no tratamento quarenta e oito horas apds a
inoculacdo. A classe de proteinas NBS-LRR-CC é bastante estudada, uma vez
que sao codificadas por um grande numero de genes em plantas (McHale et
al., 2006). Existem aproximadamente cento e cinquienta genes que codificam
para NBS-LRR em Arabidopsis thaliana e mais de quatrocentos em Oryza
sativa (Agrawal, 2000).

As proteinas NBS-LRR atuam através de uma rede de sinalizacao,
induzindo uma série de mecanismos de defesa nas plantas, como a ativagao
da explosédo oxidativa, o fluxo de ions de calcio, e as cascatas de proteinas
quinases associadas a indugado de genes relacionados a patogénese e reposta
de hipersensibilidade (Van der Biezen & Jones, 1998; Peyyala & Farman,
2006). Essas proteinas conferem resisténcia a uma ampla gama de patégenos

incluindo bactérias, fungos, viroses, e nematoides (Wang et al., 1999).

N _@ i vV

FIGURA 23. Os dominios das proteinas NBS-LRR. N: amino terminal, CC: dominio
coiled-coil; NBS: nucleotideo de ligacdo; L: ligante; LRR: dominio de
repeticdes ricas em leucina, C terminal. (Adaptado de McHale, et al.,
2006).

A regido NBS da proteina desencadeia a ativacdo de rotas de
sinalizacdo que levam as respostas de resisténcia a doengas nas plantas
hospedeiras (Van der Biezen et al.,, 1998), enquanto os dominios LRR
funcionam primeiramente no reconhecimento dos elicitores (Jones & Jones
1997). O dominio NBS é caracterizado por diferentes motifs, todos eles

altamente conservados entre as espécies (Staskawicz et al., 1993). Através
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destas regides conservadas foram desenhados oligonucleotideos iniciadores
amplificar analogos de genes de resisténcia (RGA) em diferentes espécies de
plantas Speulman et al. (1998), Timmerman-Vaughan et al. (2000). Em M.
domestica os RGAs foram utilizados por Lee et al. (2003), Baldi et al. (2004) e
Calenge et al. (2005). Sequéncias RGA juntamente com as informacgdes de
ESTs possibilitam a criagcdo de um modelo de estudo para avaliar a dindmica
dos genes NBS-LRR (Pan et al., 2000; Cannon et al., 2002) em plantas.

O trabalho desenvolvido por Lee et al., (2003), demonstrou que existe
um alto grau de diversidade entre os RGAs de macieiras do tipo selvagem e
nas cultivadas. Os RGAs codificantes para NBS, de macas apresentaram
consideravel variagao entre as sequéncias, todavia, muitas destas seqléncias
possuem alta similaridade com outros genes NBS-LRR. As familias mais
comuns, detectadas por hibridizagdo nos tipos selvagens também estdo
presentes nas espécies cultivadas de maca.

Baldi et al. (2004) em seu trabalho isolou mais de cinquenta fragmentos
gendmicos homodlogos a genes NBS-LRR, mas somente dezoito destes
puderam ser mapeados. Segundo este mesmo autor, provavelmente muitas
outras sequéncias NBS-LRR estdo presentes no genoma da macieira, e a
localizagdo destes homologos de NBS-LRR poderia acelerar a identificacéo de
regides gendmicas contendo genes de resisténcia funcionais.

Em um trabalho recente, desenvolvido por Calenge et al. (2005), foram
identificados quarenta e trés marcadores através do perfii NBS. Apds o

sequenciamento, vinte e trés marcadores apresentaram similaridade com
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RGAs, baseado na homologia de sequéncia de genes de resisténcia
conhecidos ou sequéncias NBS/LRR.

Se a tolerancia ao patégeno é desenvolvida, certamente a selegcéo para
a resisténcia é diminuida e altera o efeito do patégeno na evolugéo da planta. A
resisténcia a doencas mediada pelos dominios NB-LRR, somente é efetiva
contra patégenos biotréficos ou hemibiotréficos, mas ndo contra patdégenos
necrotroficos (Glazebrook, 2005). O fragmento encontrado neste trabalho em
resposta a B. dothidea, um patdégeno necrotrofico, quarenta e oito horas apoés a
inoculacéo.

Em macas, até o momento 12 genes maiores foram identificados para a
resisténcia a doengas, mas principalmente para patégenos biotréficos como a
sarna (V. inaequalis) (Be naouf & Parisi, 2000; Durel et al., 2003; Hemmat et
al., 2002; Patocchi et al., 2004; Tartarini et al., 1999), e também para a
resisténcia a mildio (Podosphaeria leucotricha) (Evans & James, 2003), mas
até o momento somente um gene de resisténcia foi isolado e sequenciado
nesta espécie: o gene HcrVf2, que pertence a classe dos genes de resisténcia
Cf (Belfanti et al., 2004). Segundo Baldi et al, (2004), a identificacdo e
mapeamento de RGAs em Malus sp pode ser o0 caminho para o descobrimento

de novos genes relacionados a resisténcia de doengas.

3.3.3. Proteina Fosfatase 2C (PP2C)

A seqUéncia de aminoacidos de um fragmento submetido a inoculagéo,
demonstrou similaridade consideravel a proteina fosfatase 2C (PP2C) de
Fagus sylvatica. Proteinas fosfatases 2C (PP2C) s&o uma classe de proteinas

conservadas ricas em serina/treonina, envolvidas primeiramente em resposta a
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estresses (Vranova et al., 2000). As fosfatase PP2C atuam como reguladores
negativos em diferentes rotas de sinalizagdo, dentre elas, a resposta a
ferimentos mediada por acido abscisico (ABA) (Carrera & Prat, 1998) ou a
sinalizagao a estresse induzida por MAP-quinase (Meskiene et al., 1998). A
fosforilagdo de proteinas é o principal mecanismo através do qual, animais e
plantas regulam os processos celulares. Em particular, a fosforilagdo e
desfosforilacdo de proteinas e enzimas regulatérias € o mecanismo geral de
transmissao de sinais do ambiente extracelular para o interior da célula.
Proteinas fosfatases, em agao contraria as proteinas quinases, promovem a
regulacdo e reversibilidade dos mecanismos fosforegulatérios. As proteinas
fosfatases da familia PP2C s&o enzimas que requerem MgZCI ou Mn®Cl e s3o
reguladores negativos das cascatas de proteinas quinases, ativadas em
reposta a estresses (Leube et al., 1998).

Muitos genes que codificam para PP2Cs foram isolados de plantas
(Rodriguez, 1998; Kapranov et al., 1999; Miyazaki et al.,1999). A analise das
sequéncias de membros da familia PP2C indica a existéncia até entdo de 7
classes diferentes de PP2Cs de plantas (Miyazaki et al., 1999). A maioria dos
PP2Cs isoladas estao relacionadas a transducao de sinais de acido abscisico
(ABA).

Inumeras proteinas fosfatase pertencentes a esta mesma classe (PP2C)
foram encontradas em macgas submetidas a inoculagdo por Penicillium
expansum no trabalho desenvolvido por Sanches-Torres & Gonzalez-Candelas
(2003). Estes observaram a presenga de elevados niveis de expressao de

transcritos para essa proteina somente em frutos inoculados, representando
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uma resposta especifica dos frutos ao patégeno. Homélogos do gene PP2C
também foram encontrados em cultura de células de tabaco portando o gene
de resisténcia Cf-9, quando inoculadas com a Cladosporium fulvum (Durrant et
al., 2000) e em espiguetas de trigo infectadas com Fusarium graminearum
(Kruger et al., 2002), mas segundo estes autores a funcdo desta enzima
durante a interagao planta-patégeno nao € conhecida.

Plantas de Arabidopsis que super expressam este gene de F. sylvatica
FsPP2C2 demonstraram elevada sensibilidade ao ABA e estresse abidticos e
menor grau de dorméncia de sementes quando comparadas com as sementes
e plantulas do tipo selvagem. Adicionalmente, plantas transformadas
demonstraram um fendtipo ando, com folhas verde-escuras e atraso no
florescimento. Esses efeitos foram revertidos pela aplicagcdo de GA3z. A proteina

foi localizada no nucleo e ABA € o sinal que direciona esta para nucleo.

3.3.4. Profilina Alergénica

Com a utilizagao da técnica de DD-RT-PCR foi possivel o isolamento de
um fragmento que mostrou similaridade com o gene Mal d4 de M. domestica,
através de comparagdo por BlastX. Este fragmento foi isolado de frutos,
setenta e duas horas apds a inoculagao.

O gene Mal d 4 é responsavel pela codificagado de proteinas alergénicas
de macas, denominadas profilinas. As profilinas sao proteinas pequenas (12-16
kd), presentes nos organismos eucariéticos, cuja funcdo principal € regular
alteragdes na estrutura do citoesqueleto e ligar-se a actina (G-actina) na razao
de 1:1 regulando a polimerizacdo da actina em filamentos. Em altas

concentracdes previnem a polimerizacdo da actina, mas em baixa aumentam a
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polimerizacao. Além disso, existem evidéncias de que as profilinas atuam como
centro de controle de complexas interagdes moleculares, pois interagem com
inumeras proteinas, sendo que a importancia destas fungdes estd comecando
a ser estudada (Witke, 2004).

As profilinas normalmente localizam-se no citoplasma, mas também
podem ser encontradas no nucleo (Braun et al., 1999; Holzinger et al., 2002;
Valster et al., 2003). Quando o conteudo de profiinas & aumentado
artificialmente no citoplasma, ocorre uma despolimerizagao dos filamentos de
actina e rapidamente ocorrem alteracées na morfologia € na dindmica deste. A
funcdo das profilinas no nucleo é desconhecida, porém Baluska et al, (2001)
especula que estas podem estar envolvidas na transducido de sinais entre o
nucleo e o citoplasma. Um trabalho recente de Schutz et al, (2006) demonstrou
que apdés a infecgdo por fungos ou oomicetos ocorre a indugdo da
polimerizacao dos filamentos de actina na membrana plasmatica, localizando o
local da penetragao do patdégeno na parede celular.

A familia multigénica que codifica as profilinas pode ser agrupada em
duas classes: uma classe formada por genes constitutivamente expressos nos
tecidos vegetativos e outra classe de genes expressos principalmente em
tecidos reprodutivos. Mdultiplas isoformas de profilinas podem ser expressas
simultaneamente em tecidos e células individuais (Huang et al., 1996). As
fungdes bioldgicas basicas das profilinas sdo: elongagéo celular, manutengéo
do formato celular, florescimento (Ramachandran et al., 2000),
desenvolvimento de sementes (McKinney et al., 2001) e crescimento do tubo

polinico (McKenna et al., 2004).
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O foco de estudo das profilinas é o fato destas serem potentes
alergénicos, principalmente quando presentes no pdélen e nos frutos. Além
destes 6rgaos, as profilinas podem ser encontradas em sementes, nozes € no
latex das plantas (Witke, 2004). Atualmente, genes de profilinas de inumeras
espécies vegetais foram sequenciados e suas sequéncias de aminoacidos
deduzidas. As caracteristicas da proteina sdo altamente conservadas, com
relacdo ao tamanho (131 a 134 AA), dominios e estrutura (Radauer &
Hoffmann-Sommergruber, 2004). Genes para profilinas alergénicas foram
encontrados em frutos de laranja (Citrus sinensis), banana (Musa acuminata),
abacaxi (Ananas comosus), péssego (Prunus persica), péra (Pyrus comunis),
cereja (Prunus ceracus), améndoa (Prunus dulcis), aveld (Corylus avellana)
dentre outras plantas (Asturias et al.,1998); (Kleber-Janke et al., 1999), (Reindl
et al., 2002); (Rodriguez-Perez et al., 2003) e (Willerroider, 2003).

Em M. domestica existem vinte e duas sequéncias que codificam para
profilinas disponiveis, até o momento, no GenBank/EMBL. Destas, seis foram
isoladas de frutos (AF129426, AF129427, AF129428, CAD46559, CAD46560,
CAD46561), treze de folhas jovens (AAX19852, AAX19853, AAX19854,
AAX19855, AAX19856, AAX19857, AAX19858, AAX19859, AAX19860,
AAX19861, AAX19862, AAX19863, AAX19864) e trés do pdlen (QIXF40,
QO9XF41, Q9XF42). Todas as profilinas de magéd possuem uma sequéncia
codificante de 396 nucleotideos e dois introns em posi¢des conservadas. Os
trés exons possuem o mesmo tamanho (123, 138 e 135 nucleotideos). Essas
caracteristicas estdo presentes na maioria dos genes que codificam para

profilinas em plantas, como milho, péra, cereja e péssego (Gao et al., 2005).
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Macads possuem quatro classes de proteinas alergénicas, sendo
denominadas, Mal d1, Mal d2, Mal d3 e Mal d4. Mal d1 é uma PR10. A
expressao deste gene foi detectada em frutos maduros de maga, e também
nas folhas, em resposta a inoculagdo com o fungo Venturia inaequalis. Mal d 2
€ uma proteina do tipo taumatina que pertence a classe das PR5 e esta
envolvida nas respostas de defesas da plantas contra patdégenos de origem
fungica. Esta atividade ja foi comprovada sobre os fungos patogénicos
Fusarium oxysporum e Penicillium expansum. As profilinas alergénicas em
magas sao codificadas pelo gene Mal d 4. Até o momento ndo existe nenhum
trabalho relacionando estas profilinas a respostas de defesa em frutos de
maca, mas outras profilinas conhecidas como a Bet v 1 (Betula alleghaniensis)
atuam nas respostas de defesa a patégenos (Beuning et., 2004). Ambas Bet v
1 e Mal d 1 s&o classificadas como pertencentes a classe das PR10, devido
sua homologia com estas proteinas (Liu & Ekramoddoullah, 2003). Trabalhos
adicionais sdo necessarios para verificar a expressao das profilinas de maca
em resposta a patdégenos.

A técnica de DD-RT-PCR permitiu o isolamento de genes
diferencialmente expressos durante a interacdo maca-B. dothidea. As
comparagdes das sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no
GenBank, demonstraram que esses genes sdo provenientes de plantas.
Entretanto, ndo foram encontradas sequéncias com similaridade a genes
fungicos. Das quatro proteinas diferencialmente expressas, trés estéo
relacionadas com fungdes de respostas de defesa a estresse e foram isoladas

nos frutos inoculados. Fica, assim, evidente a necessidade de estudos



82

posteriores para determinar o envolvimento dessas proteinas nas respostas de

defesa dos frutos a B. dothidea.



CAPITULO IV

4. TRATAMENTO TERMICO NO CONTROLE POS-COLHEITA DA

PODRIDAO BRANCA E DO MOFO AZUL EM MAGAS CULTIVAR FUJI

4.1. Introdugao

Fungos sao os principais responsaveis por perdas em pos-colheita de
macas (Malus domestica Borkh) durante o armazenamento. Dentre os fungos
que atacam macas na fase pods-colheita destacam-se o Penicillium spp.
(Bonetti & Katsurayama, 1998), agente causa do mofo azul e Botryosphaeria
dothidea (Moug.: Fr) Ces. & De Not), agente causal da podridao branca. A
podridao branca é uma doenga de ocorréncia comum nas regides produtoras
de maca de clima quente. O patégeno pode causar perdas expressivas,
podendo chegar a totalidade dos frutos armazenados (Brown & Britton, 1986).

O fungo B. dothidea sobrevive de uma safra para outra em cancros de
ramos e troncos, além de frutos mumificados. Na primavera ocorre a liberagao
de ascosporos e/ou conidios, o0s quais irdo infectar os frutos em
desenvolvimento (Sutton, 1990). Parker & Sutton (1993) demonstraram que a
infeccao pode ocorrer em qualquer periodo apods a queda das pétalas, sempre
que as condicdbes ambientais se tornem favoraveis ao desenvolvimento da
doenca. Esta doenca tem uma fase latente e, por isso, frutos infetados,

assintomaticos na colheita, podem continuar a desenvolver a podriddo sob
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refrigeracdo. As lesdes tornam-se visiveis somente entre seis e oito semanas
antes da colheita (Bonetti & Katsurayama, 1998). Segundo Kohn & Hendrix
(1983) o processo da doenga se inicia quando os teores de sdlidos soluveis
totais nos frutos atingem os 10,5 °Brix.

O mofo azul é a principal doenga fungica em macas e péras
armazenadas. Dentre as espécies de Penicillium isoladas em frutos com
sintomas desta doencga, P. expansum (Link.) € um das mais comuns em macas
e pode causar entre 70% e 80% das podriddes em frutos armazenados (Vinas
et al.,, 1993). Além disso, esta espécie é o principal produtor da micotoxina
patulina, uma toxina genotdxica com habilidade para induzir danos oxidativos
no DNA de células humanas (Liu et al., 2003). No Brasil, este fungo é
considerado o principal agente causador de podriddes durante o
armazenamento de macgas e, se encontra difundido em todas as regides
produtoras (Bleicher & Bernardi, 1985), causando perdas de até 30% nas frutas
armazenadas (Sanhueza, 1991). Conidios de P. expansum penetram através
de ferimentos e micro-ferimentos, ocasionados pela colheita e manuseio dos
frutos (Spotts et al., 1998), mas também podem penetrar através das lenticelas,
da regido do pedunculo e do calice aberto (Amiri & Bompeix, 2005).

O sintoma caracteristico do mofo azul € uma podriddo mole e aquosa. A
superficie das podriddes mais antigas pode estar coberta por esporos de
coloragdo verde-claros, inicialmente brancos. P. expansum €& um fungo
psicrofilo, ou seja, desenvolve-se bem em temperaturas de 0°C e

eventualmente pode crescer em temperaturas de —2°C a —-3°C (Pitt & Hocking
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1997), temperaturas comumente utilizadas durante o armazenamento dos
frutos.

O controle quimico é o método mais utilizado para o controle de doencgas
em frutos, tanto em pré-colheita como em pds-colheita. Todavia, a utilizacdo de
fungicidas sintéticos em pds-colheita esta proibida na Unido Européia, principal
destino das exportacdes brasileira de frutos, e no Brasil nos frutos produzidos
no sistema de producao integrada. Além das proibi¢cdes, existe uma demanda
crescente de redugdo do uso de agroquimicos devido aos riscos de
contaminagao ambiental e danos a saude humana. Outros fatores que limitam
a aplicacdo de fungicidas em pds-colheita sdo a presenca de residuos destes
nos frutos e o desenvolvimento de resisténcia de alguns patégenos aos
fungicidas. A ocorréncia de isolados resistentes de P. expansum tem sido
relatada em trabalhos como os de Spotts & Cervantes, (1986) e Lennox &
Spotts, (2003). Além disso, ndo existem fungicidas registrados para inumeras
espécies de frutas e os fungos de pos-colheita continuam causando perdas
significativas.

Algumas técnicas reduzem a incidéncia de podriddées em pods-colheita, e
ajudam no controle dos patégenos. O emprego do armazenamento em baixas
temperaturas ou em atmosfera controlada (AC) diminui a incidéncia de
podridées, uma vez que os patdogenos tém sua atividade reduzida em baixas
temperaturas. O efeito positivo destas técnicas, entre outros, resulta do
retardamento do metabolismo do fruto e, consequentemente, do
amadurecimento, senescéncia, e da inibicdo do crescimento de fungos (Agar et

al., 1990).
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O tratamento térmico é uma tecnologia segura, e é utilizada visando o
controle de doengas em poés-colheita em varias espécies (Fallik, 2004). Os
tratamentos com calor podem controlar patégenos pela desnaturagdo de
proteinas, liberacdo de lipidios, destruicido de horménios, hipoxia de tecido,
reducao de reservas ou injurias metabdlicas (Barkai-Golan & Phillips, 1991).
Ainda, segundo Kays (1991), as altas temperaturas podem causar efeitos
indiretos, tais como a inibicdo da sintese de pigmentos, escurecimento da
epiderme e colapso de proteinas. Em adicdo ao possivel efeito letal do
aumento da temperatura no patégeno, ha um numero variado de interagdes
planta-patégeno que podem explicar o decréscimo da podridao (Fergunson et
al., 2000). Desta forma, a termoterapia pode ser efetiva na redu¢do da doenca
através da indugdo de mecanismos de defesa no hospedeiro, tais como:
materiais constitutivos, sintese de fitoalexinas e proteinas. O tratamento com
calor € um estresse, e, sendo assim, o tecido vegetal responde na tentativa de
aliviar e/ou reparar o dano causado pelo estresse (Lurie, 1998).

O tratamento térmico visando o controle de patégenos ja foi testado em
diversas espécies de frutos, tais como: laranja (Couey, 1989), péssegos
(Phillips & Austin, 1982; Karabulut, 2002), nectarinas (Anthony et al., 1989) e
péras (Schirra et al., 1999). Em magas inumeros trabalhos foram desenvolvidos
por Burchill. (1964), Sams et al. (1993), Roy et al. (1994), Lurie (1998); Fallik et
al. (2001).

Os resultados com macas dependem da cultivar em estudo e do
patdogeno causador da doenga. Em frutos ‘Golden Delicious’ expostos a 38°C

durante 4 dias apos a inoculagdo com P. expansum, a ocorréncia de podriddes



87

foi reduzida, apés 3 meses de armazenamento a 0°C, sem reduzir a qualidade
dos frutos (Leverentz et al., 2000). Para esta mesma cultivar a aspersao de
agua a 55°C durante 15 segundos, antes do armazenamento, reduziu
significativamente o desenvolvimento de podriddes, mantendo a qualidade dos
frutos apds quatro meses de armazenamento (Fallik et al., 2001). Podriddes
em macas causadas por Colletotrichum acutatum também tiveram reducao
através da aplicacao deste mesmo método (Janisiewicz et al., 2003).

No Brasil, Lunardi et al. (2002), Lunardi et al. (2003), Oster, (2004) e
Oster et al. (2006) desenvolveram trabalhos sobre o efeito do tratamento com
calor no controle pés-colheita da podriddao branca e na qualidade de macas
‘Fuji’. Lunardi et al. (2002) e Lunardi et al. (2003) verificaram que a imersao de
macas ‘Fuji’, inoculadas artificialmente com B. dothidea, em agua a 47°C, 49°C
e 52°C, durante 1, 2 ou 3 minutos, ndo controlou eficientemente a podridao
causada por este patégeno. Com relagdo as caracteristicas qualitativas das
magas, os autores observaram que o tratamento com calor reduziu a acidez
titulavel, aumentou os teores de sdlidos soluveis totais e pouco influenciou a
firmeza da polpa. Segundo Oster (2004), quando as macéas foram inoculadas
artificialmente com o patdégeno B. dothidea, a menor percentagem de infec¢ao
ocorreu nos frutos tratados com agua quente a 58°C durante 60 segundos.

Oster et al. (2006) aplicando calor por aspersao nas temperaturas de
55°C ou 58°C por 30 segundos demonstrou que o tratamento reduziu a
percentagem de magas com os sintomas tipicos da podriddo branca, bem

como o numero de lesbes em cada fruto.
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O tratamento térmico afeta diversos aspectos do processo de maturagao
dos frutos, como a produgao de etileno e a degradagao das paredes celulares,
provavelmente através da alteragcdo da expressdo génica e da sintese de
proteinas (Lurie, 1998). Durante a aplicagdo de um estresse térmico, a
expressao de muitos genes housekeeping e relacionados com a maturagao
diminuem  consideravelmente, enquanto a expressdo de genes
correspondentes a proteinas de choque térmico (HSP) aumenta (Picton &
Grierson, (1988) e Lurie et al. (1996). Segundo Saltveit, (1997) essa
diversificagdo na sintese de proteinas, mais do que a acumulagao das HSPs
sédo efeitos fisioldgicos do estresse por calor. Além disso, o choque térmico
pode induzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), seguido da
producdo de scavengers desses oxigénios reativos como as enzimas
superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalases Holmberg &
Bulow, (1998) e Mittler et al. (2004).

O tratamento térmico inibe rotas metabdlicas envolvidas na maturacéo e
outros processos em frutas e vegetais (Paull & Chen, 2000). O calor pode inibir
a dispersao do patégeno através da indugcdo de mecanismos de defesa nas
camadas superficiais do epicarpo Dettori et al. (1996), Ben-Yehoshua et al.
(1995) e D’hallewin et al. (1994). O tratamento de pomelos com aspersao de
agua aquecida a 62 C e escovas durante 20 segundos induziu resisténcia a P.
digitatum, quando os frutos foram inoculados 1 a 3 dias apds o tratamento, mas
menos efetivo quando os frutos foram inoculados no mesmo dia do tratamento
ou 7 dias apos (Porat et al., 2000). Também utilizando o sistema de escovas e

agua aquecida a 52 C, Fallik et al. (2002) demonstrou um aumento da
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resisténcia a Botrytis cinerea em tomates inoculados 24 horas apdés o
tratamento. A resisténcia foi menos pronunciada quando os frutos foram
inoculados 6 horas apds o tratamento e ndo ocorreram nos frutos inoculados
48 horas ap0ds o tratamento.

Segundo Pavoncello et al. (2001), o tratamento térmico induziu o
acumulo de proteinas como glucanases e quitinases, as quais fazem parte de
um complexo mecanismo de resisténcia dos frutos. O modo de acgao do
tratamento térmico em reduzir as podriddées em limbes esta relacionado com a
inibicdo do crescimento do patdgeno devido a resposta de resisténcia. Os
mecanismos de resisténcia elicitados nos frutos inoculados e
subsequentemente tratados incluem a rapida produgao de lignina no local da
inoculagdo, seguida do acumulo das fitoalexinas escoparone e escopolitina
(Nafussi et al., 2001).

Estudos da expressdo génica em resposta ao calor tém revelado
diversos genes induzidos pelo tratamento térmico relacionados com a protecao
dos tecidos dos frutos aos danos de frio. Segundo Porat et al. (2002) o
tratamento térmico em pomelos, induziu a expressado de genes que levaram ao
aumentando da tolerancia ao estresse por frio e também de dextrina em
laranjas e pomelos (Porat et al., 2004). Porat et al. (2000) sugeriram que o
tratamento com calor induziu a biogénese de PRs como a quitinase ea p - 1,3
glucanase em pomelos ‘Star Ruby’ e que conferiu maior resisténcia contra o
patégeno P. digitatum.

O entendimento das respostas de defesa dos frutos aos patégenos e ao

estresse causados pelo calor ainda é bastante restrito. Poucas sédo as
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informagdes sobre o processo de interagao fruto-patégeno. A identificagdo de
genes de resisténcia envolvidos em resposta de defesa € importante para a
elucidagcao de mecanismos de resisténcia em plantas contra fitopatégenos. A
selecao diferencial de bibliotecas de cDNA, produzidas a partir de mRNAs
isolados de plantas inoculadas, tratadas com elicitores ou indutores de
resisténcia tem sido utilizada para identificar genes relacionados a defesa em
muitas interagdes planta-patogeno.

Uma metodologia que permite o isolamento destes genes
diferencialmente expressos é o differential display DD-RT-PCR, técnica
desenvolvida por Liang & Pardee (1992). Esta técnica pode ser aplicada para
estudar as interagbes planta—patdgeno, resultando na identificagdo de genes
que séo ‘upregulated’ durante a interagdo com fungos Benito et al, (1996),
bactérias Seehaus & Tenhaken, (1998), viroses Geri et al. (1999) e nematdides
Hermsmeier et al. (2000). Neste trabalho foi utilizada a técnica de DD-RT-PCR
na tentativa de isolar genes dos frutos de magad em resposta ao tratamento
térmico e a inoculacido com B. dothidea visando o melhor entendimento dos
mecanismos de defesa elicitados pelo tratamento térmico.

Avaliar a eficiéncia do tratamento térmico com agua quente no controle
das podridées em péds-colheita causadas pelos fungos B. dothidea e P.
expansum e identificar genes envolvidos na resposta ao tratamento térmico

foram os objetivos deste trabalho.
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4.2. Materiais e métodos

4.2.1. Material vegetal

Foram utilizadas magas da cv Fuji, provenientes da Empresa
Mercochen, do municipio de Caxias do Sul, RS. Os frutos foram classificados e
padronizados quanto ao calibre e a categoria (Cat 1, calibre 1209).

Os frutos foram transportados até laboratério de Horticultura da Faculdade de
Agronomia da UFRGS, Porto Alegre, RS, onde foram realizadas as seguintes
analises fisico-quimicas:

a)Firmeza da polpa: determinada em dois pontos opostos da regido

equatorial de cada fruto através de um penetrémetro manual com
ponteira Magness-Taylor, de 11mm de didmetro. Os valores foram
expressos em Newton (N).

b)Sdlidos soluveis totais: determinados com refratbmetro de mesa,

sendo os valores expressados em gruas Brix de agucares;

c)Acidez titulavel: de cada amostra de frutos foi coletada uma aliquota

de 10 ml do suco, que diluido em 90 mL de agua destilada foi,
posteriormente, titulada com uma solucédo de NaOH a 0,1 N até pH
8,1. Os valores foram expressos em meq acido malico/100 ml de

Suco.

4.2.2. Producgao do Inéculo dos Fungos

O indculo do fungo B. dothidea foi obtido a partir de macas cv. Fuji com
sintomas tipicos de podridao branca, provenientes de pomares comerciais da

regiao de Caxias do Sul, RS. Os isolados foram colocados em placas de Petri
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contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e cultivados em camara
de crescimento a 26°C sob luz continua (lAmpada fluorescente) durante sete
dias.

Para a producdo de conidios, os isolados de B. dothidea foram
repicados em discos de papel filtro sobre o meio de cultura BDA nas placas de
Petri, permanecendo por 15 dias a 26°C sob luz fluorescente constante. Apds
este periodo, os papéis filtro foram retirados das placas e triturados, em
almofariz, juntamente, com 20 mL de caldo batata-dextrose (BD) estéril a 5%.
A suspensao obtida foi filtrada através de 3 camadas de gaze para a remogéao
dos residuos de micélio do patdgeno.

O fungo P. expansum foi isolado de magas cv. Fuji com sintomas tipicos
de mofo azul. Os isolados foram colocados em placas de Petri contendo meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA) acrescido do antibiético estreptomicina
(100ug. ml)e cultivados em camara de crescimento a 26°C na auséncia de luz
durante sete dias. Para o preparo da suspensdo contendo o inoéculo, a
superficie das placas contendo as coldnias foi lavada com uma solucédo de
Tween a 0,001%. A suspensao de esporos entio foi filtrada em gaze estéril e a
concentracdo de esporos ajustada em hemacitémetro para 10° conidios/mL de

P. expansum.

4.2.3. Inoculagao dos Frutos

Os frutos foram desinfectados em solucéo hipoclorito de sédio a 1,0%
por 30 segundos, em seguida foram feridos (0,2cm) com bisturi estéril e
inoculados com 25 uL de uma suspensdo de 10° conidios/mL de B. dothidea

ou 10° conidios/mL de P. expansum, em equadores opostos. Apds a
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inoculacdo, os frutos foram incubados em camara de crescimento a 26°C
durante 72 horas quando inoculados com B. dothidea ou 48 horas quando

inoculados com P. expansum.

4.2.4. Tratamento Térmico

A termoterapia foi aplicada através do processo de aspersdo com agua
aquecida a temperatura de 58°C durante 30 segundos em um protétipo
desenvolvido na Faculdade de Agronomia da UFRGS (Figuras 24 e 25). Este
prototipo € constiuido de parte de uma maquina classificadora, na qual foram
acoplados bicos para a aspersao da agua aquecida. Os bicos de aspersao do
tipo leque (Marca Jacto, mod. 110-SF-015) distanciados entre si em 10 cm. A

distancia entre a saida da agua do bico e o fruto foi de 5 cm.

FIGURA 24. Detalhe do equipamento para
aspersao da agua, acoplado a maquina
classificadora de frutos, Porto Alegre,
2006.
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FIGURA 25. Detalhe da barra com os bicos de aspersao
de agua do tipo leque (Marca Jacto, mod.

110-SF-015), Porto Alegre, RS, 2006.

Apos a aplicacao dos tratamentos, os frutos foram armazenados em sala
com temperatura variando de 22,5°C por 15 dias. O experimento consistiu de
seis tratamentos em delineamento experimental completamente casualizado
com 3 repeticdes de 30 frutos por repeticdo nos frutos inoculados com B.
dothidea e 3 repeticdes de 15 frutos por repeticao nos frutos inoculados com P.
expansum. Para ambos os fungos os tratamentos foram:

T1-sem ferimento ndo inoculado nao tratado (controle);

T2-sem ferimento n&o inoculado tratado;

T3-com ferimento n&o tratado;

T4-com ferimento tratado;

T5-com ferimento inoculado nao tratado;

T6-com ferimento inoculado tratado

As variaveis analisadas foram: severidade e incidéncia de podriddes

ocasionadas por B. dothidea e Penicillium expansum, niumero de podriddes por
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fruto, nimero de frutos com podridao, diametro das podriddes (mm), medidas
com paquimetro digital marca Digimess, modelo 100.174BL, sélidos soluveis,
acidez total titulavel e firmeza de polpa. Em paralelo foram conduzidos
experimentos visando estudar a expressao génica induzida pelo tratamento
térmico e pela interagdo maca-B. dothidea. Nesta parte do trabalho foram
comparados apenas 4 tratamentos sendo eles: T1-sem ferimento nao
inoculado nao tratado (controle), T2-sem ferimento n&o inoculado tratado, T3-
com ferimento inoculado tratado e T4-com ferimento inoculado nao tratado,

através da metodologia descrita abaixo.

4.2.5. Isolamento de RNA

O RNA total foi extraido a partir de 400mg de tecido dos frutos de acordo
com o método Concert™ Plant RNA Reagent Invitrogen®. Foram feitas 4
repeticoes de extragcdo para cada tratamento. Apds o isolamento do RNA foi
tratado com 2 U por de ul de RNA RNaseOUT™ (Invitrogen), conforme as
instru¢des do fabricante.

A qualidade do RNA foi determinada através das razdes Azso/Azso A
concentragdo de RNA foi calculada através da férmula: {RNA} = 40ug.mL™ x
D* x Azso (Brasileiro et al., 1998).

Os mRNAs dos diferentes tratamentos foram obtidos utilizando o RNA
total extraido e o sistema “PolyATract® mRNA Isolation System III”
(Promega), seguindo as instrugcdes do fabricante.

Para testar a qualidade do RNA foi amplificando-o com
oligonucleotideos iniciadores baseados no gene de actina de macga: actina —

senso (5-CTACAAAGTCATCGTCCAGACAT-3') e actina — anti-senso (5'-
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TGGGATGACATGGAGAAGATT-3'). (As condicoes de amplificagdo sao as

mesmas descritas abaixo para o DD-RT-PCR.

4.2.6. Differential Display RT-PCR

Para a sintese do cDNA, os mRNAs foram submetidos a reacdo da
transcrigdo reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). O
mMRNA dos frutos foi transcrito reversamente (RT) adicionando 0,4 uM dos
oligonucleotideos iniciadores (Tabela 15), de 0,5 mM de cada dNTP [(dATP,
dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen)]; 50 mM de Tris HCI (pH 8,3); 75 mM de KClI;
1 mM de DTT (ditiotreitol); 200 U da enzima transcricdo reversa (MMLV-RT)
(Amersham Biosciences) e agua ultra pura até completar o volume de 5 uL. A
reacao foi incubada no termociclador PTC-100™ (MJ Research) por 1 hora a
temperatura de 37°C.

A reacdo de PCR de amplificagdo foi composta de 5 uL do cDNA; 20
mM de Tris-HCI (pH 8,3); 50 mM de KCI; 2 mM de MgCl; 0,2 mM de cada
dNTP; [(dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen)], 0,4 upuM de cada
oligonucleotideo ancora e 0,4 uM de cada oligonucleotideo arbitrario (Tabela
15); 3 U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e agua ultra pura até
completar o volume de 50 uL. A reagado foi incubada no termociclador PTC-
100™ (MJ Research) nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 95°C por
2 minutos, 17 ciclos constituidos de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 50°C por 2 minutos, extensdo a 72°C por 90 segundos e
extensdao final a 72°C por 5 minutos, num total de 39 ciclos. Para a

comprovacao da eficiéncia da amplificagdo os produtos da reagdao de PCR
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foram separados através de eletroforese em gel de agarose (Gibco/BRL) a
1,5% - contendo tampao TBE [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de H3BOs e
2 mM de EDTA]. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 ng.mL™),
fotografado e analisado através do sistema de fotodocumentagao
computadorizado de analise de gel (Kodak Digital Science 1D-EDAS 120). O
marcador de massa molecular utilizado foi o de 1Kb DNA (Invitrogen).

TABELA 15. SequUéncia de oligonucleotideos iniciadores baseados no trabalho de
Sanches-Torres & Gonzalez-Candelas, (2003). LFM/UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2006.

Oligonucleotideos Iniciadores Seqiiéncia 5—3’
Ancoras
AP31- TTCGGATCCCCATTTTTITTTITTTA
AP32 TTCGGATCCCCATTITTTITTTITTTC
AP33- TTCGGATCCCCATTITTTITTITTTG
Arbitrarios
AP51 TCT GAATTC CCT CAACGA GG
AP52 TCT GAATTC CCT CATTGG TC
AP53 TCT GAATTC CCT CAC CAATC
AP54 TCT GAATTC CCT CAT ACA GG
AP55 TCT GAATTC CCT CGT CAT AG

4.2.7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante 6% (0,8% de acrilamida, 19,46 MM de N,N-
metabisalacrilamida, 7 M de uréia, 90 mM de acido boérico, 2mM de EDTA, 4,4
mM de persulfato de aménio e 3,9 mM de N,N,N,N- tetrametiletilenodiamino
(TEMED). A eletroforese do gel foi realizada no sistema de sequenciamento
Hoefer™ SQ3 (Pharmacia Biosciences). As condi¢cbes da eletroforese foram de
50 Watts por aproximadamente 5 horas a 45-50°C. As amostras foram

incubadas a 95°C por 3 minutos antes da aplicagao no gel de eletroforese.
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Para os sistemas de coloracao e revelacdo foram utilizados nitrato de
prata e carbonato de sddio anidro, respectivamente, conforme método Silver
Sequence™. A placa contendo gel foi imersa em acido acético 10% e incubada
por 20 minutos. Seguiram-se trés lavagens com agua destilada por 2 minutos e
o gel foi imerso em solugdo de coloracédo (6 mM de AgNOs; e 0,055% de
formaldeido) durante 30 minutos, sob agitagdo constante, em temperatura
ambiente. Apds a lavagem durante 21 segundos com agua destilada a
coloragao foi revelada com a imersao da placa em solugao resfriada (10°C) de
carbonato de sédio anidro (0,28 M de NayCOs;, 0,055% de formaldeido e 1,2
MM de tiossulfato de sodio) , sob agitagdo constante. A reacéo foi interrompida
através da adi¢ao de acido acético glacial 10%. O gel foi fotografado através do
sistema de foto-documentacdo computadorizado de analise de gel (Kodak
Digital Science 1D-EDAS 120). Isolamento de cDNAs.

Os fragmentos de interesse foram isolados do gel através do método
proposto por Song et al., (1995). Cada fragmento coletado foi eluido em 10 pL
de agua ultra-pura e em seguida submetido a temperatura de 90°C por 30
minutos em banho-maria.

Os fragmentos coletados e eluidos foram submetidos a uma re-
amplificagcdo pela PCR utilizando os mesmos iniciadores e as mesmas
condi¢cbes da amplificagdo. Os produtos da re-amplificacdo foram visualizados
através da eletroforese em gel de agarose 2% (Kodak Digital Science 1D-
EDAS 120).

Apos a reacdo de re-amplificacdo as amostras foram quantificadas

através de espectrofotdbmetro e entdo submetidas a purificacdo com as
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enzimas ExoSAP-IT® (usbg), pela incubagédo a 37°C por 15 minutos, seguido

de 80°C por 15 minutos, conforme orientagdes do fornecedor.

4.2.8. Sequenciamento

Os fragmentos formam sequenciados no Laboratério de Biologia
Genbmica e Molecular da PUC/RS (Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul), através do sistema “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing kit for MegaBACE DNA Analysis Systems” no sequenciador
automatico MegaBACE (Amersham Biosciences), utilizando 100 ng do produto
de PCR e 0,25 uM do oligonucleotideo iniciador E-0 e seguindo as instrugdes

do fornecedor.

4.2.9. Analise de similaridade de sequéncias

As sequéncias obtidas do sequenciamento foram analisadas através do
programa Chromas Lite (Technelysium pty Ltd). As sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias de nucleotideos (BLASTn) (Basic Local
Alignment Search Toll), disponiveis no banco de dados americano do National
Center for Biotecnology Information — NCBI- (GenBank)

(www.ncbi.nlm.nih.gov.).




100

4.3. Resultados e discussao
4.3.1. Efeito do tratamento térmico sobre a incidéncia e severidade

da podridao branca e do mofo azul

A incidéncia e a severidade da doenca foram menores nos frutos
tratados com calor, apés 15 dias de armazenamento a temperatura de 20°C a
25°C, independente do fungo utilizado na inoculagdo artificial. Quanto a
incidéncia de podridées nos frutos inoculados, o tratamento térmico inibiu o
desenvolvimento do fungo B. dothidea, mas nao do fungo P. expansum, como
pode ser observado na tabela 16. Em cada tratamento, 45 frutos foram
inoculados com P. expansum e, em média 77,77% dos frutos apresentaram os
sintomas do mofo azul, tanto nos frutos tratados como nos nao tratados, ou
seja, o tratamento térmico nao inibiu o desenvolvimento da podridao nos frutos

inoculados artificialmente (Tabela 16).

TABELA 16. Incidéncia de podridées em magas cv. Fuji, inoculados com os fungos P.
expansum e ou B. dothidea, apés 15 dias a 22,5°C, submetidas ao
tratamento térmico por aspersédo a 58°C, por 30 segundos. Laboratério
de Fisiologia P6s-colheita/ UFRGS, Porto Alegre, 2006.

Percentagem de frutos infectados

Tratamento

B. dothidea P. expansum
T1-Nao inoculado nao tratado 0,0 cA' 0,0 cA
T2-nédo inoculado tratado; 0,0 cA 0,0 cA
T3-com ferimento nao tratado 0,0 cA 0,0 cA
T4-com ferimento tratado 0,0cA 0,0 cA
T5-inoculado nao tratado 79,97 aA 77,77 aA
T6-inoculado tratado 38,88 bB 77,77 aA

'Médias seguidas de mesma letra mintscula (coluna) e maitscula (linha) nao diferem entre si
pelo teste DMS de Fischer (5%).

O fungo P. expansum é conhecido por sua agressividade e no momento

da aplicagdo do tratamento térmico (48 horas apos a inoculagéo) o fungo ja
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havia infectado os tecidos dos frutos e iniciado o processo de podridao.
Segundo Karabulut et al. (2002), analises de microscopia eletronica de
varredura demonstraram que a germinagao de esporos de P. expansum ocorre
de 15 a 24 horas ap0ds a inoculacao dos ferimentos. Este seria o periodo ideal
de aplicagédo do calor, pois 0s esporos em germinagao sao mais sensiveis ao
calor do que os esporos dormentes e do que o fungo ja estabelecido. Estudos
desenvolvidos por Barkai-Golan & Phillips, (1991) e D'Hallewin et al. (1994),
demonstraram que o tratamento térmico foi ineficaz no controle de P.
expansum logo apds a sua inoculagao, isso porque esporos dormentes sao
mais resistentes do que esporos que ja iniciaram seu processo de germinagao.
Podridées causadas por P. expansum em macga sao de dificil controle através
de métodos bioldgicos ou alternativos, devido a alta competividade e
agressividade do patégeno no local do ferimento (Spotts et al., 1999;
Janisiewicz & Korsten, 2002). P. expansum é relativamente resistente a
temperaturas elevadas. Segundo Karabulut et al. (2002), o crescimento do
micélio de P. expansum s6 foi inibido a 60°C por 20 segundos, enquanto o
crescimento do micélio de Monilinia fructicola foi completamente inibido pela
exposicdao a 50°C durante 10 segundos. Estes resultados indicam que P.
expansum tem um grau de resisténcia maior ao tratamento com calor do que
outros patdgenos.

Fallik et al., (1995) concluiram que o tempo para reduzir a 50% da
germinagao de esporos é 45% menor do que para reduzir o crescimento
micelial a temperatura de 46°C. Temperaturas de tratamentos de 50-53°C sao

ineficazes para inativar esporos dormentes, mas podem diminuir a germinagao,
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crescimento e esporulagao dos conidios (Dettori et al., 1996; D’hallewin et al.,
1994). Estudos de D’hallewin et al. (1994) em pomelos inoculados com P.
digitatum demonstraram que o tratamento térmico a 50°C por 2 minutos foi
efetivo contra o desenvolvimento do patégeno mesmo sendo realizado 36
horas apds a inoculacdo. O micélio foi visivelmente danificado e a infecgao
contida. Resultados similares foram obtidos em pomelos ‘Star Ruby’ inoculados
com P. italicum (Dettori et al., 1996) e em limdes tratados com agua aquecida a
52°C por 2 minutos (Ben-Yehoshua et al., 1995).

Quanto aos frutos inoculados com B. dothidea, a incidéncia da podridao
branca foi reduzida pelo tratamento térmico. Este fungo necessita de um
periodo maior para infectar os tecidos dos frutos. Estudos desenvolvidos por Li
et al. (2006) demonstraram que a germinagdo de conidios e a formagao do
apressorio ocorrem em dois dias. O micélio cresce lentamente na superficie
das lenticelas e 10 dias apds a inoculagcdo ocorre o aparecimento dos
sintomas. Segundo Oster, (2004), ocorre inibigdo no crescimento do micélio e
na germinagdo dos conidios de B. dothidea quando estes foram tratados com
calor a 58°C.

O tratamento térmico reduziu o numero de lesdes por fruto ocasionadas
por B. dothidea quando comparados os tratamentos 5 (ndo tratado) e 6
(tratado). O numero de lesdes foi superior nos frutos nédo tratados. Para os
frutos inoculados com P. expansum a redugdo também ocorreu, mas de

maneira menos intensa (Tabela 17).



103

TABELA 17. Numero médio de lesGes por maga da cv. Fuji, apés 15 dias a 22,5°C,
submetidas ao tratamento térmico por aspersdo a 58°C por 30
segundos. Laboratério de Fisiologia Pds-colheita/ UFRGS, Porto Alegre,

2006.

Tratamento B. dothidea P. expansum
T1-Controle 0,0c’ 00c
T2-Nao inoculado tratado; 0,0c 0,0c
T3-Com ferimento nao tratado 00c 0,0c
T4-Com ferimento tratado 0,0c 0,0c
T5-Inoculado nao tratado 3,2a 1,5a
T6-Inoculado tratado 0,50 b 1,2a

'Médias seguidas de mesma n&o diferem entre si pelo teste DMS de Fischer (5%).

Quanto ao tamanho médio das lesdes, estas foram menores nos frutos
tratados com calor, independente do fungo utilizado na inoculagao (Tabela 18).
Os frutos inoculados com o fungo B. dothidea apresentaram lesdes maiores do
que as causadas por P. expansum, nos frutos ndo tratados. O tratamento com
calor nado teve influéncia sobre o tamanho das lesbes ocasionadas por P.
expansum (Tabela 18). Apdés o fungo iniciar o processo de infecgdo, o
tratamento a 58°C por 30 segundos nao é suficiente para eliminar por completo
o fungo. Este fato é importante, pois um fruto com podridao, por menor que
esta seja, é descartado na hora da selegédo para comercializagdo e consumo.

TABELA 18. Diametro médio das lesbes em macas da cv. Fuji, apés 15 dias a 22,5°C,
submetidas ao tratamento térmico por aspersao a 58°C por 30 segundos.
Laboratério de Fisiologia Pds-colheita/ UFRGS, Porto Alegre, 2006.
Diametro médio das lesdes em mm

Tratamento .
B. dothidea P. expansum

T1-Nao inoculado néao tratado 0,0 cA' 0,0 cA
T2-Nao inoculado tratado; 0,0 cA 0,0cA
T3-Com ferimento nao tratado 0,0 cA 0,0cA
T4-com ferimento tratado 0,0cA 0,0 cA
T5-Inoculado nao tratado 17,9 aA 13,4 aB
T6-Inoculado tratado 11,9 bB 11,8 aB

'Médias seguidas de mesma letra mintscula (coluna) e maitscula (linha) nao diferem entre si
pelo teste DMS de Fischer (5%).
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O tratamento térmico foi mais eficente na diminuicdo da incidéncia e
severidade de B. dothidea, assim a sua utilizagdo comercial no controle desta

doenga podera ter mais éxito do que no controle de P. expansum (Tabela 16).

4.3.2. Efeito do tratamento térmico sobre as caracteristicas fisico
quimicas dos frutos

No momento da instalacdo do experimento os frutos apresentavam
firmeza de polpa de 75,6 Newtons, solidos soluveis totais de 16,5 Brix e acidez
total titulavel de 7,0 (Meq de acido malico/ 100ml de suco). Nesta condigédo de
maturagcdo os frutos utilizados neste experimento encontravam-se em um
estddio de maturagdo ideal para o armazenamento prolongado, pois
apresentavam elevada firmeza de polpa e acidez titulavel. A escolha deste
ponto de maturagao para a colheita dos frutos e instalacdo do experimento
deve-se ao fato de que, segundo Oster (2004) o tratamento com calor tem
maior efeito sobre a incidéncia de podriddao branca em macgas ‘Fuji’ quando os
frutos apresentam estagio menos avangado de maturagao.

A aplicagdo do tratamento térmico a 58°C por 30 segundos nao causou
danos aparentes na epiderme dos frutos. Segundo Kays (1991), as
temperaturas altas provocam estresse nos tecidos dos frutos, causando efeitos
diretos como danos nas membranas ou desnaturagao dos acidos nucléicos e
proteinas. Normalmente, o dano mais comum observado nos frutos tratados
com calor é o escurecimento da epiderme (Phillips & Austin, 1982; Anthony et
al., 1989; Jacobi & Wong, 1991; Schirra et al., 1999), tornando-os inaceitaveis
comercialmente. N&o foram observados sintomas de escurecimento nos frutos

tratados com calor.
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TABELA 19. Caracteristicas fisico-quimicas de maga cv. Fuji, inoculados e nao
inoculados com B. dothidea, submetidas ao tratamento térmico por
aspersao a 58°C por 30 segundos, ap6s 15 dias a 22,5°C, Laboratério
de Fisiologia Pés-colheita/ UFRGS, Porto Alegre, 2006.

Tratamento FP ATT (Meq de acido SST
(Newtons) malico/100ml de (°Brix)
suco)

T1-Nao inoculado néo tratado 71,5b" 79c 13,5 ab
T2-Nao inoculado tratado 77,5a 79c 12,1 bc
T3-Com ferimento ndo tratado 66,0 bc 9,2 ab 11,6 bc
T4-com ferimento tratado 65,8 bc 9,5a 11,2c¢c
T5-Inoculado n3o tratado 67,6 b 8,5 bc 12,5 bc
T6-Inoculado tratado 64,8 c 8,3 bc 15,5a

'Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste DMS de Fischer (5%).

As demais caracteristicas de qualidade também foram pouco afetadas pelo
tratamento com calor. A firmeza de polpa de magéas da cv. Fuji submetidos ao
tratamento térmico, avaliados apds quinze dias de armazenamento a
temperatura de 22,5°C foi superior nos frutos tratados e n&o inoculados
diferindo dos demais tratamentos. A menor firmeza encontrada neste
experimento foi nas macgas inoculadas com B. dothidea e tratadas com calor
(Tabela19).

TABELA 20. Caracteristicas fisico-quimicas de frutos de macga cv. Fuji inoculados e
ndo inoculados com P. expansum submetidas ao tratamento térmico
por aspersdo a 58°C por 30 segundos, apds 15 dias a 22,5°C,
Laboratério de Fisiologia Pds-colheita/ UFRGS. Porto Alegre, 2006.

Tratamento FP ATT (Meq de acido SST
(Newtons) malico/100ml de (°Brix)
suco)

T1-Nao inoculado nao tratado 735a' 6,5 bc 13,2 ab
T2-Nao inoculado tratado; 63,4 bc 8,2a 11,5b
T3-Com ferimento nao tratado 66,2 b 6,9b 14,3 a
T4 com ferimento tratado 67,5b 6,5 bc 14,2 a
T5 Inoculado nao tratado 63,7 bc 6,3c 14,1 a
T6 Inoculado tratado 60,4 c 6,1¢c 13,7 ab

"Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste DMS de Fischer (5%).

Quando comparadas as firmezas na inoculagdo dos dois fungos observa-
se que o efeito do P. expansum €& mais pronunciado, podendo-se considerar

este como mais agressivo a firmeza das frutas. Nos frutos inoculados com P.
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expansum a firmeza de polpa foi superior nos frutos controle diferindo dos
demais tratamentos. Os menores valores de firmeza de polpa também foram
encontrados nas macas inoculadas e tratadas com calor.

O fato da firmeza de polpa ser menor em ambos experimentos nos frutos
inoculados e tratados com calor, pode ter ocorrido em resposta aos dois tipos
de estresse sofridos pelos frutos, o do tratamento com calor e o da propria
acao do fungo. Segundo Klein e Lurie. (1990), Conway et al. (1994), Lurie et al.
(1998) e Lunardi (2001) os frutos submetidos ao tratamento térmico
apresentaram maiores valores de firmeza de polpa do que os tratamentos que
nao receberam calor. A diminuigao dos niveis de firmeza pode ocorrer devido a
inducdo da sintese de enzimas hidroliticas da parede celular como as
poligalacturonases (Chan et al., 1989; Yoshida et al., 1984; Lazan et al., 1989)
e a- e B-galactosidase (Sozzi et al.,, 1996). Em macgés, ocorre um aumento
consideravel nos niveis de poligalacturonases e pectina-metilesterases nos
frutos infectados por P.expansum. Segundo Miedes & Lorences, (2006) a
atividade dessas enzimas hidroliticas aumenta durante a infecgéo por fungos A
despolimerizagcdo das pectinas pode aumentar a porosidade da parede celular
e facilitar o a colonizagéo pelo fungo e o processo da infecgéo.

Em tomate, os mRNAs para poligalacturonases nao foram encontrados nos
frutos durante os trés dias de tratamento térmico a 38°C, mas retornaram aos
niveis iniciais apos a suspensao do tratamento térmico (Lurie et al., 1996). Os
teores de acidos organicos, nao diferiram entre os tratamentos. O tratamento
térmico pode contribuir para a redugéo dos teores de acidez titulavel (Klein et

al., 1990; Lurie et al., 1998). No caso da cultivar Fuiji, isto € uma desvantagem,
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pois diminuindo excessivamente a acidez dos frutos o sabor fica alterado, em
funcdo do elevado teor de sélidos soluveis totais o que nao é necessariamente
um beneficio para cultivares menos acidas, como no caso da cultivar Fuji. Para
esta cultivar, a manutencdo da acidez é muito importante, uma vez que
propicia melhor sabor. Os menores teores de acidez titulavel devem ser
atribuidos a incrementos na atividade metabdlica em decorréncia dos
tratamentos. Segundo Hardenburg et al. (1986), ocorre um maior consumo de
acidos e hexoses, como substrato para a respiracdo, em tecidos submetidos a
condicdes de estresse.

As diferencas nos teores de sdlidos soluveis totais foram pouco
pronunciadas. Mesmo n&o havendo diferengas significativas os SST dos frutos
inoculados com P. expansum apresentaram valores mais elevados quando
submetidos ao tratamento térmico. Autores como Klein & Lurie, (1990) também
constataram que tratamentos de calor n&o alteram os teores de SST, mesmo
apos seis meses de armazenagem a 0°C. Um dos motivos pode ser relativo ao
proprio método refratométrico, que ndo tem sensibilidade para detectar
diferencas pequenas de teores de sélidos soluveis. Outra possibilidade a
considerar € o comportamento desta variavel em pds-colheita. Ha uma
variagdo consideravel ao longo de periodos de amostragem que nao permite
conclusdes sobre efeitos no metabolismo baseado nas variagdes de SST,
conforme ja foi observado por Bender & Lunardi, (2001) com macgas da cv.

Gala.
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4.3.3. Resultados da Expressao Génica Diferencial

O bom funcionamento da técnica de DD-RT-PCR ¢é fortemente
dependente da qualidade e da quantidade do RNA utilizado inicialmente. Deste
modo, a qualidade e quantidade do RNA extraido de frutos de macga foram
verificadas por leitura em espectrofotobmetro (Tabela 21) e por visualizagao em
gel de agarose (Figura 24). Além disso, 0 mRNA foi purificado a partir do RNA

total e testado pela amplificagédo de um gene constitutivo, a actina (Figura 25).

TABELA 21. Caracteristicas do RNA total de magas, cv. Fuji, obtidos através do
Protocolo de Extracdo Concert™ Plant RNA Reagent Invitrogen®,
LFM/UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

Tratamento 260/280' pg/uL?
T1 — Nao inoculado nao tratado 1,7 0,245
T2 — Nao inoculado tratado 1,9 0,434
T3 — Inoculado nao tratado 2,0 0,380
T4 - Inoculado tratado 2,0 0,492

! Razao A250/A280
ZRNA} = 40pg.mL™" x D* x Aggo
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-
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FIGURA 26. Perfil eletroforético do RNA total extraido de
frutos de macga cv. Fuji M - Marcador de 1Kb
DNA. LFM/UFRGS, Porto Alegre, 2006.
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FIGURA 27. Perfil eletroforético da
amplificagdo do mRNA
com oligonucleotideos
de actina. M- Marcador
de 1Kb. LFM/UFRGS,
Porto Alegre, 2006.

Foram testadas quinze combinagdes de oligonucleotideos iniciadores,
as quais permitiram identificar 200 fragmentos de cDNAs nos géis de
poliacrilamida. Os fragmentos isolados correspondem a genes diferencialmente
expressos quando comparados os quatro diferentes tratamentos. Estes
fragmentos foram coletados, eluidos, re-amplificados e visualizados em gel de
agarose a 2%. O tamanho dos fragmentos re-amplificados ficou entre 500 e
300 pares de bases. Dos 200 fragmentos coletados, 96 foram re-amplificados
(Figura 26), purificados e sequenciados. As sequUéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias disponiveis no banco de dados do National

Center for Biotecnology Information — NCBI (GenBank) (www.ncbi.nlm.nih.gov)

através dos programas BLASTn (Basic Local Alignment Search Toll).
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FIGURA 28. Produtos de re-amplificagdo por PCR, separads em gel de agarose 2%
corados com brometo de etideo. Marcador 1Kb, LFM/UFRGS, Porto

Alegre, 2006.

Apds a comparagao das sequéncias através do programa BlastN, néo foi
possivel a obtencdo de similaridade com as sequéncias depositadas no banco
de dados utilizado. De acordo com a literatura, a técnica de DD-RT-PCR é
bastante sensivel, podendo gerar uma grande quantidade de artefatos.
Pequenas contaminagcdes podem alterar o padrdo das bandas. Estudando a
interacdo entre tomate e Botrytis cinerea, Benito et al. (1996) isolaram
fragmentos cujo sequenciamento indicou que eram de origem humana. A
extrema sensibilidade pode gerar até 30% de falsos positivos (Malhotra et al.,
1998). Outros aspectos negativos da técnica de DD-RT-PCR a identificagao de

genes redundantes e a baixa repetibilidade da técnica.



5. CONCLUSOES

e Macgas verdes da cv. Fuji apresentam maior quantidade de RNA que
magcas proximas a senescéncia ou colhidas no ponto de maturagao ideal,
bem como os tecidos da epiderme apresentam maior quantidade de RNA
do que os tecidos polpa e epiderme+polpa;

e A melhor qualidade e a maior quantidade de RNA de frutos de maca
foram obtidos através do método de extracdo Concert;

e A técnica de DD-RT-PCR possibilitou a analise da expressao dos
genes regulados durante a interagdo maca-Botryosphaeria dothidea;

e Os fragmentos isolados demonstraram similaridade com genes
provenientes de plantas, trés deles similares a genes de M. domestica;

e Das quatro proteinas diferencialmente expressas, trés estédo
relacionadas com funcgdes de respostas de defesa e estresse e foram
isoladas nos frutos inoculados, porém sao necessarios estudos mais
aprofundados para determinar o envolvimento dessas proteinas nas
respostas de defesa de macas a B. dothidea.

e Macgas ‘Fuji’ tratadas com aspersao de agua quente até 58°C por 30
segundos n&o apresentam alteragdes significativas nas caracteristicas
fisico-quimicas apdés 15 dias de armazenamento em temperatura de

22,5°C;
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e A aplicagéo do tratamento com calor com temperatura de 58°C por 30
segundos, reduz os sintomas de podriddao branca e do mofo azul, em
macas ‘Fuji’, porém, estes tratamentos ndo sdo suficientes para controlar
com eficacia a doenca.

e Apesar do grande numero de fragmentos diferencialmente expressos
obtidos com a técnica de DD-RT-PCR, nao foi possivel a obtengao de

similaridade com genes presentes no banco de dados utilizado.
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