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RESISTENCIA INDUZIDA POR Trichoderma harzianum EM RESPOSTA A
Alternaria alternata EM TOMATEIRO!

Aluno: Gustavo Borges Meirelles
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

Trichoderma spp. sdo fungos benéficos que apds interagir com as raizes
melhora o vigor das plantas. Trichoderma spp. produzem uma variedade de MAMPs
(Padrdes Moleculares Associados a Micro-organismos) que estimulam a indugéo de
resisténcia (IR) em plantas. A IR por Trichoderma spp. pode aumentar a resisténcia
contra patdgenos através das respostas mediadas por &cido salicilico (AS), &cido
jasmonico (JA), etileno (ET). Estas respostas reguladas sdo antagonicas entre as
diferentes vias de sinalizacdo de defesa relacionadas a JA/ ET e AS, sensibilizando a
planta para uma resisténcia melhorada contra patdgenos. Neste estudo utilizamos um
sistema entre trés componentes Solanum lycopersicum, Trichoderma harzianum e
Alternaria alternata. A sinalizacdo molecular envolvido durante a supressdo da
doenga por T. harzianum foi analisado nas plantas de tomate cv. Micro-Tom
subsequente a infeccdo por A. alternata. As vias de sinalizacdo de AS, JA e ET
foram exploradas durante IR por T. harzianum. A aplicacdo dos esporos de T.
harzianum nas raizes das plantas de tomate aumentou a resisténcia contra A.
alternata causador da mancha foliar da cultura. O intervalo de 15 dias entre a
aplicacdo de T. harzianum e de A. alternata foi suficiente para suprimir os sintomas
causados por A. alternata no tomate. A severidade da doenca foi estimada 96 horas
apos inoculacdo do patégeno desafiante. A quantificacdo do DNA por qPCR foi
utilizado para verificar as diferencas da biomassa do patdgeno. O resultado obtido da
quantidade de DNA de A. alternata foi 74 vezes menor nas plantas previamente
tratadas com T. harzianum isolado Thl em comparacdo com as plantas nédo tratadas
com Th 1. O tratamento com os hormonios etileno e metil jasmonato indicou que as
vias do JA e ET estdo parcialmente relacionadas com a suscetibilidade a A. alternata
em plantas de tomate. Foi avaliado o fen6tipo de IR de plantas de tomate silenciadas
para o gene de fator de resposta de ET. A analise do desenvolvimento dos sintomas
demonstrou que a IR por T. harzianum ndo envolveu a resposta do ET. Finalmente,
analise da expressdao génica indica que a resisténcia induzida por T. harzianum é
controlada pelo aumento da biossintese do JA combinado com a diminui¢do da
sinalizac&o de resposta do AS e ET.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (p.66) Setembro, 2014.
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RESISTANCE INDUCED BY Trichoderma harzianum IN RESPONSE
Alternaria alternata IN TOMATO?

Author: Gustavo Borges Meirelles
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

Trichoderma spp. are beneficial fungi that after interacting with the roots
improves plant health. Trichoderma spp. produce a variety of MAMPs (Associated
Molecular Patterns Micro-organisms) that stimulate the induction of resistance (IR)
in plants. The IR by Trichoderma spp. can increase resistance against pathogens
mediated through salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA), ethylene (ET) responses.
These responses regulated are antagonistic between different defense signaling
pathways related to JA/ET and AS, sensitizing the plant for enhanced resistance
against pathogens. In this study we used a system of three components Solanum
lycopersicum, Trichoderma harzianum and Alternaria alternata. The molecular
signaling involved during disease suppression by T. harzianum was analyzed in
tomato plants cv. Micro-Tom subsequent to infection by A. alternata. The signaling
pathways of SA, JA and ET have been explored for IR T. harzianum. In the
application of spores of T. harzianum in the roots of tomato plants increased
resistance against A. alternata causing leaf spot of culture. The 15 day interval
between application of T. harzianum and A. alternata was sufficient to suppress
symptoms caused by A. alternata in tomato. The effect of IR elicited by T.
harzianum was from his association with the roots of tomato for 15 days. Disease
severity was estimated 96 hours after inoculation the challenge pathogen. DNA
quantification by gPCR was used to determine differences in biomass of the
pathogen. The result of the amount of DNA of A. alternata was 74 times lower in
treated plants T. harzianum isolated Thl compared with plants not treated with Th 1.
Treatment with ethylene and methyl jasmonate indicated that the hormones JA and
ET pathways are partially related to susceptibility to A. alternata in tomato plants. IR
phenotype of tomato plants silenced for gene ET response factor was evaluated. The
analysis of the development of symptoms demonstrated that IR by T. harzianum did
not involve the response of ET. Finally, gene expression analysis indicates that IR by
T. harzianum is controlled by increasing the biosynthesis of JA combined with the
decrease in the response signaling SA and ET.

! Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (p.66) September, 2014.
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1 INTRODUCAO

A maioria das Alternaria spp. sdo saprofitas e geralmente sdo encontradas em
solos ou em tecidos vegetais em decomposicdo. Algumas espécies do género
Alternaria sd@o um grupo altamente bem sucedido de patdgenos flngicos que causam
doencas em uma grande variedade de culturas economicamente importantes,
incluindo maca, brdcolis, cenoura, citrus, couve-flor, pera, arroz, morango, tomate,
batata e tabaco, alem de determinadas espécies de plantas ornamentais e plantas
daninhas. Devido a sua ampla gama de hospedeiro e distribuicdo no mundo, as
Alternaria spp. tém sido relatadas causando doencas em 400 espécies de plantas;
isoladamente Alternaria alternata pode infectar mais de 100 espécies de plantas
(Chung, 2012). O patégeno é responsavel por diferentes doencas em tomate, tais
como: cancro da haste, pinta-preta, podriddo-escura e mancha-foliar. A. alternata nao
sO infectam a cultura de tomate em condi¢des de campo, mas também causa perdas
consideraveis durante o armazenamento do fruto (Grogam et al., 1975). Infeccbes
latentes podem ocorrer e resultar em doencas pos-colheita ou tombamento de mudas
em caso de sementes infectadas (Thomma, 2003). Os patétipos de A. alternata
produzem fitotoxinas seletivas ao hospedeiro (HSTs) que atuam como moléculas
efetoras que sdo essenciais para a patogénese/viruléncia necrotrofica. Na interacéo
com plantas de tomate o patétipo de A. alternata f. sp. lycopersici produz a toxina

AAL, capaz de induzir morte celular em cultivares suscetiveis (Tsuge et al., 2012).



A cultura do tomate destaca-se por apresentar um amplo historico de
problemas fitossanitarios, de modo geral as doencas do tomate sdo responsaveis por
perdas significativas na producdo. Dentre as principais doencas a mancha de
alternaria € uma das doencas foliar mais frequente e importante da cultura do
tomateiro no Brasil, e pode ser causada pelos fungos do género Alternaria entre eles
Alternaria solani (Song et al., 2011; Fontenelle et al., 2011) e A. alternata (Jia et al.,
2013; Prasad & Upadhyay, 2010; Ahmad et al., 2012). A. alternata é um patdgeno de
pré e pos-colheita das culturas de tomate, por isso é importante controla-lo por meio
de técnicas eficazes, econdmicas e menos agressivas ao meio ambiente. A fim de
evitar essas doencas, a utilizacdo de agentes de controle biolégico no solo € uma
alternativa em relacdo as praticas convencionais de manejo. As espécies do género
Trichoderma, compreende um grande ndmero de linhagens fungicas que atua como
agentes de biocontrole. O uso de biopesticidas sdo produtos disponiveis no mercado
e a maioria dos quais sdo baseados nos micro-organismos benéficos do género
Trichoderma (Woo et al., 2006). Portanto muitas espécies desse género tem o
potencial de tornarem-se produtos comerciais a base de agentes de biocontrole.

A inducdo de resisténcia (IR) em plantas € um processo fisiolégico que
aumenta a capacidade defensiva provocada por estimulos especificos. As plantas
podem desenvolver IR como resultado de uma infeccdo por um agente patogénico,
em resposta a inseto, apds a colonizacdo das raizes por especificos microbios
benéficos e apos tratamentos com produtos quimicos especificos. Nos dltimos anos
tem aumentado o interesse da IR a doencas em plantas baseado em duas formas
conhecidas como resisténcia sistémica induzida-ISR, e a resisténcia sistémica
adquirida-SAR. A SAR e a ISR, podem ser induzidas pela simbiose entre as raizes de

plantas e Trichoderma spp. (Harman et al., 2004; Hermosa et al., 2012).



A IR é provavelmente resultado da regulacdo de uma rede de vias de
sinalizaces interligadas em que hormonios vegetais desempenham um importante
papel. As vias de sinalizacdo podem ser alteradas apds a colonizacdo por
Trichoderma spp., induzindo respostas de defesa mais rapidas e mais eficientes a
infeccbes por patogenos (Martinez-Medina et al.,, 2013). Em paralelo, tem-se
verificado que os patdgenos desenvolveram mecanismos moleculares sofisticados
para alterar a biossintese hormonal e/ou para interferir com as redes de sinalizacdo
hormonais, sendo capaz de “desativar” as respostas de defesa (Jones & Dangl, 2006).
Em geral, o equilibrio entre os hormdnios relacionado com a defesa tem um impacto
sobre o desenvolvimento e crescimento das plantas e é determinante para resisténcia
contra patdgenos (Hermosa et al., 2013). A IR é modulada por redes de sinalizacao
em gue os hormonios vegetais, incluindo acido salicilico (AS), acido jasmonico (JA)
e etileno (ET), os quais desempenham um papel critico para a resisténcia. Por outro
lado, diferentes patdgenos estimulam as respostas de defesa mediadas por ET, JA e
AS a fim de facilitar o processo de colonizacao no hospedeiro. Portanto, uma melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares e genéticos que regulam a resisténcia
mediada por hormdnios é necessario para a manipulacdo das vias de sinalizacdo
hormonal na resisténcia das culturas contra diferentes patégenos. A fim de
caracterizar o tipo de sinalizagdo comprometido na expressdo da IR a A. alternata
desencadeada por Trichoderma harzianum. Neste estudo foi realizada a anélise da
expressdo de genes relacionados as diferentes vias de sinalizagdo de defesa para
identificar componentes ou mecanismo moleculares envolvidos na IR por T.

harzianum em resposta a A. alternata em tomateiro.



1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral
Identificar mecanismos envolvidos na sinalizacdo da resisténcia induzida por
Trichoderma harzianum contra o patdgeno necrotréfico Alternaria alternata em
tomate.
1.1.2 Objetivos especificos
o Verificar a habilidade de 5 isolados de T. harzianum em induzir a inducéo de
resisténcia contra o patdgeno necrotrofico A. alternata em tomate;
e Avaliar o fen6tipo de IR em plantas de tomate silenciadas para o gene de fator
de resposta a etileno 1 (ERF1);
e Analisar a expressdao de genes envolvidos na defesa ap6s a inducdo de

resisténcia a A. alternata por T. harzianum.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O sistema imune vegetal

O sistema imune inato vegetal € uma forma primitiva de defesa, incluindo
mecanismos constitutivos e induzidos. Um dos efeitos dessas defesas é de promover
uma barreira fisica, como exemplo, a formacdo de cuticula que dificulta a penetracéo
do patégeno no hospedeiro. Em nivel celular as paredes formam barreiras fortes e
flexiveis, que consistem principalmente de fibras de celulose, mas também de
glucanos, pectinas, calose, cutina, lignina, suberina e ceras que podem ser
incorporada para a estabilizacdo (Garcin et al., 2007). Além da barreira fisica, a
defesa contra patdgenos envolve ativacdo de respostas de defesa que incluem a
reacdo de hipersensibilidade (HR), deposicdo de calose, producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), espessamento das paredes das células, producdo de
proteinas antiflngicas, e os fitormdnios AS, ET, JA e acido abscisico (ABA). Estas
sdo tipicas respostas de defesa que desempenham importante papel na regulacdo da
resisténcia contra patdgenos (Jones & Dangl, 2006).

Quando uma planta detecta a invasdo de um patdégeno, mecanismos de defesa
locais séo rapidamente ativados. O modelo “zig-zag” proposto por Jones & Dangl
(2006) demonstra a existéncia de duas linhas de defesa. A primeira linha envolve a
capacidade da planta de reconhecer uma grande variedade de Padrbes Moleculares

Associados a Micro-organismos (MAMPs), como flagelina, quitina, glicoproteinas e



lipopolissacarideos, por receptores da membrana plasmatica da célula vegetal,
denominados de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs) (Pieterse et al.,
2012). Este reconhecimento ativa a imunidade de defesa desencadeada por MAMPs
(MT]I) ou defesa basal nao especifica (Jones & Dangl, 2006; Spoel & Dong, 2012).
Além das MAMPs, as PRRs também reconhecem moléculas endégenas denominadas
padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), que também leva a ativacao de
respostas imunes (Liu et al., 2013).

A segunda diz a respeito aos receptores intracelulares, conhecidos como
proteinas de resisténcia (R), receptoras de moléculas efetoras dos patdgenos. Os
efetores sdo definidos como proteinas de viruléncia introduzidos nas células
hospedeiras através de patdgenos para suprimir as respostas de defesa do hospedeiro
e causar doenca (Fu & Dong, 2013), todavia podem desencadear respostas de defesa
em funcdo do reconhecimento por proteinas R. Os patdgenos sdo capazes de superar
as defesas das plantas utilizando moléculas efetoras que suprimam a PTI, resultando
em uma suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS) (Pieterse et al., 2009).

Em contrapartida as plantas respondem com receptores especializados para
detectar sinais de efetores, resultando na imunidade desencadeada por efetores (ETI).
Uma caracteristica especifica da ETI, ou interacdo gene-a-gene € a inducdo da HR,
que provoca a morte celular programada (PCD) impedindo o crescimento de
patogenos no inicio da infeccdo (Jones & Dangl, 2006; Spoel & Dong, 2012). Este
efeito € mediado pela producdo de moléculas antimicrobianas, inducdo de genes
responsivos de defesa, deposicdo de calose, producdo de ROS em torno dos tecidos
infectados, o que leva a resisténcia local ao patdgeno invasor (Schneider & Collmer,
2010; Spoel & Dong, 2012). Adicionalmente, desencadeia a sinalizacdo de defesas

pelos hormonios AS, ET e JA, (Pieterse et al., 2012), dependendo do tipo do agente



patogénico que infecta a planta (Pieterse et al., 2009). Outros hormdnios vegetais,
por exemplo, ABA, citocininas, também atuam na defesa da planta e podem, ainda
que parcialmente, alterar a sinalizacdo por AS, JA ou ET (Pieterse et al., 2012).

O contato com microrganismos patogénicos ou ndo patogénicos
desencadeiam uma grande variedade de mecanismos de defesa nas plantas. Dois
mecanismos sdo particularmente descritos, a SAR que é induzida apos a infec¢éo por
patdgenos, e a ISR que é desencadeada por micro-organismos benéficos. Além da
ETI e PTI, a infeccdo de patdgenos também ativa a SAR, que é dependente das vias
de sinalizacdo reguladas por AS mediada pela proteina reguladora NPR1
(NONEXPRESSOR OF PR GENES) que estimula a expressdo das proteinas
relacionadas a patogénese (PRs). Ao contrario de SAR, a ISR é independente de AS,
mas requer componentes das vias de sinalizacdo do JA e ET (Van loon et al., 2006;
Shoresh et al., 2010;). Embora haja excec¢des, patdgenos biotréficos sdo geralmente
sensiveis a respostas de defesa reguladas por AS, que é necessario tanto para a
resisténcia local como para SAR. Por outro lado, agentes patogénicos com habitos
necrotroficos estimulam as defesas desencadeadas por JA e ET durante a ISR.

Uma das caracteristicas comum das respostas da resisténcia induzida por
micro-organismos benéficos é o priming. Esta é uma condi¢cdo na qual as plantas
tratadas com o eliciador tornam-se preparado a ativar as respostas de defesa mais
rapidamente, mais fortemente, ou ambos, quando expostos ao ataque de patdgenos
em comparacdo com as plantas ndo tratadas (Conrath, 2011). O efeito do priming
pode ser alcangado tanto por micro-organismos benéficos, ou por tratamento de
plantas com varios compostos naturais e sinteticos (Beckers & Conrath, 2007). O
priming é uma alternativa a ativacdo da resisténcia induzida de longa duracéo, pois

atenua 0s mecanismos de resisténcia através da modulacdo da “memoria



imunolédgica” das plantas (Conrath, 2011). Visto que os recursos para a defesa ndo
estdo comprometidos até que a ameaca de nova infeccdo retorne, o priming é
considerado um mecanismo de “custo” relativamente baixo no avango para a defesa
da planta (Conrath, 2011; Holeski et al., 2012). O controle genético do priming
mostra semelhancas com os mecanismos genéticos que regulam a inducéo de defesa
transgeracional em plantas, tais como SAR dependente de AS e heranca da defesa
dependente de JA (Holeski et al., 2012). O priming pode ser considerado uma
solucdo da planta para o problema representado pelo beneficio proporcionado pelas
respostas de defesa na protecdo contra doencas e o custo envolvidos na ativacao da

defesa (Hermosa et al., 2013).

2.2 Sinalizacao das respostas de defesa da planta

A sinalizacdo por AS esta associada com a resisténcia contra patdégenos
biotroficos, enquanto uma combinacdo de JA e ET desencadeiam a resisténcia contra
patdgenos necrotroficos (Glazebrook, 2005). Porém, diversas excecdes para esta
regra em geral, tem sido descritas, e desse modo, a via de AS também é necessaria
para a resisténcia das plantas contra patdgenos necrotréficos, enquanto que as vias de
ET, JA foram encontradas como sendo essenciais para a resisténcia a patdgenos
biotroficos (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Considerando essas excec¢des, as vias de
sinalizacdo de AS, JA e ET sdo geralmente antag6nicas e, portanto, a ativacdo da
resisténcia a um patogeno biotrofico estd frequentemente associada com o aumento
da suscetibilidade a patogenos necrotréficos. Em contrapartida, a ativacdo da
resisténcia a patdgenos necrotréficos estd relacionada com a maior suscetibilidade

contra patdgenos biotréficos (Robert-Seilaniantz et al., 2011).



Os hormonios de defesa, como AS, JA, ET, auxina (IAA) e ABA estdo
envolvidos na modulagédo das vias de sinalizacdo de defesa e nas interacdes planta-
patogeno (Pieterse et al., 2012). Alteracbes nas concentracdes hormonais ou na
sensibilidade desencadeada durante as interacdes com patdgenos desencadeiam toda
a gama de respostas das plantas, muitas vezes a custa do crescimento e
desenvolvimento. A composicdo hormonal pode determinar se os tecidos das plantas
irdo tornar-se mais sensiveis ou mais resistentes a patdgenos.

AS esta associado com a inducdo da HR, que limita a invasdo de patdgenos
biotroficos produzindo localmente a PCD em torno da area infectada. A HR é efetiva
nas respostas de defesa contra biotroficos que derivam de nutrientes dos tecidos
vivos do hospedeiro, mas ndo contra patdgenos necrotroficos ja que se beneficiam da
morte da célula hospedeira (Glazebrook, 2005). A sinalizacdo que sucede AS é em
grande parte controlada pela proteina regulatéria NPR1 (também conhecida como
NIM1). Apés a ativacdo por AS, NPR1 atua como coativador transcricional de um
grande conjunto de genes relacionados com a defesa. NPR1 e seus paralogos, NPR3
e NPR4, sdo receptores de AS (Fu et al., 2012). NPR1 localiza-se no citosol como
um oligbmero, e na presenca do AS, ocorrem alteragdes no potencial redox o que
leva a dissociacdo do complexo NPR1, o qual se desloca para dentro do nicleo e
interage com os fatores de transcricdo TGA para regular a expressdo de varios genes
PRs (Durant & Dong, 2004; Fu et al., 2012; Pieterse et al., 2012), alguns dos quais
tem direta atividade antimicrobiana (Conrath et al., 2002). Além de interagir com
TGA, NPR1 interage com o grupo de pequenas proteinas NIMIN (NIM1-
INTERAGEM). A proteina NIMIN possui sinais de localizagdo celular, e assim,
direciona NPR1 no nucleo. NPR1 interage fisicamente com TGA e NIMIN; TGAs

principalmente ativam a expressdo do gene NPR1, enquanto que NIMIN reprime a
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expressao de NPR1. NIMIN inibe a atividade promotora de provaveis genes atraves
da interacdo com TGAs (Pieterse et al., 2012). Em Arabidopsis foi verificado que as
proteinas NIMIN sdo reguladoras de resposta de SAR. Foi proposto que NIMIN atua
de forma continua, na qual é regulada por AS e afeta a proteina sensora NPR1 em
distintos estagios da SAR, permitindo assim que as plantas controlem estritamente a
ativacdo de genes de defesa em tecidos locais e distais da entrada do patégeno depois
de desencadeada a ETI (Hermann et al., 2013).

ET é um hormdnio gasoso que esta envolvido na regulacdo de muitos
processos fisiologicos das plantas, como senescéncia das folhas, flores e maturagéo
do fruto (Van loon et al., 2006). ET é um dos principais constituintes da sinalizacao
de defesa associado ao balango hormonal vegetal que sdo produzidos durante muitas
interacdes planta-patdgeno e funciona como modulador de imunidade da planta
(Broekaert et al., 2006; Van Loon et al., 2006). ET é percebido por receptores
associados a membrana, localizados no reticulo endoplasmatico, incluindo
ETR1/ETR2 (ET RECEPTOR), ERS 1 e 2 (ET-RESPONSE SENSOR) e EIN (ET
RESPONSE), os quais atuam como reguladores positivos da sinalizacdo do ET. Os
receptores do ET interagem com CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1)
um regulador negativo da via. CTR1 desreprime EIN2 levando a ativagdo dos fatores
de transcricdo EIN3 e EIL (EIN3-LIKE). EIN3 é um fator de transcri¢cdo de curta
duracdo, e esta relacionada com o outro fator de transcricdo o EIL, o qual
desempenha um papel fundamental na via de defesa pela regulacéo da expressédo dos
genes ERF (ETHYLENE RESPONSE FACTOR) como ERF1 (Broekaert et al., 2006).
O gene ERF1 codificam AP2/EREBP (ET-RESPONSE ELEMENT BINDING
PROTEIN), que pertence a um grupo de fatores de transcri¢cdo envolvidos na defesa

das plantas contra patdégenos necrotréficos. Eles fazem partes das sinalizagbes de JA
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e ET e da regulacdo da expressdo das PRs incluindo osmotina, quitinase ¢ B-1,3-
glucanase (Licausi et al., 2013). Ou seja, a expressao de ERF1 ¢ induzida por ET e
JA e pode ser ativada de forma sinérgica por ambos os hormonios (Pieterse et al.,
2009), indicando que as duas vias de sinalizacdo hormonal sdo requeridas
simultaneamente para a ativacao das respostas de defesa da planta.

JAs sdo moléculas sinalizadoras derivadas de lipidios que regulam diversos
processos de desenvolvimento (Lyons et al., 2013), amadurecimento dos frutos,
crescimento das plantas e senescéncia (Wasternack, 2007), bem como respostas
adaptativas ao estresse biotico e abiotico em plantas (Lyons et al., 2013). JA tem um
papel critico na resposta de defesa contra herbivoros e injarias mecanicas, bactérias e
a infeccdo de fungos patogénicos (Wasternack, 2007). A sinalizacdo de JA é mediada
pelo complexo SCF®* (E3-UBIQUITIN-LIGASE) e proteinas JAZ (JASMONATO
ZIM-DOMAIN) formando um complexo que reprime a expressdo de genes
responsivos ao JA. Apds a acumulacdo de JA, JA-ILE (JAI-SOLEUCINA) liga-se a
proteina F-Box COI1 (CORONATINE-INSENSITIVEL) que faz parte do complexo
SCF*!, Isso ocorre apés as proteinas JAZ serem ubiquitinizadas e subsequentemente
degradadas no proteossoma (Pieterse et al., 2009; Pieterse et al., 2012; Dundler,
2013). O proteossoma na planta estd envolvido em muitos processos celulares,
incluindo sinalizacdo hormonal e nas respostas de defesa do hospedeiro contra ataque
de patdgenos (Dundler, 2013). A degradacdo de JAZ resulta na ativacdo de genes
responsivos ao JA através dos fatores de transcricdo como MYC2 (BASIC HELIX-
LOOP-HELIX LEUCINE ZIPPER PROTEINS) (Pieterse et al., 2009; Pieterse et al.,
2012). Apos a inducédo da via do JA, MYC regula diferencialmente duas classes de
genes responsivos ao JA. MYC atua como um regulador positivo dos genes VSP2

(VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 2) e LOX (LIPOXYGENASE), enquanto age
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como regulador negativo dos genes PDF1.2 (ET-AND JA-RESPONSIVE PLANT
DEFENSIN) que sdo ativados por ERF1 (Pieterse et al., 2009).

Recentemente foi identificado SIPROPEP, um ortélogo AtPROPEP em
tomate. O mesmo tem um importante papel na amplificacdo das respostas de
resisténcia a P. dissocotum em tomate (Trivilin et al., 2014). Os membros da familia
PROPEP sao induzidos por hormonios de defesa JA, ET e AS, ou na resposta a
PAMPs, e estes sdo considerados amplificadores de sinais de perigo durante a
infeccdo por patogenos (Liu et al.,, 2013). A familia de peptideos enddgenos
elicitores, chamados de AtPeps em Arabidopsis thaliana, bem como seus respectivos
receptores de membrana PEPR1 e PEPR2 sdo induzidos apds ferimentos, estresse
bidtico, bem como a aplicacdo de JA. Peptideos enddgenos derivados de genes
PROPEP sdo transportados para o apoplasto, onde eles interagem com 0s receptores
PEPRs da superficie celular e desencadeiam respostas imunes. Esses peptideos
induzem a expressdo de genes PDF1, PR1 e PROPEP durante a interacdo com
PEPRs (Huffaker & Ryan 2007). E possivel que os peptideos SIPep derivados da
proteina precursora PROPEP1, atuem como amplificadores de ambas as vias JA/ET
e AS. Eles podem desempenhar um papel na sinalizacdo sistémica em tomate, tanto
para amplificar a sinalizacdo de defesa, quanto manter os niveis de JA e AS durante a

sinalizacdo de defesa local e sistémica contra patdgenos.

2.3 Trichoderma spp.

Trichoderma € um género pertencente aos fungos ascomicetos, apresenta
reproducdo assexuada por meio da producgéo e germinacéo de conidios. Em algumas
especies de Trichoderma a fase sexuada teleomdrfica (Hypocrea spp.) tem sido

identificada, porém a denominacdo da fase anamorfica Trichoderma spp. é a
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nomenclatura mais utilizada (Harman et al., 2004). Algumas linhagens de
Trichoderma spp. colonizam os espacos intercelulares da epiderme da raiz (Samolski
et al., 2012). Tem sido demonstrado que a sacarose derivada das plantas é importante
fontes nutricionais para os processos de infeccdo e colonizacao por Trichoderma spp.
nas raizes (Vargas et al., 2009). A colonizacdo envolve a capacidade de reconhecer e
aderir as raizes, penetrar nas plantas e resistir aos metabolitos toxicos produzidos em
resposta a invasdo (Hermosa et al., 2012). Para Trichoderma spp., a aderéncia na
superficie da raiz pode ser mediada por hidrofobinas, que sdo pequenas proteinas
hidrofobicas da camada mais externa da parede celular que reveste a superficie da
célula do fungo e proteinas expansinas relacionadas ao desenvolvimento da parede
celular (Nawrocka & Matolepsza 2013).

De modo geral, os agentes de biocontrole promovem efeitos positivos nas
plantas que incluem a tolerancia aos estresses fisioldgicos de sementes e estresses
abioticos. Além disso, podem melhorar a eficiéncia fotossintética, especialmente em
plantas expostas a varios estresses. Finalmente os fungos utilizados como agentes de
biocontrole também podem aumentar a eficiéncia do uso de nitrogénio em plantas
(Shoresh et al., 2010). Trichoderma spp. sdo agentes de biocontrole eficazes para
inimeros patdgenos foliares e radiculares, sdo reconhecidos quanto a capacidade de
proteger as plantas contra doencas e estresses ambientais, e melhorar o crescimento e
desenvolvimento das culturas (Harman et al., 2004; Hermosa et al., 2012). A
promogéo de crescimento em plantas € bastante conhecida e pode ocorrer tanto em
sistemas axénicos como sob condi¢cbes naturais de campo. EXxistem varios
mecanismos pelos quais Trichoderma spp. atuam na protecdo das plantas contra a
infeccdo por patdgenos. Um dos mecanismos envolve o micoparasitismo podendo se

posicionar como antagonista dependendo do tipo do patdgeno no solo. Nesses casos
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envolve a combinacdo de enzimas hidroliticas e a producdo de antibidticos que é
desencadeado durante as interagfes entre micoparasita-hospedeiro. Esse contato é
mediado por lectinas e proteinas que carregam modulos de ligacdo de celulose nas
hifas do hospedeiro e do fungo micoparasita, respectivamente (Hermosa et al., 2012).
Alguns isolados de Trichoderma spp. sdo competentes para colonizar e crescer na
rizosfera das plantas, tendo efeito direto sobre elas, isso inclui o aumento de
crescimento, melhor absorcdo de nutrientes e inducdo de resisténcia contra doencas
(Shoresh et al., 2010).

A simbiose entre planta e Trichoderma spp. é regulada para garantir
beneficios para ambos, o que inclui basicamente protecdo e disponibilidade de
nutrientes oferecidos a planta e, obtencdo de compostos organicos e um nicho
adequado para o desenvolvimento flngico (Martinez-Medina et al., 2013). O ponto
mais critico para o estabelecimento da interacdo simbiotica entre Trichoderma spp. e
as plantas consiste na colonizacdo radicular e infecgdes nas camadas das células
corticais da raiz (Harman et al., 2004). Por fim, as interacdes de simbiose séo
reguladas, e as respostas variam de acordo com caracteristicas da planta ou cultivares
e do tipo de isolado das Trichoderma spp. que coloniza a planta (Tucci et al., 2010;
Brotan et al., 2013). A capacidade do fungo em promover o crescimento equilibrado
nas plantas depende de uma boa regulacdo dos horménios e compostos semelhantes
aos mesmos na rizosfera. Entretanto, outros fatores como o gendtipo, o estado
fisioldgico das plantas, ou, as condic¢Bes das culturas (hidroponia vs. solo ou altos vs.
baixos teores de fertilizantes) estdo envolvidos no processo (Tucci et al., 2010).
Devido a ampla gama de efetoressMAMPs produzidos por Trichoderma spp.
(Hermosa et al., 2012; Nawrocka & Malolepsza 2013) é provavel que ele seja capaz

de ativar a sinalizacdo de defesa uma vez que, estabeleca interacdes benéficas
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“duradouras” com a planta. Isto ¢ possivel por causa da secrecdo de efetores, que

suprimem as respostas de defesa do hospedeiro favorecendo a simbiose.

2.4 Trichoderma spp. e a sinalizacao de defesa

Trichoderma spp. também estimula os mecanismos de defesa das plantas.
Lorito et al. (2010) prop6s um modelo de interacdo planta-Trichoderma spp.
sobrepondo as fases previstas no modelo “zig-zag” de Jones & Dangl (2006). O
fungo pode interferir nas respostas de defesa da planta para aumentar a imunidade ou
a MTI, bem como reduzir a suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS),
aumentando a ETI. Linhagens efetivas de Trichoderma spp. sdo capazes de induzir
uma defesa basal mais robusta produzindo uma variedade de MAMPs, como as
xilases, celulases, endopoligalacturonase, metabdlitos secundarios, e enzimas com
atividade direta antimicrobianas (Lorito et al., 2010; Hermosa et al., 2012; Nawrocka
& Malolepsza 2013). Além disso, algumas linhagens sdo capazes de neutralizar
efetores de patdgenos que interferem com a MTI, por exemplo, inibindo fatores de
patogenicidade ou controlando a dispersdo e nutricdo dos patdgenos. Isso reduz a
ETS e inibe a supressdo da resisténcia. Finalmente, Trichoderma spp. também pode
melhorar a ETI, causando uma resposta mais rapida como o priming, ou ativa-lo,
liberando compostos que, como acontece com algumas moléculas dos patdgenos, sao
especificamente reconhecidos (Avr-R) por receptores da planta e eliciando os
mecanismos de defesa (Lorito et al., 2010).

A resposta de defesa induzida por Trichoderma spp. € tipica da ISR, similar
induzida por rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (RPCPs), ou de
SAR, que € induzida por patdgenos, na qual é muito debatido (Mathys et al., 2012;

Hermosa et al., 2012). Por exemplo, Trichoderma spp. podem liberar compostos que
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induzem a SAR tanto quanto eliciam a ISR (Korolev et al., 2008). Atualmente as
duas resisténcias, eliciadas por Trichoderma spp. tém sido investigada pelo
mecanismo conhecido como priming (Conrath, 2011). A forte correlacdo entre SAR
e 0 priming sugere que este € decisivo no mecanismo da SAR em plantas. Para este
fendmeno, a resisténcia induzida envolve o acimulo das PR1 e de compostos que
induzem a resisténcia contra patégenos. Quando ndo ha o acimulo das PR1 e de
alguns compostos que reduzem as infec¢bes subsequentes ocorre o priming (Conrath
et al., 2002). ISR, SAR, ou ambos podem ser ativados dependendo do tempo de
interacdo e da quantidade de indculo aplicada de Trichoderma. E provavel que
Trichoderma spp. estabelecam a simbiose durante o periodo em que a defesa da
planta é baixa, e que pode ocorrer por secrecdo de efetoressMAMPSs do fungo.

As respostas das plantas desencadeadas por MAMPs sdo eliciadas de forma
rapida e transitéria (Mathys et al., 2012). As respostas iniciais envolvem o fluxo de
fons através da membrana plasmatica, através do influxo transitério de Ca* e H* bem
como o efluxo K* e CI". O desequilibrio e a modulagio da atividade dos canais de
ions resultam em répidas mudancas no potencial ibnico da membrana plasmatica,
sugerindo que as despolarizagdes bem como sinais elétricos locais e distais se
espalhnem na planta podendo desempenhar um papel significativo na inducdo da
imunidade sisttmica. Durante a despolarizagéo, a geracdo de ROS e as alteragdes de
pH sdo observadas nas celulas vegetais e, posteriormente, a deposicédo de calose e a
sintese de compostos antimicrobianos (Nawrocka & Matolepsza 2013).

O equilibrio entre defesa e crescimento pela interacdo entre planta e
Trichoderma spp. resulta das relacGes entre as vias de transducdo da sinalizacdo de
AS, JA, ET, IAA e vias de respostas de outros hormdnios (Acido giberélico [GA] e

ABA). A comunicacéo entre AS, JA e ET, desempenham um papel central na defesa,
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e as vias de respostas de outros horménios, como ABA, IAA e GA estdo envolvidos
no crescimento e desenvolvimento, principalmente quando interagem com a
sinalizacdo do JA (Hermosa et al., 2012; Brotman et al., 2013; Hermosa et al., 2013).

Trichoderma  spp. reduzem a disponibilidade de ACC (1-
AMINOCYCLOPROPANE-1-CABOXYLIC ACID) pela atividade da ACCD
(DEAMINASE) necessaria para a biossintese do ET. A reducdo do ET, promove o
crescimento da planta e suprime a defesa via sinalizacdo da GA, aumentando a
degradacédo das proteinas DELLA, que sdo proteinas repressores de sinalizacdo de
GA (Hermosa et al., 2012; Brotman et al., 2013). No entanto a degradacdo da
proteina DELLA bloqueia a defesa através da repressdo da atividade transcricional
de MYC2 pela ligacdo das proteinas JAZ. Por outro lado, GA pode controlar o
aparecimento de respostas de defesa dependente de AS-JA pela regulacdo da
degradacéo da proteina DELLA (Hermosa et al., 2012).

Por outro lado, Trichoderma spp. produz IAA e estimula a biossintese do ET
via ACC nas plantas, podendo contribuir para o crescimento das plantas e
desenvolvimento das raizes laterais. A producdo de ET desencadeia o aumento na
biossintese de ABA, juntamente com a reducdo dos niveis de GA, reduzindo da
degradacdo da proteina DELLA, assim ocorre & degradacdo da proteina JAZ
facilitando a atividade transcricional de MYC2, isso contribui rapidamente para
ativar as via de sinalizacdo de JA. A producdo de IAA também contribui no
antagonismo com as vias de sinalizacdo de AS e para compensar a supressdo de
crescimento por induzir o desenvolvimento de raizes laterais (Hermosa et al., 2013).

Recentemente foi demonstrado que a ISR por T. harzianum em tomate contra
B. cinerea € baseada principalmente nas respostas de defesa dependente das vias de

sinalizacdo de JA, ABA e SA em tomate (Martinez-Medina et al., 2013).
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Abordagens usadas para estudar alteracfes a niveis transcricionais associados a ISR
por Trichoderma spp. sugerem que as principais vias de sinalizacdo JA e AS estédo
envolvidas para ISR contra B. cinerea (Mathys et al., 2012). Ja a sinalizacdo por
JA/ET foi demonstrada essencial na resisténcia basal contra Plasmospora viticola,
um oomiceto biotrofico que causa 0 mildio em videira (Perazzolli et al., 2012).
Outros estudos mostram que Trichoderma spp. desencadeiam alterages bioquimicas
e moleculares que alteram caracteristicas da SAR, principalmente associados com a

expressao de proteinas PR1, PR2 e PR5 (Mathys et al., 2012; Hermosa et al., 2012).

2.5 Interacdo tomate-A. alternata

A infeccéo nas folhas por A. alternata ocorrem através da camada cuticular,
que consiste na combinacdo de cutina e ceras, compreende a primeira fase a ser
superada para penetracdo direta do patdgeno. Os esporos na superficie do hospedeiro,
em condicOes favoraveis, produzem um ou mais tubos germinativos. Em seguida, 0s
tubos germinativos penetram nos estdbmatos, cuticula ou feridas com ou sem a
formacdo de pequenos apressorios (Thomma, 2003). As plantas tém uma ampla
variedade de defesas quimicas e fisicas contra infec¢bes de patdgenos tais como as
causadas por A. alternata. As células das plantas desenvolveram defesas estruturais
pré-invasivas, incluindo uma camada de cuticula e varias modificacdes da parede
celular e da compactagdo da matriz extracelular, os quais s@o cruciais para a
obstrucdo dos agentes patogénicos (Huckelhoven, 2007). As plantas respondem
normalmente ao ataque de Alternaria spp. pela formacéo da parede celular em torno
das hifas invasoras. As ROS sdo depois produzidas para iniciar a reacdo de
hipersensibilidade e reforcar a parede celular, bem como a inducdo de um grupo de

PRs e fitolexinas para lutar contra a progressdo do patégeno (Thomma, 2003; Prasad
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& Upadhyay, 2010). Apesar da regulacdo de uma série de genes de defesa em
resposta as Alternaria spp., 0s patdgenos geralmente estabelece o tipo e eficiéncia da
resposta de defesa ativadas nas plantas e as diferentes vias de defesa que estdo
envolvidas na interacdo entre planta-Alternaria sp.

As vias de sinalizacdo hormonal sdo desencadeadas por patdgenos a fim de
perturbarem e evitarem a resposta de defesa da planta. As infeccdes de plantas de
tomate por A. alternata inicia uma cascata de eventos de sinalizacdo que envolve a
sintese e subsequente ativacdo das vias do ET, JA e AS. Recentemente, Zhang et al.
(2011) sugeriram que a biossintese e sinalizacdo do JA promovem a PCD induzido
pela toxina AAL em plantas de tomate. No estudo com mutantes spr2
(SUPPRESSOR OF [PRO] SYSTEMIN-MEDIATED RESPONSES 2), uma mutagdo
que reduz acidos graxos triendicos, foi possivel verificar que a via deficiente na
sintese de JA diminuiu a extensdo do dano tecidual. No entanto, plantas transgénicas
35:: prosys superexpressando niveis endogenos do JA e ap0s aplicacdo exdgena do
JA aumentou a sensibilidade em resposta para toxina AAL. Apos aplicacdo exdgena
de metil jasmonato (MeJA) nas plantas defl restaurou os sintomas da doenca pelo
patégeno e induziu sintomas mais severos nas plantas controle (Jia et al., 2013).
Sendo assim, JA tem um efeito sobre a suscetibilidade em tomate para A. alternata e
0 patdégeno utiliza a via de sinalizacdo JA para a infeccdo bem sucedida (Egusa et al.,
2009). Jia et al. (2013) também observaram o envolvimento do JA na promogéo de
suscetibilidade a infeccdo por A. alternata em tomate. E propds que as respostas do
ET e a sinalizacdo de JA dependente de JAI1 aumentam a suscetibilidade, enquanto a
sinalizacdo do AS promove a resisténcia da planta de tomate em resposta a A.

alternata.
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Enquanto isso a via do AS promove a resisténcia contra A. alternata e
antagoniza com a sinalizacdo de ET durante a infeccdo. Atuacdo do AS foi
demonstrada em mutantes NahG (codifica uma hidroxilase bacteriana que degrada
AS), no qual exibiram um aumento na expressdo de genes da biossintese e
sinalizacdo do ET, indicando que AS diminui a biossintese do ET aumentando a
resisténcia em resposta a A. alternata. Plantas NahG pré-tratadas com tiossulfato de
prata (STS), um inibidor da acdo do ET, atenuou significativamente o
desenvolvimento dos sintomas da doenca, e apoOs aplicacdo exdgena de AS em
plantas mutantes superexpressando ET (epi) ndo influenciou no desenvolvimento dos
sintomas, indicando que o ET pode ser efetivo na resposta de defesa induzido por AS
durante a infeccdo por A. alternata (Jia et al., 2013).

Uma vez que a producdo do ET seja induzida pelo patégeno ou pela toxina
AAL, promove a PCD. Subsequentemente, o patdgeno necrotréfico extrai 0s
nutrientes a partir de células mortas do hospedeiro produzindo mais toxina AAL, que
por sua vez aumenta a morte celular (Mase et al., 2012; Jia et al., 2013). Outro
estudo indicou que a via dependente do ET também esta envolvida na sinalizacdo da
PCD desencadeada por A. alternata (Zhang et al., 2011). Sendo assim, a via de JA e
ET atuam sinergicamente para promover a susceptibilidade em plantas de tomate
infectadas por A. alternata. Dessa forma, foi demonstrado que a aplicacdo exdgena
do ET na forma de ACC (1-AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLIC ACID) nas
plantas mutantes insensiveis (jail) restabeleceu o desenvolvimento dos sintomas
apos aplicacdo da toxina AAL (Zhang et al., 2011). O mesmo ocorreu com mutantes
de tomate never ripe (nr), que tem a percep¢do do ET debilitada, o qual mostrou
menos sintomas de PCD ap0s a aplicacdo da toxina AAL. No entanto, comparando o

tratamento com a AAL toxina e aplicacdo exogena de JA em plantas nr nao foi
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verificado alteracdo da PCD induzido pela toxina AAL sugerindo que o receptor do
ET, ETR3 (NR), pode ser importante no processo de PCD (Zhang et al., 2011).
Finalmente, a vias do AS promove a resisténcia em tomate pelo antagonismo com a
sinalizacdo do ET em reposta a A. alternata. O efeito do JA e SA depende da acao do
ET, o principal modulador da suscetibilidade do tomate em resposta a A. alternata

(Jiaetal., 2013).

2.6 Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

O VIGS tem sido usado com sucesso para silenciar genes envolvidos em
estudos de inducdo de resisténcia em dicotileddneas especialmente em tomate. Nesse
método sequéncias de cDNA sdo clonadas dentro de um genoma viral. O vetor é
introduzido dentro da Agrobacterium tumefaciens e transferido para dentro das
plantas por infiltracdo a vacuo ou com auxilio de uma seringa. O virus propaga-se
sistematicamente a partir do local da inoculacéo para as partes superiores da planta, e
durante esse processo a expressdo do gene enddgeno da planta é suprimida (Liu et
al., 2002; Unver & Budak, 2009).

Uma vez que o virus infecta a planta hospedeira, mecanismos de defesa do
hospedeiro, como o silenciamento génico pos-transcricional (PTGS), é ativado para
suprimir o virus (Tian et al., 2014). No processo, uma complexa enzima DICER
desempenha um papel fundamental. A DICER tem dois sitios cataliticos de
Ribonuclease 111 (RNAse I11) que clivam o RNA dupla fita (dsSRNA) em dois locais
que estdo separadas por cerca de 21 a 26 nucleotideos (Galun, 2005). O dsRNA é
normalmente usado para a replicacdo da maioria do virus de plantas. Estes
fragmentos resultantes, sdo denominados short interfering RNAs (siRNAS), que sdo

incorporados no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), no qual ird
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degradar qualquer transcritos endogenos que apresentem homologia com a sequéncia
de siRNA (Unver & Budak, 2009). O RISC é ligado a uma sequéncia especifica de
um mRNA, e 0 mMRNA ¢ clivado ou sua traducdo é suprimida (Galun, 2005). Isto
pode ser obtido pela introducdo de uma pequena molécula de RNA complementar
(sSiRNA) em uma orientacdo senso ou anti-senso, ou pela introducdo de um RNA fita
dupla (dsRNA) mediada por A. tumefaciens ou por bombardeamento de particulas.
As abordagens de silenciamento de genes sdo usadas para determinar a funcdo de
genes especificos, portanto, esta € uma ferramenta importante na gendmica
funcional.

Diferentes vetores tem sido utilizado em VIGS e um dos mais usados é
baseado no TRV (Virus Pedicular do Tabaco). O TRV € um virus bipartido e, tal
que, duas estirpes diferentes de A. tumefaciens sdo usadas para VIGS. O primeiro
plasmideo (pTRV1) contém as sequéncias que codificam para a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), responsavel pela replicacdo; a proteina ligada ao
movimento viral (MP) e a proteina 1b ou 16K, que parece atuar como um supressor
fraco do silenciamento (Valentine et al., 2004). Este plasmideo ndo é manipulado,
sendo apenas inserido e multiplicado em bactérias. O pTRV2b-GFP codifica para a
proteina responsavel pela produgédo do capsideo (CP) e para a proteina 2b ligada ao
movimento para raiz, além de conter o sitio multiplo de clonagem. Esta ultima regido
possui os sitios de restricdo das enzimas Hpal e EcoRl, entre os quais se localiza o
GFP, que deve ser removida do plasmideo para inser¢do das sequéncias que seréo
silenciadas quando infiltradas na planta. Para que esta insercdo seja possivel, estes

sitios também estdo presentes nos insertos (Trivilin, 2012).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo das plantas de tomate

Os experimentos foram conduzidos com sementes de tomate cv. Micro-Tom,
gentilmente cedidas por Lazaro Eustaquio Pereira Peres, ESALQ-USP. A assepsia
das sementes foi realizada, por esterilizacdo em 2% de hipoclorito de sédio por 20
minutos e lavagem com agua destilada esterilizada. As plantas foram cultivadas em
camaras de crescimento com temperatura de 23°C + 2°C, fotoperiodo de 16 horas
luz, em copos plasticos (200 mL), contendo substrato comercial da Garden PLUS

autoclavado e vermiculita (1:1).

3.2 Isolados e preparacgdo do inoculo

A producdo do indculo dos isolados de T. harzianum Thl, Th2, Th3, Th4 e
Th32 (cedidos pela empresa ICB-Bioagritec) foram preparados usando placas de
Petri contendo 20 mL de meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) compostos
por 300 mL™ de extrato de batata; 20 g L™ sacarose e 16 g L™ de 4gar acrescido de
100 mg L™ do antibiético ampicilina (Vetnil). Para obter a esporulagdo as placas
foram mantidas a 28°C, no escuro por sete dias. Os esporos foram coletados por
lavagem das placas com agua destilada esterilizada e ajustada para uma suspensao de

esporos com concentracdo final de 2,0 x 10" mL™. A quantificacdo da suspensédo de
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esporos foi realizada com a utilizacdo de camara de Neubauer em microscépio de luz
da marca Olympus (modelo BX 41 TF), com aumento de 400 vezes.

O patdgeno utilizado para os testes de IR pertence a espécie A. alternata e faz
parte da colecdo de microrganismos do Laboratorio de Fitopatologia Molecular da
UFRGS. O patogeno foi isolado a partir de frutos de tomate com sintomas de mancha
escura. O meétodo para inducdo da esporulacdo de A. alternata foi desenvolvido a
partir do método ja validado para espéecie A. solani descrito por Rodrigues et al.
(2010). A. alternata foi cultivado em meio de cultura BDA, acrescido de 100 mg L™
de ampicilina (Vetnil) a 28°C. Ap0ds sete dias de cultivo, dois blocos de meio BDA (1
cm x 1 cm) contendo estruturas do patdégeno foram coletados e transferidos para um
frasco de erlenmeyer de vidro contendo 150 mL de meio de cultura V8 liquido
composto por 100 mL L™ de suco de vegetais V8 (Campbell), e 100 mg L™ de
ampicilina (Vetnil). Os cultivos foram incubados durante sete dias no escuro sob
agitacdo orbital (Shaker) a 110 rpm, a 26 + 2°C. Apo0s este periodo, a biomassa
micelial foi filtrada com camada dupla de gaze, com auxilio de uma espétula, fez-se
pressdo sobre a mesma para a retirada de todo o excesso do liquido. Em seguida a
biomassa micelial foi colocada em placas de petri, e com auxilio de bisturi
previamente esterilizado, a biomassa micelial foi triturada. Posteriormente, com uma
espatula fragmentos de micelio foi transferida para placas de petri contendo 20 mL
de meio de cultura BDA. As placas foram mantidas abertas sob um conjunto de
quatro lampadas de luz negra (LIGHT EXPRESS, 40 w, tubular, 60 cm) distante 5 cm
em si e em 30 cm das placas. As placas foram mantidas em fotoperiodo de 12 horas,
a 25 £ 2°C, durante 60 horas. Os esporos foram coletados por lavagem das placas
com agua estéril e a suspensdo de esporos ajustado em uma concentracdo de 1,0 x

10° mL™
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3.3 Tratamentos e inoculacao

Plantas de tomate cv. Micro-Tom com 15 dias de idade foram tratadas com
cada um dos isolados de T. harzianum. Para o ensaio de IR aplicou-se 100 pL da
suspenséo de esporos com concentragdo final de 2,0 x 10’ mL™ diretamente sobre as
raizes em cada copo. Quinze dias ap0s os tratamentos, as plantas contendo T.
harzianum foram inoculadas com um isolado de A. alternata. A inoculacdo do
patdgeno foi feita por aspersdo da suspensao de esporos com concentracdo de 1,0 X
10° esporos mL™ sobre ambas as superficies foliares. Um dos tratamentos consistiu
no cultivo com plantas ndo tratadas com os isolados de T. harzianum. O tratamento
controle consistiu no cultivo com plantas ndo tratadas com os isolados de T.
harzianum na auséncia de A. alternata. Para as inoculacfes, foram aplicados 30 ml
da suspensdo de esporos por bandeja contendo 24 plantas, utilizando-se um frasco de
vidro acoplado em um mini-compressor de ar automatico (Marca Web kits- Modelo
AS176). As plantas foram acondicionadas em caixas plasticas transparentes vedadas
e para alcancar as condices ideais de alta umidade foi necessario o uso de
umidificadores caseiros (Marca G-life-2 L). As plantas foram mantidas em camara
de crescimento a 25 + 2°C e fotoperiodo de 14 horas de luz. Cada planta inoculada
foi avaliada quanto a severidade da doenca 96 horas apos a inoculacéo (hpi), na qual
foram analisados os foliolos das folhas (2%, 3% e 4° folhas). Para estas avaliagGes, foi
empregada a escala de notas adaptadas por Zhao et al. 2012 (Tabela 1). O indice de
doenca foi calculado de acordo com a seguinte formula:

indice de doenca (%) = [(3. notas de severidade da doenca x nimero de
foliolos infectados com as notas da area foliar infectada) / total de foliolos inoculados

X total de notas de severidade (5)] x 100.
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O efeito da IR por diferentes isolados de T. harzianum foi realizado no
minimo dois experimentos independentes em tempos diferentes, sendo cada
repeticdo constituida por 16 plantas.

Para extracdo do RNA e consequentemente a analise de expressdo dos genes
de tomate por RT-qPCR (Reacdo da transcricdo reversa seguida da PCR quantitativa)
foi utilizada folhas das plantas do tratamento com o isolado T. harzianum que obteve
o melhor efeito na IR contra A. alternata entre os cinco isolados de T. harzianum

utilizados.

TABELA 1. Escala diagramatica de severidade (% da area foliar afetada) para
avaliagdo da mancha foliar causada por A. alternata em tomate.
UFRGS, Porto Alegre, 2013.

Nota Sintomatologia
0 Auséncia de sintomas
1 Manchas menores que 1% de area foliar lesionada
2 Pequenas lesbes necrdticas com coloragdo marrom-escuras, 1 a 5%

de area foliar lesionada

3 Lesdes necroticas coalescentes, 5 a 10% de area foliar lesionada

4 Lesdes necroticas por coalescentes, 10 a 20% de area foliar
lesionada

5 >20% de area foliar lesionada; e/ou com folhas ressecadas ou em

senescéncia

No tratamento com os hormonios, 12 plantas da cv. Micro-Tom com 30 dias
de idade foram submetidas aos tratamentos com 100 uM de MeJA (Yu et al., 2009)
ou com o regulador de crescimento vegetal Ethrel® (24% do principio ativo Etefon

ou 7 mM de ET) (Sivasankar et al., 2000) através da exposi¢do do sistema radicular
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com as solugdes 24 horas antes da inoculagédo (hai) por A. alternata. Os sintomas da
doenca causada por A. alternata foram avaliadas 96 hpi. Para estas avaliagdes, foi
empregada a escala de sintomas como descrito na tabela 1. O indice de doenca foi

calculado de acordo com a férmula acima descrita.

3.4 Isolamento do RNA total e tratamento com DNase

O RNA total foi extraido usando foliolos de trés plantas de cada interacédo
usando reagente TRIzol® (Ambion) e a extracdo foi procedida conforme as
instrucdes do fabricante. A concentracdo do RNA total foi estimada em gel de
agarose a 0,8% em tampdo TBE 1X [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de
H3BO3; 2 mM de EDTA], sendo utilizado como marcador 500 ng de AHindlll. O gel
permaneceu em contato com uma solucdo tampdo TBE 1X com 0,5 mg mL™ de
brometo de etidio por 15 min. Em seguida, o gel foi exposto a luz UV e fotografado
pelo sistema de fotodocumentacdo computadorizado (Loccus Biotecnologia).
Posteriormente, 0 RNA extraido foi submetido a reacdo com a enzima DNase | (RQ1

RNase-Free DNase da Promega) de acordo com o protocolo do fabricante.

3.5 Sintese do cDNA
A reacdo de sintese de cDNA foi composta de aproximadamente 200 ng de
RNA total tratado com DNase I; tampao 1X da GoScript™; 2 mM de MgCly; 0,4

mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Invitrogen); 1,3 uM de oligo (dT)

(5~ TTT TTT TTT TTT TTT T -3°); 6 U de Recombinant RNasin® Ribonuclease
Inhibitor (Promega) e 48 U de GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega),
totalizando um volume de 6 pL que foi submetido as seguintes condi¢fes: 5 min a

25°C, 1 hora a 42°C e 15 min a 70°C.
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3.6 Analise de expressdo génica por RT-gPCR

Para a analise dos genes envolvidos na IR eliciada por T. harzianum contra A.
alternata foi utilizado as folhas das plantas de tomate cv. Micro-Tom. Os genes
selecionados e os oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do cDNA estéo
descritos na Tabela 2. Para as analises de expressdo foram utilizadas plantas
previamente tratadas com T. harzianum e plantas ndo tratadas com T. harzianum
antes e 48 hpi por A. alternata. A RT-gPCR foi realizada utilizando o método SYBR
Green. Desta forma, as reacdes de amplificacdo consistiu de 4 pL de cDNA diluido
40 vezes; tampédo 1X (Invitrogen); 2 mM de MgCl,; 0,1 mM de cada dNTP; 0,2 uM
de cada oligonucleotideo iniciador; 1 puL de SYBR® Green (Invitrogen) diluido
10000 X; 0,2 pL de ROX (Invitrogen); 0,25 U de Platinum® Taq e 3,05 pL de agua
ultrapura para completar o volume de 10 pL. Todas as reacdes em tempo real foram
executadas em um sistema de deteccdo de sequéncia modelo 7300 Applied
Biosystems com as seguintes condicBes de termociclagem: 2 min a 50°C; 10 min a
95°C; 40 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Ao final destes ciclos foi realizada a
etapa de dissociacdo que consistiu de 15 s a 95°C; 1 min a 60°C; 15 sa 95°C; 15s a
60°C.

A expressdo dos genes alvos foi normalizada pelo gene do controle enddgeno
ubiquitina (UBI3) (ACT = Ctavo — Ctubiz) € comparado com a amostra de um dos
tratamentos que foram denominados como os calibradores (AACT = ACTamostra —
ACT calibrador). Para comparar a expressdo dos genes induzidos por T. harzianum,
plantas controle, ou seja, plantas ndo tratadas com T. harzianum, foram utilizados
como padrdo de comparacdo com as plantas tratadas com T. harzianum. Sendo
assim, foi utilizada a funcdo AACT = ACT (plantas tratadas com T. harzianum) —

ACT (plantas controle). Para comparar a expressdao dos genes induzidos por A
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alternata, plantas ndo inoculadas com A. alternata, foram utilizadas como padrdo de
comparacdo com as plantas inoculadas com A. alternata. Consequentemente, foi
utilizada a funcdo AACT = ACT (plantas inoculadas com A. alternata) — ACT

(plantas controle).

TABELA 2. Representacdo das sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na
andlise de expressdo génica. UFRGS, Porto Alegre, 2013.

No. Acesso
GenBank Gene Nome Sequéncias
DQ409173 Ethylene signaling EIN2-F 5’-GCCCCATTCTCCGACGAGCC-3’
Protein 2 EIN2-R 5’-CTGCAGTGCCCGTTCGTCCC-3’
AY192367 Ethylene response ERF1-F 5’-ACAGTGGCTCCAGCGGCTTTG-3’
factor 1 ERF1-R 5’-AGCGAGTGCGGCTTCCTCAG-3’
AY192369 Ethylene response ERF3-F 5’-ACAGTGGCTCCAGCGGCTTTG-3’
factor 3 ERF3-R 5’-AGCCTGCAACAGACACCGGC-3’
u47279 Ethylene receptor 1 ETR1-F 5’-TGCTGGCACTGGACTTGGCC-3’
ETR1-R 5’>-TTTGCAGGCAATCCGGCCGT-3’
AY261512 Mitogen activated MPK1-F 5’-GCGCCACTACAGGGGAGCAA-3’
protein kinase 1 MPK1-R 5’-GCAGCTGGGTTTACATGCGGGA-3’
AY640378 Non inducible NIM1-F 5’-CGTCTGCGCCGGATTTCGACT-3’
immunity 1 NIM1-R 5’-GCGAGCACACTGACCACGGC-3’
AK325093 Gene precursor Pepl PROPEP-F  5-TCTTCATCCTCGTCGTCCTC-3”
P P PROPEP-R  5-GCTGGAGGGTCATTTTCGTA-3’
X71592 Pathogenesis PR1-la-F 5’-GGACGATGGTCTAGCAGCCTATG-3’
related protein 1 PR1-1a-R  5-CAGCACCAGCAGCGTTTAGC-3’
AJ277064 Pathogenesis PR5-F 5’-TTGTGGTGGAGTCCTGGATTGC-3’
related protein 5 PR5-R 5’-TTGTGGTGGAGTCCTGGATTGC-3’
U37840 . LOXD-F 5’-GGCTTGCTTTACTCCTGGTC-3”
Lipoxygenase > >
LOXD-R 5’-ACACAACTTGATGCCCACAT-3
X58253 Gene ubiquitin UBI3-F 5’-TGCAGATCTTCGTGAAAACC-3’
g UBI3-R 5’-AGCGAGCTTAACCTTCTTCT-3’
KJ008684 Beta tubulin B-TUB-F  5-AGAGAGCCTCGTTGTCAATGCAGA-3’

B-TUB-R 5’-ACGCTTCTCATCTCCAAGATCCGT-3’

A fim de verificar alteracdes na expressdo de genes relacionadas a defesa durante a
IR por T. harzianum em resposta a infeccdo por A. alternata em tomate, plantas
inoculadas com A. alternata ndo tratadas com T. harzianum, foram utilizadas como

padrdo de comparacdo com as plantas tratadas com T. harzianum depois de
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inoculadas com A. alternata. Sendo assim, foi utilizada a funcdo AACT = ACT
(plantas tratadas com T. harzianum e inoculadas com A. alternata) — ACT (plantas
inoculadas com A. alternata). Finalmente, a expressdo foi calculado utilizando o
Microsoft® Excel e a abundancia de transcritos de cada gene foi determinada por

-AACt
2

meio da férmula: (Livak & Schmittgen, 2001). Esse teste foi realizado com

base em uma Unica repeticéo.

3.7 Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

Para o VIGS por TRV foram utilizadas plantas de tomate com 7-8 dias apds
emergéncia. A agroinfiltracdo foi realizada na superficie abaxial das folhas
cotiledonares antes do aparecimento das folhas verdadeiras. Um fragmento de cDNA
de 251 pb do gene ERF1 de tomate foi clonados no sitio de restricdo Hpal e EcoRI
do vetor pTRV2b (Trivilin, 2012). Para cada experimento, as plantas de tomate
foram agroinfiltrada simultaneamente com coldnias de A tumefaciens (GV3101),
transformadas com TRV1 e TRV2-GFP ou com TRV1 e TRV2b-ERF1. A partir das
colbnias recombinantes cultivadas em meio LB (Luria-Bertani) sélido, acrescido de
50 pug mL? de rifampicina e 100 ug mL™ de canamicina. A infiltracdo da A.
tumefaciens contendo o vetor viral, foi conduzida de acordo com o método descrito
por Liu et al., (2002). Para tanto, as colbnias de A. tumefaciens, transformadas com
TRV1, TRV2b-GFP e TRV2b-ERF1 foram separadamente transferidas para 3 mL de
LB liquido contendo 50 pg mL™ de rifampicina e 100 pg mL™ de canamicina. A
canamicina foi utilizada como agente seletivo para TRV2b enquanto a rifampicina
foi seletivo para A. tumefaciens. Apds o cultivo das coldnias a 28°C por 16-18 horas
sob rotacdo de 200 rpm, 400 uL de cada cultura bacteriana foi adicionada em 20 mL

de LB liquido contendo a mesma concentracdo dos antibioticos, 10 mM de MES (2-
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[N-MORPHOLINO] ETHANESULFONIC ACID) e 20 uM de acetoseringona. As
culturas foram novamente submetidas as condi¢fes mencionadas anteriormente por
18 horas. Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro em densidade
Otica (D.0.) de 600 nm das diferentes culturas bacterianas, as quais foram entéo
transferidas para tubos e centrifugadas por 10 min a 5000 x g. Apds a precipitacdo
das células as mesmas foram ressuspendidas em uma solucéo de infiltracdo composta
de 10 mM de MgCl,; 10 mM de MES e 200 uM de acetoseringona, sendo a
densidade optica das culturas ajustada para ODggonm = 2,0. As células ressuspendidas
foram mantidas por 3 horas a temperatura ambiente. Antes da infiltracdo, foi
realizada a mistura na proporcdo 1:1 (v:v) das culturas TRV1 e TRV2b-GFP ou
TRV1 e TRV2b-ERF1. A infiltracdo da A. tumefaciens contendo o vetor viral foi
denominada de agroinfiltracdo. As plantas agroinfiltradas foram mantidas em camara
de crescimento a 23 £2 °C sob fotoperiodo de 14 horas. Cerca de 6 plantas foram

agroinfiltradas com TRV2b-GFP ou TRV-ERFL.

3.8 Extracdo do DNA e quantificacédo do patdégeno por gPCR

Para analise de PCR quantitativo (gPCR) foram utilizadas plantas
previamente tratadas com T. harzianum e inoculadas com A. alternata e plantas nédo
tratadas e inoculadas com A. alternata. Na técnica de deteccdo da qPCR foram
utilizados os oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene constitutivo [3-
tubulina para A. alternata. Para amplificar sequéncias gendmicas de tomate, foi
utilizado o gene que codifica proteina-ubiquitina (Tabela 2). Posteriormente, foi
realizada uma serie de dilui¢fes de 5 vezes do DNA gendmico de esporos puros de
A. alternata e do DNA total das folhas de tomate para realizar uma curva padrdo, a

fim de verificar a eficiéncia de amplificacdo da reacdo.
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Para a quantificacdo do patdgeno por gPCR, cada planta foi avaliada
individualmente, sendo coletados dois foliolos da terceira ou quarta folha de tomate.
Foram coletadas foliolos de 5 plantas apds 96 hpi com A. alternata nas plantas
previamente tratadas com Thl. Da mesma forma, foi coletado foliolos de 5 plantas
ndo tratadas com Thl inoculadas com A. alternata, totalizando 10 foliolos infectados
por A. alternata em cada tratamento.

O DNA total foi extraido de folhas contendo sintomas e sinais do patogeno.
Primeiramente, os tecidos foram triturados na presenca do nitrogénio liquido. Uma
aliquota de aproximadamente 100 mg de cada amostra foi utilizada para o isolamento
do DNA. Em seguida, as 100 mg de tecido vegetal contendo material fingico em um
tubo de microcentrifuga de 1,5 mL foi agitado com auxilio de um disruptor por duas
vezes durante 5 min em temperatura ambiente na presenga de 450 puL do tampao de
extracdo [(2% CTAB, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 15 M NaCl, 2%
polivinilpirrolidona (PVP)-40, 0,20 mM acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
pH 8,0, 1% B-mercaptoetanol)] e esferas de vidro (0,5 mm de didmetro). Entre as
duas etapas no disruptor a amostra foi mantida por 5 min no gelo, para favorecer o
rompimento celular do material fungico. Apos, a amostra foi incubada a 65°C por 30
min. Em seguida, 70 uL de cloroférmio foram adicionados, e as amostras foram
mantidas por 5 min no gelo e centrifugado a 8,000 x g por 20 min a 4°C. A fase
aquosa foi recuperada e transferida para um novo tubo de microcentrifuga, logo foi
adicionada 30 pL de cloreto de litio (LiCl) 8 M e mantidos por uma noite a 4°C. No
dia seguinte o material foi homogeneizado e centrifugado a 8,000 x g por 10 min a
4°C. A fase aquosa foi recuperada contendo DNA e o precipitado contendo RNA foi
descartado. A fase aquosa foi precipitada com de etanol absoluto 96% (2 vezes o

volume). Em seguida o material foi mantido por 30 min a -20°C e centrifugado por
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10 min a 8,000 x g. Finalmente 0 DNA precipitado foi lavado com Etanol 70%,
centrifugado por 10 min a 8,000 x g para depois ser ressuspendidas em 30 uL em
agua Milli-Q autoclavada. O material extraido foi armazenado a -20°C.

A gPCR foi realizada em um volume final de 10 pL. Desta forma, as reacdes
de amplificacdo consistiram de 2 L de DNA total; tampéo 1X (Invitrogen); 2 mM
de MgCl,; 0,1 mM de cada dNTP; 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador; 1 puL
de SYBR® Green (Invitrogen) diluido 10000 X; 0,2 pL de ROX (Invitrogen); 0,25 U
de Platinum® Taq e 3,05 pL de 4gua ultrapura para completar o volume final. Todas
as reacdes em tempo real foram executadas em um sistema de deteccdo de sequéncia
modelo 7300 Applied Biosystems com as seguintes condi¢cdes de termociclagem: 2
min a 50°C; 10 min a 95°C; 40 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Ao final destes
ciclos foi realizada a etapa de dissociacdo que consistiu de 15 s a 95°C; 1 min a 60°C;
15 s a 95°C; 15 s a 60°C. A quantidade de DNA relativa do fungo em relacdo ao
DNA da planta foi calculado utilizando o Microsoft® Excel e a abundancia de
transcritos de cada gene foi determinada por meio da formula: 2" (Livak &
Schmittgen, 2001). Sendo assim, os valores do limiar (Ct) dos genes alvos foram
normalizados pelo gene do controle endogeno UBI3 da planta (ACT = Ctao — Clypis)
e comparado com uma amostra controle denominada calibrador (AACT = ACTamostra

— ACTaiibrador)- ESSE teste foi realizado com base em uma Unica repeticao.

3.9 Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos a partir do planejamento fatorial
experimental em delineamento inteiramente casualizados. Os dados dos sintomas da
doenca foram determinados pela média das notas da escala de severidade dos

sintomas e os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
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médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade, utilizando o
programa Assistat 7.7 beta (Silva & Azevedo, 2002).

Para analise da expressdo dos genes nas folhas de tomate, os experimentos
foram realizados em triplicatas biolégicas independentes para cada tratamento, e
cada amostra foi processada em triplicata técnica. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
0,05 de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.7 beta (Silva & Azevedo,

2002).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Supressdo dos sintomas causados por Alternaria alternata em tomate
(Solanum lycopersicum) por Trichoderma harzianum

Plantas de tomate cv. Micro-Tom foram tratados aos 15 dias apds emergéncia
com os diferentes isolados de T. harzianum (Thl, Th2, Th3, Th4 e Th32) e 15 dias
apos o tratamento com os isolados de T. harzianum, foram inoculadas com patégeno
foliar A. alternata. A severidade da doenca foi avaliada 96 hpi com A. alternata nas
plantas previamente tratadas com os diferentes isolados de T. harzianum e controle
(Figura 1). As plantas tratadas com os isolados Th2, Th3 e Th32 apresentaram
severidade de 28%, 32% e 30%, respectivamente, e nao diferiram significativamente
da severidade da doenca causada por A. alternata nas plantas controle que foi de
32% (Figura 1). As plantas tratadas com os isolados Thl e Th4 de T. harzianum
apresentaram reducéo significativa da severidade da doenga quando comparadas com
as plantas controle. A reducdo mais significativa dos sintomas foi conferida para os
isolados Thl com percentual de 19% enquanto a reducdo da severidade conferida
para o isolado Th4 foi de 22% (Figura 1). O intervalo de 15 dias entre a aplicacao de
T. harzianum e de A. alternata foi suficiente para suprimir os sintomas causados por

A. alternata em tomate por T. harzianum.
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FIGURA 1. Severidade da mancha de alternaria (%) causada por A. alternata em
tomate cv. Micro-Tom tratadas com diferentes isolados de T.
harzianum (Thl, Th2, Th3, Th4 e Th32) em comparacdo com as
plantas ndo tratadas com os isolados de T. harzianum, plantas controle
(C). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferenciam entre si pelo
teste de tukey (P < 0,05). As colunas representam a média de 16 plantas
e as barras verticais o erro padrdo da méedia. UFRGS, Porto Alegre,
2013.

Considerando que os isolados de T. harzianum e o patégeno estiveram
espacialmente separados na planta pode-se atribuir a reducéo de severidade a indugédo
de resisténcia causada pelo tratamento. Esse fendmeno é causado por respostas
imunes mediadas pela planta conhecido como ISR induzido por Trichoderma (Tucci
et al., 2010; Mathys et al., 2012; Martinez-Medina et al., 2013; Brotan et al., 2013).
Em relagdo a T. harzianum, este fendmeno ja foi observado em outros patossistemas.
Um exemplo € o da aplicacdo de T. harzianum T-39 em videira contra Plasmopara
viticola, um oomiceto biotrofico que causa mildio em videira, onde é observada
resisténcia local e sistémica (Perazzolli et al., 2012). Martinez-Medina et al. (2013)
observaram que a colonizagdo radicular por T. harzianum T-78 e T. harzianum T-22
(Tucci et al., 2011) aumentou a resisténcia em tomate contra o patdégeno necrotrofico

B. cinerea, agente causal do mofo cinzento. Outros exemplos foram observados com

aplicacdo de T. harzianum T-32 na protecdo de tomate contra A. solani (Harman et
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al., 2004), do isolado Trichoderma sp. 1B 28/07 na protecdo de tomate contra A.
solani (Fontenelle et al., 2011) e do isolado T. harzianum ETS 323 na protecdo de
Brassica oleracea var. capitata contra Rhizoctonia solani (Shibu et al., 2013).

As condicdes de alta umidade durante o experimento favoreceu a infeccdo e
simultaneamente afetou a ocorréncia da IR por Thl contra A. alternata. A infec¢éo
nas folhas de tomate por A. alternata levou a formacéo de pequenas lesdes necroéticas
nas primeiras 24 hpi. Nas 96 hpi houve um crescimento lento e expansivo a partir das
lesGes iniciais, neste periodo foi caracterizado por lesdes entre 1% e 30% de
severidade. Plantas tratadas com o isolado Th1l e inoculadas com A. alternata foram
fotografadas 50 dpi (Figura 2). Ap6s a inoculacdo foi verificado que as folhas
senescentes localizadas na base da planta apresentaram maior severidade da doenca
que as folhas mais jovens, resultando em folhas amareladas, secas, encurvadas ou
caidas. No entanto, a razdo para esta suscetibilidade dependente da idade ainda ndo é
clara, embora diversos estudos tentam explica-las. Em muitos casos, durante o
desenvolvimento vegetal a expressdo da resisténcia é geralmente associada com a
maior expressdo de um conjunto de genes e a ativacdo de diferentes vias de
sinalizacdo hormonal (Develey-Riviere & Galiana, 2007). Portanto a resisténcia
sistémica é resultado da modulagdo das vias de sinalizacdo iniciais estabelecida por
Th1 durante as interagdes benéficas com a planta.

O sucesso de A. alternata durante a infeccdo pode, em parte, ser atribuida a
producdo de fitotoxinas. A. alternata produz a toxina AAL especifica ao tomate que
estd associado a patogenicidade (Grogan et al., 2005). O estudo de Eshel et al.
(2002) tambem relaciona a participacdo de enzimas ao desenvolvimento de sintomas
e sugere que exo-glucanase e a endoglucanase estdo envolvidas na patogenicidade de

A. alternata. A insensibilidade do tomate a toxina € determinada por um unico locus
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codominante denominado Asc-1 (ALTERNARIA STEM CANKER RESISTANCE
GENE 1) (Tsuge et al., 2012). Muitos cultivares de tomate em uso comercial possui
0 gene Ascl, que € um gene que confere a resisténcia parcial a A. alternata. A
suscetibilidade a A. alternata esta associada com o alelo mutante Asc-1, alelo que

pode ser encontrado em tomate ou em outras solanaceas (Brandwagt et al., 2001).

Controle A. alternata T. harzianum 1 + A. alternata

Ve

FIGURA 2. Ensaio de efeito do isolado de Thl no controle de A. alternata em
tomateiro, fotografado 50 dias ap6s o desafio com A. alternata.
UFRGS, Porto Alegre, 2013.

Esses resultados sugerem que aplicacdo de Thl nas raizes de tomato cv.
Micro-Tom efetivamente induziu a IR contra A. alternata. Com base nos resultados,
o tratamento com o isolado Thl conferiu maior resisténcia a infeccdo por A.
alternata, caracterizada por uma reducdo significativa no desenvolvimento dos

sintomas, e, portanto as plantas tratadas com Thl foram selecionadas para

quantificacdo do patdgeno e analise da expressao de genes.

4.2 Quantificacédo do patdgeno por gPCR
A fim de confirmar a relacdo entre os sintomas e a infecgdo pelo patégeno, foi
realizado o método de gPCR. Este método tem sido utilizado para quantificar as

estruturas do patégeno durante a infeccdo por A. alternata (Egusa et al., 2009; Jia et
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al., 2013). Frequentemente, nos ensaios de gPCR, a biomassa do patdgeno é medida
e normalizada pelo DNA da planta (WeRling & Panstruga, 2012). Para a
quantificacdo, plantas tratadas com Thl e posteriormente desafiadas com A.
alternata e plantas ndo tratadas com Thl inoculadas com A. alternata foram
selecionadas para monitorar a colonizacdo de A. alternata nos tecidos. Os
oligonucleotideos selecionados para quantificar o patdgeno foram baseados no gene
da B-tub e da planta baseados no gene UBI3 que produziram alta eficiéncia de
amplificacdo com valores de 99,94 a 99,99%, respectivamente, assim foram
utilizados em conjunto no experimento de quantificagdo. A expressdo do gene f-tub
foi detectado em 70% dos foliolos infectados com A. alternata nas plantas ndo
tratadas com Thl e 60% dos foliolos com A. alternata nas plantas previamente
tratadas com Th1l. Sendo assim, foi identificada a presenca do DNA de A. alternata
tanto nas plantas ndo tratadas como nas plantas tratadas com Thl. No entanto, a
quantidade do DNA de A. alternata foi 74 vezes maior nas plantas ndo tratadas por

Th1 (Figura 3).
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FIGURA 3. Quantificacdo de A. alternata nas plantas de Micro-Tom utilizando
gPCR. A expressdo do gene B-tub do patdgeno foi normalizado pelo
gene UBI3 da planta. As colunas indicam o nimero de vezes que o
DNA do patdgeno aumentou em relacéo as plantas tratadas com Thl.
As letras indicam diferenca estatistica entre plantas induzidas e néo
induzidas por Thl (n=5), de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).
As colunas representam a media de 5 plantas e as barras verticais 0
erro padrdo da média. UFRGS, Porto Alegre, 2014.
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A determinacdo da biomassa do patdégeno por qPCR é répida, sensivel,
especifica e muito eficaz para a deteccdo mesmo nas fases iniciais da infeccéo
quando existe pouca biomassa do patdégeno. Portanto, as diferencas observadas no
desenvolvimento dos sintomas e no crescimento de A. alternata nas plantas
previamente tratadas com Thl, foram respostas resultantes da protecdo sistémica

induzida por T. harzianum.

4.3 Efeito da aplicacdo exdgeno de MeJA e etileno no desenvolvimento

dos sintomas causados por A. alternata

No presente estudo, as folhas de tomate cv. Micro-Tom exibiram les6es
necroticas 96 hpi da A. alternata. Para avaliar os efeitos dos horménios ET e JA no
desenvolvimento dos sintomas causados por A. alternata, foi realizada aplicacdo dos
tratamentos de ET (na forma de etefon) e MeJA nas raizes 24 hai de A. alternata.
Quando as folhas das plantas foram inoculadas na presenca de etefon a severidade da
doenca foi de 82,7% nas folhas. Ja a severidade ap6s o tratamento com MeJA foi de
45,7%. Ambos os hormdnios resultaram em um aumento significativo da severidade
em relacdo as plantas controle que foi de 26,5% (Figura 4). A severidade da doenca
foi medida em um Unico tempo, 96 hpi com A. alternata.

Etefon é utilizado como regulador de crescimento e maturidade da planta,
rapidamente penetra nos tecidos (Tian et al., 2014). O Etefon pertence ao grupo de
precursores do ET, quando utilizados na planta, rapidamente sdo convertidos em ET
podendo executar as condicdes fisiologicas deste hormdnio no crescimento vegetal.

As vias de sinalizacdo dependentes de JA e ET ja foram investigadas durante
a morte celular por A. alternata e/ou tratamento com AAL toxina, baseado na

combinacéo da aplicacdo de hormdnios exdgenos e uso de mutantes de tomate para
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as vias hormonais alteradas (Zhang et al., 2011; Jia et al., 2013). O tratamento
exogenos de MelA e etileno afetaram negativamente a resisténcia em diferentes
niveis contra A. alternata em plantas de tomate (Jia et al., 2013). Curiosamente, A.
alternata usa em seu favor tanto a via do JA como a via do ET para promover a
infeccdo (Zhang et al., 2011; Jia et al., 2013). Recentemente foi relatado que as vias
de JA e ET agem sinergicamente para promover a suscetibilidade, enquanto AS
antagoniza com a sinalizacdo do ET para promover a resisténcia durante a infec¢éo
de A. alternata. Logo, a resisténcia aumentada por AS na infec¢do por A. alternata

pode ser correlacionada com a diminuicdo da via de sinalizacdo do ET (Jia et al.,

2013).
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FIGURA 4. Severidade da doenga (%) em tomate causada por A. alternata 96 hpi
sob diferentes tratamentos. A coluna branca representa as plantas
somente inoculadas com A. alternata (C), a coluna escura representam
as plantas tratadas com etileno 24 hai com A. alternata e a coluna cinza
representa as plantas tratadas com MeJA 24 hai com A. alternata.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferenciam entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05). As colunas representam a média de 12 plantas e as
barras verticais o erro padrdo da média. UFRGS, Porto Alegre, 2013.

Tian et al. (2014) observaram que as folhas de tomate que receberam
tratamento com etefon aumentaram significativamente os niveis enddgenos de AS e

diminuiram os niveis enddgenos de JA. Os dados do presente estudo, pode-se afirmar
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que a via de sinalizacdo do ET estd envolvida na suscetibilidade em tomate para A.
alternata. Tian et al. (2014) relataram que o tratamento com exogeno MeJA néo
aumentou significativamente os niveis de AS que foi acompanhado por um aumentou
sistémico dos niveis de JA. E indicado que a acdo do AS n&o tem nenhuma relacio
com JA nos processos de infeccdo por A. alternata em tomate (Egusa et al., 2009).
Estudos anteriores verificaram que existe uma associacdo entre o efeito do
tratamento com MeJA com o aumento da atividade de enzimas da biossintese do ET
em tomate (Yu et al., 2009; Yu et al., 2011). E essa circunstancia reflete o fato de
que a funcdo do JA na suscetibilidade a A. alternata estad correlacionada com o
aumento da acdo do ET. Portanto esse efeito sinérgico inibe a resisténcia em tomate
contra doenga causada por A. alternata. Além disso, aplicacdo exdgena com MeJA
em plantas mutantes deficientes ou insensiveis ao ET antes da inoculacdo com A.
alternata resultou na similar porcentagem de doenca em relacdo as plantas controle
ndo tratadas, mas menos lesbes que o tratamento com MeJA nas plantas tipo
selvagens, indicando que o efeito de JA na suscetibilidade para A. alternata depende
parcialmente da sinalizacdo do ET (Jia et al., 2013). No presente estudo foi mostrado
que as plantas tratadas com MeJA foram menos suscetiveis que as plantas tratadas
com ET. Estes resultados sugerem que a via de sinalizacdo dependente de JA e ET
sdo indispensaveis para resisténcia/suscetibilidade contra A. alternata em tomate.
Porém, o efeito do JA e SA depende da acdo da via de sinalizacdo do ET, o principal

modulador da suscetibilidade do tomate em resposta a A. alternata.

4.4 Silenciamento do gene ERF1 em tomate
Para avaliar o envolvimento de ERF1 durante a IR por Th32, foi investigado

o efeito deste isolado Th32 apds a inoculacdo com A. alternata em plantas
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previamente agroinfiltradas com TRV-ERF1. No estudo foram utilizadas plantas
silenciadas para o gene ERF1 deficientes na resposta ao ET. Foi observado uma
reducdo significativa nos sintomas nas plantas controle TRV2b-GFP tratadas com
Th32 (10%) em relacdo as plantas ndo tratadas (27,7%), o que indica que as plantas
controle apresentaram um resultado similar aos experimentos anteriores sem o uso da
agroinfiltracdo (Figura 5). Ja o resultado do silenciamento de ERF1 indicou uma
reducdo dos sintomas (17,7 %) nas plantas ndo tratadas e para as plantas tratadas
(10,3%), no caso das plantas TRV-ERF1 (Figura 5). O resultado indica que o
silenciamento do gene ERF1 ndo afeta o desenvolvimento de sintomas por A.
alternata nas plantas previamente tratadas com Th32 em compara¢do com as plantas
ndo tratadas.

Para analisar as vias de sinaliza¢fes necessario para o estabelecimento da ISR
por Trichoderma sp., alguns estudos tem realizado analises fenotipicas da doenca em
plantas mutantes silenciadas e transgénicas. Recentemente, plantas de tomate
mutantes superexpressando o cDNA da pré-sistemina, molécula precursora da
sistemina, um peptideo hormonal de defesa, tratadas e ndo tratadas com T. harzianum
foram mais resistentes ao necrotréfico B. cinerea, o que confirma o envolvimento
desta molécula na resisténcia basal contra B. cinerea. Com o0 uso de plantas
silenciadas para o gene pro-sistemina, a ISR foi demonstrada efetiva por T.
harzianum, sugerindo que a IR mediada por T. harzianum contra B. cinerea néo
depende da sinalizacdo por sistemina (Martinez-Medina et al., 2013). Ja& plantas
mutantes deficientes na sinalizacdo do JA (mc, defl, pl Il, e ps) e mutantes na
sinalizagdo do ET, (gluB, etrl e ein2) mostraram-se deficientes na ISR por
Trichoderma spp. evidenciando o papel do JA e ET na regulacdo da ISR no

patossistema estudado (Mathys et al., 2012; Martinez-Medina et al., 2013).
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Porém os resultados do presente estudo demonstram que a IR por Th32 em
tomate contra A. alternata ndo envolve a via de resposta ao ET. Esta diferenca em
relacdo a outros estudos pode dever-se a especificidade do patossistema A. alternata-
tomate. Neste caso, o ET notadamente apresenta um papel importante como fator
desencadeador da doenca induzido pelo patégeno. Possivelmente, T. harzianum
tenha um papel moderador deste aumento de ET pelo patdégeno no tecido infectado e

desta forma reduz a severidade dos sintomas.
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FIGURA 5. Efeito da IR por T. harzianum 32 na severidade da doenca avaliada 12
dpi com A. alternata nas plantas silenciadas para o gene ERF1 (TRV-
ERF1) e nas plantas ndo silenciadas, controle (TRV2b-GFP). As
colunas escuras representam as plantas desafiadas com A. alternata. As
colunas brancas representam as plantas tratadas com T. harzianum 32
apos desafiadas com A. alternata. Tratamentos seguidos por letras
diferentes sdo significativamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey (P < 0,05). As colunas representam a média de 6 plantas e as
barras verticais o erro padrédo da média. UFRGS, Porto Alegre, 2013.

4.5 Expressao de genes envolvidos na defesa
Para analisar os mecanismos de defesa ativados durante a IR por Thl, a
expressdo de genes marcadores das vias de sinalizacdo do AS, JA e ET foi

monitorada por RT-gPCR. O resultado da regulagédo dos genes de defesa determina o

tipo da via de sinalizagéo envolvido na IR por Thl contra A. alternata.
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A via de transducéo de sinal atraves do acimulo do AS é encontrado na SAR,
induzida por ataque de patdgenos, enquanto se considera que JA e/ou ET séo
sinalizadores para a ISR por agentes de controle biologico, como as de Trichoderma
spp. Entretanto, alguns estudos indicam que isolados de Trichoderma spp.
desencadeiam um tipo de ISR dependente da sinalizacdo do AS que se assemelha
com a SAR induzida por patdgenos (Contreras-Cornejo et al., 2011; Mathys et al.,
2012; Martinez-Medina et al., 2013). As PRs sdo codificadas por genes marcadores
de AS, e atuam nas vias de sinalizacdo do AS. Geralmente, os genes PRs sdo
fortemente induzidos nas plantas previamente tratadas com Trichoderma spp. antes
da inoculacdo com os patdgenos (Tucci et al., 2011; Mathys et al., 2012). Entretanto,
no presente estudo foi verificado que a inducdo de PR1-1a, ndo apresentou diferenca
significativa ap6s o tratamento com Thl em relacdo ao controle (Tabela 3).
Resultado semelhante foi encontrado para PR5 (Tabela 3). H& casos que
Trichoderma spp. ndo induz as PRs durante a defesa da planta ou faz isso apenas
transitoriamente (Tucci et al., 2010). Pouca alteracdo da expressdo de genes de
defesa pode estar relacionada com a habilidade de Thl estabelecer-se na rizosfera
das plantas, podendo coincidir com o crescimento do fungo nas raizes ou até mesmo
estabelecer o sucesso de infeccdo devido ativacdo das respostas de defesa contra
futuros ataque de patdgenos. Os fungos benéficos tém demonstrado estratégias
adaptativas para suprimir de forma eficaz as respostas de defesa desencadeadas por
AS, para estabelecer infec¢des bem sucedidas (Hermosa et al., 2013).

A expressdo de PR1-la e de PR5 foi significativamente induzida apds a
infeccdo por A. alternata (731 e 277 vezes, respectivamente) nas plantas de tomate
em relacdo as plantas controle (Tabela 3). O aumento da expressdo das PR1-1a e

PR5 podem estar relacionados com o aumento das lesGes causadas por A. alternata,
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além disso, pode estar associado com a sinalizacdo de SAR dependente de AS em
tomate contra A. alternata. Glazebrook et al., (2005) relataram que a resisténcia
contra agentes patogénicos necrotréficos baseia-se em mecanismos relacionados ao
JA enquanto a resisténcia contra os biotroficos estd associada com a ativacdo da
sinalizacdo dependente do AS. Recentemente foi relatado o papel do AS e JA na
suscetibilidade das plantas de tomate para A. alternata é diferente das outras
interacdes plantas-necrotrofico (Zhang et al., 2011; Jia et al., 2013). Levanta-se,
portanto a hipotese de que a protecdo da cultura do tomate por Trichoderma spp. ao
patdgeno necrotrofico A. alternata seja usualmente controlado pelas respostas
sistémicas de defesa dependente de JA ou AS e através da atenuacdo da via de

sinalizacdo do ET, podendo render mais resisténcia ao patdgeno.

TABELA 3. Valores de expresséo relativa de PR1-1% e PR5 em relagdo a UBI3 em
folhas de tomate. O quadro mostra os valores de expressdo relativa
(alteracdo em vezes em relacdo expressdo as plantas controle, cujo
valor da expressdo € 1,0) avaliada por RT-qPCR. UFRGS, Porto

Alegre, 2013.
Expressdo relativa da Expressdo relativa da
Tratamentos
PR1-12 PR5
Controle (- T. harzianum 1/ - A. alternata) 1+£0,3 1+0,6
T. harzianum 1 2+0,8 1+ 0,0
Controle (- T. harzianum 1/ - A. alternata) 1+0,1 1+1
A.alternata 731 +244 277 + 84"
Controle (- T. harzianum 1/ + A. alternata) 1+ 0,6 1+ 0,0
T. harzianum 1 + A. alternata 1+ 0,2 2+ 1

Os valores sao referentes as média de trés replicatas bioldgicas e triplicata técnica e ao erro
padrdo (+) da média para cada tratamento. Asteriscos indicam diferenca estatistica
significativa de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05) entre: plantas tratadas com T.
harzianum 1 vs. plantas ndo tratadas (C), plantas inoculadas com A. alternata vs. ndo
inoculadas (C) e plantas tratadas com T. harzianum 1 desafiadas com A. alternata vs. plantas
desafiadas com A. alternata ndo tratadas com T. harzianum 1 (- T. harzianum / + A.
alternata).
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Os estudos anteriores tenham apontado que durante a ISR por Trichoderma
spp., ndo houve ativacdo da PR1 em Arabidopsis (Mathys et al., 2012) e em tomate
(Martinez-Medina et al., 2013) em resposta a infec¢do do fungo B. cinerea. A IR esta
frequentemente associada com o acumulo das proteinas PRs (Van Loon et al., 2006).
A IR sem acumulo de PRs pode indicar que o priming de defesa da planta é um
mecanismo possivelmente envolvido nas respostas das plantas mediadas por T.
harzianum. Os resultados obtidos sugerem que a IR por Thl em tomate contra A.
alternata ocorre sem a inducdo de PR1-1a e PR5. Portanto, a sinalizacdo de defesa
mediada por AS é reduzida durante a IR por Thl contra A. alternata.

A expressdo do gene NIM1/NPR1 nas plantas tratadas com Thl apresentou
expressao semelhante ao controle, mas sem diferenca estatistica significativa entre 0s
tratamentos (Figura 6). O gene NIM1/NPR1 foi induzido fortemente em resposta a
infeccdo por A. alternata, mesmo assim néo foi constatada diferenca significativa em
relacdo ao controle (Figura 7). Durante a IR a expressdo do gene NIM1/NPR1 foi
reprimido nas plantas tratadas com Th1l apds a inoculacdo com A. alternata, mas nédo
foram encontradas diferencas significativas na comparacdo com as plantas controle
(Figura 8). Em células ndo induzidas, NPR1 permanecem no citoplasma como um
oligdbmero através das pontes dissulfeto intermoleculares (Durant & Dong, 2004; Fu
et al., 2012; Pieterse et al., 2012). Durante a inducdo de SAR, AS provoca uma
alteracdo bifasica no potencial redox celular que leva a reducdo das ligacbes de
dissulfeto. Isto resulta na conversdo de NPR1 na forma monomérica no qual é
translocado para o ndcleo (Durant & Dong, 2004). Logo NPR1 interagem com
membros da familia de transcricdo TGA que, juntamente com fatores de transcri¢cao
WRKY, se ligam aos promotores de genes de defesa responsivos ao AS, resultando

em sua ativacdo (Durant & Dong, 2004; Fu et al., 2012; Pieterse et al., 2012). O
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funcionamento adequado de NPR1 requer que a proteina seja degradada pelo
proteossoma, possivelmente permitindo-lhe fazer novas proteinas NPR1 para
reiniciar o ciclo de transcricdo (Spoel et al., 2009). Mas no caso da ISR, evidéncias
indicam que o acumulo citosolico de NPR1 modula as respostas de defesa
dependente de JA por meio de uma funcdo ainda desconhecida no citosol (Spoel et
al., 2003). Os resultados achados demonstram a nao inducdo de NPR1, isso reflete

em estado basal na qual a NPR1 encontra-se no citoplasma.
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FIGURA 6. Valores de expressdo relativa dos genes em folhas de tomate: MPK1,
LOXD, NIM1, CTR1, ETR1, ACO, EIN2, ERF3, ERF1 e PROPEP. As
barras representam os valores de expressdao. A figura representa 0s
valores de expresséo relativa (alteragdo em vezes em relagdo expresséo
as plantas controle, cujo valor da expressdo é 1,0) avaliada por RT-
gPCR. Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo
com o teste de Tukey (P < 0,05). As colunas representam a média de
trés replicatas biologicas e triplicata técnica e as barras verticais o erro
padrdo da média para cada tratamento: plantas tratadas com T.
harzianum 1 (Th1) e plantas controle (C). UFRGS, Porto Alegre, 2013.

Existem relatos que a ISR é regulada pelas vias de sinalizagdo do ET e JA
com a mediacdo de NPR1, mas sem a inducdo das PR1, PR2 e PR5 (Pieterse et al.,

2009). A sinalizacdo do AS, e da proteina regulatoria NPR1 foram identificadas

como sendo importante nas respostas desencadeada por T. hamatum T382
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subsequente a infeccdo por B. cinerea (Mathys et al., 2012). T. harzianum 22
reprimiu a expressdo de genes dependentes da via do AS em cinco diferentes
cultivares de tomate apos o desafio com B. cinerea (Tucci et al., 2010). Existe
evidéncias que sob inducdo da ISR, NPR1 foi induzida durante a ISR dependente da
sinalizacdo do JA desencadeada por Piriformospora indica (Stein et al., 2008). Um
mecanismo subjacente a ISR mediada por RPCPs na prote¢do contra o virus do
mosaico do pepino envolveu uma via de sinalizacdo independente de NPR1 e AS,
mas dependente de JA (Ryu et al.,, 2004). Durante a SAR, NPR1 atua como
coativador de transcricdo dos genes PR; a ISR por T. harzianum ocorreu sem
ativacdo dos genes PRs (Mathys et al., 2012; Martinez-Medina et al., 2013). Logo, 0
papel de NIM1/NPR1 na ISR € diferente do que em SAR.

Um processo que parcialmente dependeu da participacdo de NPR1, foi
mostrado quando as plantas de Arabidopsis foram desafiadas com patdgeno
biotrofico Pseudomonas syringae, na qual levou a ativacdo da defesa mediada por
AS e a repressdo da via de JA, resultando em uma resposta de resisténcia eficaz
contra este patdogeno. Neste caso Arabidopsis colonizadas por Pseudomonas
syringae, induziu a defesa mediada por AS, aumentando a suscetibilidade para o
patdgeno necrotrofico Alternaria brassicicola por supressdo da via de sinaliza¢éo de
JA. No entanto, através da comunicacdo cruzada entre AS-JA mediada por NPR1, a
sinalizacdo de JA foi suprimido, o que tornou as folhas infectadas mais suscetiveis ao
fungo A. brassicicola (Spoel et al., 2007). No entanto se isso ocorrer de maneira
sisttmica pode ter um efeito sobre a sobrevivéncia das plantas, por exemplo, um
aumento na resisténcia a um invasor conduz a um aumento na suscetibilidade para
outro invasor. Os resultados obtidos no presente trabalho através da expressdo dos

genes marcadores de AS, ndo indicaram a expressdo génica de NIM1/NPR1, portanto
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a IR mediada por Thl em tomate provavelmente é regulada por uma via de

sinalizacdo independente das respostas de defesa do AS.
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FIGURA 7. Valores de expressao relativa dos genes nas folhas de tomate: MPK1,
LOXD, NIM1, CTR1, ETR1, ACO, EIN2, ERF3, ERF1 e PROPEP. As
barras representam os valores de expressdao. A figura representa 0s
valores de expresséo relativa (alteragdo em vezes em relagdo expresséo
as plantas controle, cujo valor da expressdo é 1,0) avaliada por RT-
gPCR. Auséncia do asterisco indica que ndo houve diferenca estatistica
significativa em relacdo ao controle, de acordo com o teste de Tukey (P
< 0,05). As colunas representam a média de trés replicatas bioldgicas e
triplicata técnica e as barras verticais o erro padrdo da média para cada
tratamento: plantas inoculadas com A. alternata e plantas controle (C).
UFRGS, Porto Alegre, 2013.

Os resultados demonstraram o aumento significativo na inducdo de MPK1
nas plantas tratadas com Thl em relagdo as plantas controle (Figura 6). No entanto, a
expressdo de MPK1 foi reprimida, ndo havendo diferenca significativa nas plantas
desafiadas com A. alternata em relagdo as plantas controle (Figura 7). Nas plantas
previamente tratadas com Thl a expressdo de MPK1 se manteve reprimida apos o
desafio com A. alternata, porém néo foi significativo na comparacdo com as plantas
controle (Figura 8). O resultado da analise fenotipica mostrou que as plantas

previamente tratadas com Thl reduziram os sintomas de mancha de alternaria.
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FIGURA 8. Valores de expresséo relativa dos genes: MPK1, LOXD, NIM1, CTR1,
ETR1, ACO, EIN2, ERF3, ERF1 e PROPEP. As barras representam 0s
valores de expressdao. A figura representa os valores de expressédo
relativa (alteracdo em vezes em relacdo expressao as plantas controle,
cujo valor da expressdo é 1,0) avaliada por RT-qPCR. Asteriscos
indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste de
Tukey (P < 0,05). As colunas representam a média de trés replicatas
bioldgicas e triplicata técnica e as barras verticais o erro padrdo da
média para cada tratamento: plantas tratadas com T. harzianum 1 e
inoculadas com A. alternata (Thl+Alt) e plantas inoculadas com A.
alternata controle (Alt). UFRGS, Porto Alegre, 2013.

MAMPs derivados de T. harzianum ativaram as respostas de defesa no inicio
da ISR, ou seja, antes do desafio com o patdgeno (Mathys et al., 2012). A ativacdo
da MAPK tem sido observada durante a resposta de defesa induzida por
Trichoderma spp. (Shoresh et al., 2006). As proteinas MAPKs sdo moléculas de
sinalizacdo envolvidas no priming de defesa. Em Arabidopsis o acimulo de mRNA e
proteinas inativas de MPK3/6 aumentou a habilidade de defesa contra P. syringae
pv. tomato DC3000 (Pst) em plantas previamente tratadas com BTH (S-METHYL-
1,2,3-BENZOTHIADIAZOLE-7-CARBOTHIOATE). Depois da infeccdo com Pst, o
aumento dos niveis destes componentes de sinalizacdo foi ativado, resultando o
aumento da expresséo do gene PR-1 e o desenvolvimento da imunidade sistémica

em plantas. Os autores propuseram que o acumulo pré-estresse das enzimas de
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sinalizacdo MPK ¢é um importante caminho para o fendmeno priming de defesa em
plantas (Beckers et al., 2009). A MPK provavelmente participa na inducdo de dois
complexos bem conhecidos: proteinas WRKYSs, que desempenham um papel
importante na modificacdo da cromatina e MYC conhecido por ativar genes
relacionados com a patogénese (Conrath, 2011; Mathys et al., 2012). Apds a
percepcdo de MAMPs por PRRs € desencadeado um conjunto de defesas, incluindo
alteracdes no fluxo de ions, ROS, ativacdo das MAPKS, producdo de ET, deposicédo
de calose, e extensas reprogramacdes transcricionais e alteracbes metabolicas
(Mathys et al., 2012). O envolvimento da MPK1 nédo foi demonstrado durante a IR
por T. harzianum 1.

Os resultados mostram que a expressao do gene LOXD foi reprimida,
contudo ndo houve diferenca significativa nas plantas tratadas com Thl em relacéo
ao controle (Figura 6). A expressdao de LOXD nao foi significativamente induzida
nas plantas inoculadas com A. alternata em comparacdo com as plantas controle
(Figura 7). No entanto, a infeccdo de A. alternata em plantas pré-tratadas com Thl
resultou na inducdo muito mais forte das respostas de defesa através da expressdo do
gene relacionado com a defesa LOXD, nas folhas da planta de tomate em relacdo as
plantas ndo tratadas (Figura 8).

O gene LOXD é uma enzima chave para a sintese de JA, ele codifica uma
enzima da familia lipoxigenase que € necessaria para a producdo de JA e defesa. O
gene LOXD participa da oxidacdo dos fosfolipidios, proporcionando substrato para
outras enzimas envolvidas na biossintese de JA, como AOS (ALLENE OXIDE
SYNTHASE) e HPL (HYDROPEROXIDE LYASE) (Lyons et al., 2013). Além do
gene LOXD, outras enzimas estdo envolvidas na via do JA, incluindo AOC

(ALLENE OXIDE CYCLASE), OPR3 (OPDA REDUCTASE), e JAR1 (JASMONIC
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ACID-AMIDO SYNTHETASE), que séo induzidos apos o tratamento com JA ou por
ferimentos (Browse, 2009). A expressdo do gene LOXD tem sido verificada nas
respostas a estresses bioticos, nas interacdes de suscetibilidade e na HR em plantas
(Shibu et al., 2013). Em tomate, a ativacdo do gene LOX foi associada com o
aumento da defesa induzida por Trichoderma spp., possivelmente como
consequéncia do efeito priming, na qual resultou no aumento da resisténcia contra B.
cinerea, causada pela ativacdo das respostas mediada por JA (Tucci et al., 2011). O
resultado do presente estudo indica que a colonizacdo por Thl pode iniciar respostas
de defesa sistémica em tomate apos a infeccdo por A. alternata e que a via JA esta
envolvida no priming de defesa por T. harzianum.

Em relacdo ao ET, ndo foi observada a inducdo significativa de ACO nas
folhas das plantas tratadas com Thl em relacdo ao controle (Figura 6). Uma resposta
semelhante foi obtida apds o desafio com A. alternata, na qual houve a inducédo de
ACO em resposta a infeccdo por A. alternata, mas nao houve diferenca significativa
em relacdo as plantas controle (Figura 7). Entretanto a expressdo de ACO foi
reprimida nas plantas tratadas com Thl ap6s inoculacdo com A. alternata, porém,
ndo foi encontrada diferenca significativa ha comparacdo com as plantas controle
(Figura 8). Os genes ACO regulam a biossintese de ET, e os valores da expressdo
relativa de mRNA do gene ACO, sugerem que o controle transcricional deste gene
contribui para a regulacéo e producédo do ET (Broekaert et al., 2005). Os resultados
indicam que a colonizacdo por Thl nas raizes do tomate ndo induziu o gene
codificante de enzima envolvida na biossintese do ET, mas enzimas envolvidas na
producdo do JA, como a LOXD, foram induzidas. Este estado da planta € uma
consequéncia das multiplas interacdes entre os horménios, e tem o efeito direto sobre

0s processos de IR mediado por Thl e na patogenicidade de A. alternata.
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Nenhuma diferenca significativa na expressdao dos genes ETR1, CTR1 e
EIN2 foi observada nas folhas das plantas tratadas por Thl em relacdo as plantas
controle (Figura 6). As andlises da expressdo destes genes foram baixas para ETR1 e
CTR1 e reprimida para EIN2 em resposta a A. alternata quando comparadas com as
plantas controle (Figura 7). Finalmente, a expressdo de CTR1 e EIN2 ndo foi
significativamente induzida em resposta a A. alternata nas plantas previamente
tratadas com Thl em relacdo as plantas controle (Figura 8).

De acordo com Shoresh et al., (2010), as proteinas ETR1 e CTR1 operam em
conjunto para regular negativamente a via de resposta do ET na auséncia do ET. A
ligacdo ao receptor do ET, ETR, regula negativamente a atividade deste complexo, e,
apos ativacado resulta na desrepressdo da via do ET. A baixa expressao de ambos 0s
genes inibe a regulacdo negativa da resposta do ET. Isso pode aumentar a
sensibilidade ao ET nas folhas, levando a uma maior resposta de defesa apos o
desafio com patdgenos. Recentemente foi demonstrado que A. alternata modula a
sintese do ET para promover 0s sintomas em tomate (Zhang et al., 2011; Jia et al.,
2013), a mesma via que leva a resisténcia para um grande numero de patdgenos. A
colonizacdo na raiz em Arabidopsis por RPCPs indutoras de ISR ndo aumentou a
producdo desses horménios nos tecidos, e ndo induziu a expressdo dos genes
responsivos as vias de sinalizagdo do JA-ET sugerindo que a ISR baseia-se na
sensibilidade aumentada a esses horménios, em vez do aumento da biossintese de
ambos os hormonios (Pieterse et al., 2000). Em geral, a ISR mediada por rizobactéria
benéficas ndo esta associadas com a grande mudanca na expressdao de genes
relacionados com a defesa (Pieterse et al., 2002). Os resultados por RT-gPCR
sugerem que os genes da biossintese e percepcdo do ET ndo foram induzidos durante

IR por Thl contra A. alternata em tomate. Assim 0s mecanismos envolvidos no
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controle da mancha de alternaria por Thl em tomate, parecem estar relacionados ndo
s6 com a IR em plantas, mas também na capacidade de atenuar as perturbacdes
hormonais causadas pela doenca.

Os resultados demonstraram o aumento significativo na inducéo de ERF3 nas
plantas tratadas com Th1 em relacdo as plantas controle (Figura 6). A expressédo de
ERF3 nas plantas desafiadas com A. alternata e nas plantas previamente tratadas
com Thl apos desafiadas com A. alternata ndo foi significativa em relacdo aos
respectivos tratamentos controle (Figura 7 e 8, respectivamente). Os fatores de
resposta APETALAZ2/ET (ERF) sdo fatores de transcricdo que desempenham um
papel importante no desenvolvimento das plantas e nas respostas a estresses bioticos
e abidticos, incluindo as infeccdes por patdgenos (Licausi et al., 2013). Os ERFs
podem ser agrupados em diferentes classes e eles atuam como ativadores ou como
repressores de transcricdo de genes dependendo da sequéncia da regido interna da
proteina (Chen et al., 2008; Licausi et al., 2013). Em Arabidopsis o envolvimento de
ERF1 e seus homologos tém sido amplamente caracterizados em respostas a
patdgenos (Lorenzo et al., 2003). O gene ERF3 sédo categorizados como classe Il de
ERFs, sdo proteinas regulatérias que atuam como repressoras de transcricdo (Ohta et
al., 2001).

Nessa pesquisa, a expressdo do gene ERF1 foi elevada nas plantas apds a
inoculacdo de A. alternata, ndo diferindo de forma significativa do controle (Figura
7). Recentemente foi relatada que o fator de resposta ERF regula a sinalizacdo do ET
durante a PCD desencadeada pela AAL toxina em Nicotiana umbratica (Mase et al.,
2013). Este fator de transcri¢do é conhecido por responder alteracdes nas vias do ET
e JA em nivel de expressdo génica em resposta AAL toxina (Zhang et al., 2011; Jia

et al., 2013). Em Thinopyrum intermediumis a expressdo relativa de TiERF1 foi
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rapidamente induzida em resposta a Rhizoctonia cerealis, Fusarium graminearum e
Blumeria graminis (Liang et al., 2008). A expressao de ERF1 é induzida em resposta
a via de sinalizacdo do ET ou JA, ou ambos de forma sinérgica em Arabidopsis
contra patdégenos necrotroficos (Lorenzo et al., 2003). Esses fatores de transcri¢éo
sdo conhecidos por permanecer inativo em condices livres de patdgenos, mas
fornece a planta a capacidade de reagir com uma resposta de defesa rdpida na
percepcao de um patdgeno.

A expressao de ERF1 nao foi significativamente diferente nas plantas tratadas
com Thl em relacdo ao controle (Figura 6). Estudos relatam que a expressao
constitutiva de ERF1 ativa a resposta de defesa e fortemente reduz a colonizacao por
Piriformospora indica suprimindo os beneficios para a planta (Camehl et al., 2009).
Por outro lado, o fator de transcricdo responsivo ao ET, ERF13 foi fortemente
induzido durante a ISR mediada por T. asperelloides T203 contra o patdgeno Pst-
DC3000 em Arabidopsis apoiando que as respostas de ET é ativada por T203
(Brotman et al., 2012). Em Arabidopsis, um grupo de fatores de transcricdo da
familia AP2/ERF foi diretamente responsivo ao priming durante a ISR. Entre estes
estd o gene ERF1, que ¢é o principal regulador na integracdo das vias de sinalizacao
dependente do ET-JA (Van de rent et al., 2009). A estabilidade de EIN regula o gene
ERF1, que inicia uma cascata transcricional e resulta na ativacdo e repressdao de
centenas de genes (Solano et al., 1998). O gene ERF1 é considerado um regulador
positivo na resisténcia para necrotroficos, pois ele ativa 0s mesmos genes que
reprimem MY C2 em respostas a infeccdes por agentes patogénicos e reprime aqueles
que regulam MY C2 apds ferimentos (Mengiste, 2012). MYC2 ¢ o principal elemento
de comutacdo para resolver o antagonismo da planta em optar entre a defesa e

crescimento durante a colonizacdo por Trichoderma spp. (Hermosa et al., 2013). A
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baixa expressdo do gene ERF1 pode facilitar atividade transcricional de MYC2, que
rapidamente contribui para ativacdo da sinalizacdo de JA e defesa. Os resultados
sugerem que as resposta de defesa regulada por ET ndo foram ativadas por Thl
durante a IR contra A. alternata em tomate. Portanto a IR mediada por Thl em
tomate contra A. alternata € regulada por uma via de sinalizacdo independente de
ET.

A expressdo do gene PROPEP foi baixa ap6s o tratamento com Thl, porém,
ndo houve diferenca significativa em relacdo ao controle (Figura 6). Apds 48 hpi
com A. alternata, expressdo de PROPEP foi reprimida, ndo apresentando diferenca
significativa em relacdo ao controle (Figura 7). A inducdo de PROPEP foi verificada
durante a IR, na qual a expressdo de PROPEP foi de 2,7 vezes em relacdo as plantas
controle, porém ndo houve diferenca significativa (Figura 8). A expressao PROPEP
pode resultar na producao de peptideos que pode amplificar a sinalizacdo para ambas
as vias JA/ET. A via de sinalizacdo PROPEP-AtPep-PEPR ndo s0 ajuda a sinalizacao
do ET, mas também compensa a sua auséncia aumentando a resisténcia das plantas
em Arabidopsis (Tintor et al., 2013). E possivel que esses peptideos, exercam um
papel durante a sinalizacdo sistémica em tomate, tanto para amplificar a sinalizacao
de defesa, quanto manter os niveis de JA, ET e AS durante a sinalizagdo de defesa
local e sistémica contra patogenos (Huffaker & Ryan 2007; Tintor et al., 2013).
Portanto a IR por Thl contra A. alternata ndo afetou a expressao de PROPEP durante

o fendtipo de IR para A. alternata em tomate.



5 CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, concluiu-se que:

T. harzianum induz resisténcia nas plantas de tomate contra a mancha foliar
causada por A. alternata.

Os tratamentos com etefon ou MeJA aumenta a suscetibilidade a A.
alternata, porém MeJA desempenha um importante papel na defesa em tomate
contra A. alternata.

A andlise do desenvolvimento da doenca nas plantas silenciadas para o gene
ERF1 demonstrou que a via do ET ndo é importante na sinalizacdo da IR por T.
harzianum contra A. alternata.

A IR por T. harzianum € controlada pelas respostas do JA combinada com a
atenuacdo da resposta do AS e da biossintese do ET no aumento da resisténcia contra

A. alternata.



6 CONSIDERACOES FINAIS

A verificacdo do padrdo de expressdo dos genes responsivos aos hormonios
permite identificar genes que sdo induzidos durante as interacGes entre os trés
componentes, tomate, T. harzianum e A. alternata, isto revela componentes das vias
de sinalizacdo envolvidas na resisténcia induzida. Porém a apresentacdo de uma via
de sinalizacdo especifica durante a IR por T. harzianum, bem mais detalhado, é
através de ensaios de desenvolvimento dos sintomas utilizando maultiplas linhagens
de mutantes deficientes e/ou transgénicas para as vias dos hormonios. Finalmente,
este estudo identificou novos isolados capazes de eliciar a IR e que podem ser
candidatos promissores na estratégia de controle bioldgico para proteger as plantas

contra doencas.
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