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RESUMO

Nos ultimos anos, o aumento na producdo de plantas em sistemas de
cultivo hidropdnico ou em substratos comerciais, além da proibicdo do uso de
brometo de metila, resultou em uma maior incidéncia de doencas radiculares
causadas por patégenos de solo como Pythium spp.. A caracterizagdo dos
mecanismos de patogénese de espécies do género Pythium que causam danos
as culturas poderia promover maiores possibilidades de controle. O objetivo do
presente estudo foi caracterizar a resposta de tomate (Solanum lycopersicum) a
infeccao de isolados de diferentes espécies do género Pythium. A incidéncia da
doenga em plantulas, causada pela inoculagdo com cinco isolados do género
Pythium, foi avaliada quanto a ocorréncia de mortalidade, enquanto a severidade
foi avaliada quanto a alteragbes no comprimento da parte aérea e das raizes. O
efeito da temperatura e da concentracdo do inéculo na severidade da doenca
também foi avaliado. A fim de caracterizar a agdo de alguns compostos quimicos
na ocorréncia da doenca, foi avaliada a aplicagdo de acido abscisico, acido
salicilico (AS), etefon (ET), aminoetoxivinilglicina e um surfactante sintético. Por
fim, a técnica de quantificagao relativa por PCR em tempo real foi utilizada para
avaliar o acumulo de mRNA de genes de defesa em resposta a inoculagdo. Na
caracterizagao bioldgica, verificou-se que todos os isolados foram patogénicos a
tomate, apresentando variagées na severidade da doenca causada. A severidade
da doencga provocada por P. inflatum é baixa, quando comparada com os outros
isolados. Ja P. ultimum causa sintomas inicialmente pouco severos, mas que
evoluem rapidamente. A adicdo de ET, AS e do surfactante reduziu
significativamente a severidade da doenga. Na caracterizagdo molecular,
observou-se que um maior acumulo de mRNAs dos genes LOXD, PR-1A1 e PR-5
depende da interacdo em questdo. A diversidade observada nos resultados reflete
a complexidade das respostas de S. lycopersicum induzidas pelos patégenos. A
analise funcional in vivo desses e de outros genes podera contribuir para
utilizagao dos mesmos na obtengao de resisténcia contra Pythium spp..

! Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (106p.) Abril, 2008.
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ABSTRACT

In recent years, the increase in plant production in hydroponic culture
systems or in commercial soil media, in addition to the ban on the use of methyl
bromide, resulted in a higher incidence of root diseases caused by soil pathogens
like Pythium spp.. The characterization of the pathogenesis mechanisms of
species of the genus Pythium that cause damage to crops could promote greater
opportunities for control. The objective of this study was to characterize the
response of tomato (Solanum lycopersicum) to the infection with isolates of
different species of the genus Pythium. The disease incidence in seedlings caused
by inoculation with five isolates from the genus Pythium was evaluated according
to the occurrence of death, while the severity was assessed by changes in the
length of shoots and roots. The effect of temperature and inoculum concentration
in disease severity was also assessed. In order to characterize the action of some
chemical compounds in the disease occurrence the application of abscisic acid,
salicylic acid (SA), ethephon (ET), aminoethoxyvinilglycine and a synthetic
surfactant was evaluated. Finally, the technique of relative quantification by real-
time PCR was used to assess the accumulation of mRNA from defense genes in
response to the inoculation. In the biological characterization, it was found that all
isolates were pathogenic to S. lycopersicum, although they have induced variable
disease severity. The disease severity caused by P. inflatum is low when
compared with the other isolates. On the other hand, P. ultimum initially causes
less severe symptoms which progress very rapidly. The addition of ET, AS, and
the surfactant, significantly reduced the severity of the disease. In the molecular
characterization, it was observed that the accumulation of mRNAs of genes LOXD,
PR-1Al1, and PR-5 depends on the species of Pythium in the interaction. The
diversity observed in the results reflects the complexity of the responses of S.
lycopersicum induced by pathogens. In vivo functional analysis of these and other
genes could contribute to the use of them in obtaining resistance against Pythium

spp..

'Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (106p.)
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1. INTRODUCAO

A producgdo de plantas em sistemas protegidos tem crescido nos ultimos
anos. Esses sistemas de cultivo sdo vulneraveis a infeccbes causadas por
microrganismos patogénicos, incluindo géneros que contém patégenos de solo
economicamente importantes, como Phytophthora e Pythium. Algumas espécies
destes géneros sao especialmente bem sucedidas, devido as condi¢gdes de
temperatura e umidade do substrato presentes nesse tipo de sistema,
identificados como os dois principais fatores que propiciam infeccbes causadas
por esses patdégenos. Além das condi¢des propicias, desde 2004, o Ministério da
Agricultura estabeleceu a interrupgédo do uso de brometo de metila, um biocida
aplicado no solo, podendo levar a um aumento na incidéncia de doencas
causadas por patdgenos de solo.

O género Pythium compreende oomicetos cosmopolitas habitantes do solo
e que causam doengas em diversas espécies de plantas. Espécies patogénicas
deste género causam podridées em frutos, raizes e caules e o tombamento pré
ou pos-emergéncia (“damping off’) de sementes e plantulas, sendo responsaveis
por grandes redugbes na produtividade em uma série de culturas. Métodos
culturais, quimicos e biolégicos sao utilizados para o controle de Pythium spp. em
culturas como tomate, milho, alface, fumo, entre outras. Entretanto, nao foi

observada a existéncia de resisténcia especifica contra espécies deste género.



Patégenos necrotroficos, no caso Pythium spp., secretam uma grande quantidade
de enzimas que degradam a parede celular das plantas. Nesse tipo de interagao,
a existéncia de plantas resistentes ¢é dificultada, pela auséncia de especificidade e
a agressividade dessa estratégia de infecgdo. Ao contrario do que ocorre com a
resisténcia contra patdgenos biotréficos, os componentes-chave envolvidos no
mecanismo de resisténcia contra patégenos necrotréficos sdo ainda pouco
conhecidos.

Diferentes espécies do género Pythium variam quanto a patogenicidade e
viruléncia em diferentes hospedeiros. A compreensdo dos mecanismos
envolvidos nesta variagcdo de sintomas poderia evidenciar a existéncia de uma
resposta diferenciada das plantas em relacdo a uma determinada espécie,
culminando com a resisténcia da planta contra o patégeno.

A utilizagao de técnicas de biologia molecular no estudo da interagao entre
patdgenos necrotréficos e plantas é util na elucidagao das vias de defesa das
plantas em resposta a infecgao. A técnica de quantificacado relativa por PCR em
tempo real permite avaliar o acimulo de RNAs mensageiros (MRNA) especificos,
cuja expressao € induzida ou reprimida em resposta a infecgdo pelo patégeno.
Deste modo, esse tipo de andlise possibilita a identificacdo de genes importantes
na resposta de plantas contra necrotroficos, essencial para o desenvolvimento de
cultivares resistentes.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a interacdo entre
isolados de diferentes espécies do género Pythium e plantulas de Solanum
lycopersicum em relagédo aos sintomas provocados nas plantulas e ao acumulo de
MRNAs de determinados genes envolvidos em respostas de defesa de plantas

contra patégenos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pythium sp.

O género Pythium foi descrito em 1858, por Pringsheim, sendo atualmente
composto por mais de 200 espécies de distribuicdo mundial (CABI Bioscience,
2004). No inicio do século 20, o isolamento destes microrganismos associados a
doencgas radiculares evidenciou seu carater fitopatogénico (Hendrix & Campbell,
1973). O género € composto basicamente por microrganismos de habitat

terrestre, existindo poucas espécies de ambientes aquaticos.

Esse género pertence a familia Pythiaceae, ordem Pythiales, classe
Oomycetes, filo Oomycota e reino Chromista (CABI Bioscience, 2004). Os
membros da classe dos oomicetos eram anteriormente classificados como
fungos, devido a caracteristicas morfolégicas similares a esses, como
crescimento micelial, formagao de apressoérios, haustérios e esporos (Birch et al.,
2006). No entanto, a presencga de celulose na parede celular, de hifas cenociticas,
de micélio vegetativo dipldide e a produgao de esporos assexuais flagelados,
modificaram a classificacdo dos oomicetos para o reino Chromista (Hardham,
2007). Recentemente, estudos bioquimicos e moleculares mostraram que o grupo
dos oomicetos é mais relacionado a algas pertencentes as classes Phaeophyta e

Chrysophyta (Paul et al., 2005).



A reproducado assexual em Pythium sp. ocorre por meio da formagao de
zoosporangios nas extremidades das hifas. Os zoosporangios, por sua vez, sao
responsaveis pela formagao de vesiculas, nas quais ocorre a diferenciagdo dos
zoosporos (Van der Plaats-Niterink, 1981). Os zodsporos sao os agentes de
dispersao dos oomicetos em meio aquoso, sendo caracterizados pela presenga
de dois flagelos, um posterior longo e liso, e um anterior curto e com duas fileiras
de pélos (Hardham, 2007). Em condigdes de alta umidade, os zodsporos séo
liberados pela desintegracédo da membrana vesicular e se dispersam no ambiente
em busca de um hospedeiro (Van der Plaats-Niterink, 1981). Quando encontram
um hospedeiro suscetivel, os zodsporos perdem os flagelos, adquirem um
formato circular, secretam mucilagem para adesao na superficie do hospedeiro e
formam a parede celular, eventos que caracterizam o encistamento (Deacon,
1996). Logo apds, o cisto germina, formando hifas em cujas extremidades se
encontram os apressorios, 0s quais serdo responsaveis pela penetragao no tecido
do hospedeiro (Hendrix & Campbell, 1973). No interior do tecido vegetal, as hifas
podem crescer inter e intracelularmente e absorver os nutrientes a partir do tecido
degradado (Hardham, 2007). Espécies do género Pythium podem formar também
esporos assexuais de sobrevivéncia, denominados clamiddsporos, os quais sao
formados pelo engrossamento de segmentos de hifas vegetativas (Kucharek &

Mitchel, 2000).

A reproducdo sexual ocorre por meio da fertilizagdo do oogbnio pelo
anteridio, resultando na formacdo do odsporo, o qual é caracterizado pela
presenca de paredes duplas. Os oésporos sao formados no interior do tecido
infectado e sao as estruturas de sobrevivéncia do patégeno. Quando as

condicbes ambientais sao propicias, e na presenca de um hospedeiro suscetivel,



0 odsporo emite um tubo de germinagao ou forma um zoosporangio (Hendrix &

Campbell, 1973; van West et al., 2003).

Um dos ultimos e mais completos estudos sobre o género Pythium foi
desenvolvido por van der Plaats-Niterink (1981). Neste trabalho, o autor descreve
as caracteristicas morfologicas de 86 isolados de diferentes espécies do género

Pythium, e propde uma chave para identificagcado das espécies.

2.1.1 Doencas causadas por Pythium spp.

As doencgas causadas por Pythium spp. vém se tornando muito comuns no
cultivo hidropbnico de plantas e na produgdo de mudas em sistemas protegidos.
Espécies fitopatogénicas do género Pythium podem sobreviver como saprofitas
ou parasitas (Hendrix & Campbell, 1973) e possuem um grande numero de
hospedeiros incluindo grupos de plantas diversos, como poaceas, hortalicas e
arvores. Além disso, P. insidiosum é o responsavel pela pitiose, enfermidade que
afeta cavalos, bovinos e cachorros (Cock et al., 1997), podendo também afetar
humanos (Bosco et al., 2005). Existem ainda espécies micoparasitas, entre essas
estdo P. oligandrum, P. acanthicum e P. periplocum, estudadas como agentes de
controle bioldgico (Ali-Shtayeh & Saleh, 1999).

Zoosporos, oosporos e fragmentos de hifa podem atuar como fontes de
in6culo, sendo os zodsporos importantes fontes de inéculo e os principais agentes
de disseminacdo do patdgeno (Kucharek & Mitchel, 2000). O género Pythium
compreende patdgenos primarios e secundarios, os quais, quando em condi¢des
favoraveis, podem se tornar extremamente patogénicos e causar podridbes em
frutos, raizes e caules e o tombamento pré ou pés-emergéncia (“damping off”) de

sementes e plantulas (Kucharek & Mitchel, 2000). A temperatura e a umidade do



solo constituem os principais fatores que afetam a severidade de doencgas
causadas por Pythium spp. (Hendrix & Campbell, 1973), sendo que cada espécie
possui um determinado 6timo de temperatura e umidade (Van der Plaats-Niterink,
1981).

A colonizagao do tecido do hospedeiro ocorre pela liberagdo de enzimas
pectoliticas e celuloliticas, as quais promovem a desintegragao do tecido vegetal.
Deste modo, raizes infectadas apresentam podridbes moles e encharcadas,
normalmente na regidao do colo. Tecidos jovens e tenros sdo mais predispostos a
infeccao pelo patégeno (Van der Plaats-Niterink, 1981). No caso de podriddes em
plantas adultas, a infec¢ao é restrita a tecidos periféricos ou imaturos (Kamoun et
al., 1999), geralmente ocorrendo na extremidade das raizes. A medida que a
planta se desenvolve, a lignificagdo do tecido vegetal dificulta a penetragdo do
patdgeno no hospedeiro (Hendrix & Campbell, 1973).

A parte aérea das plantas afetadas apresenta sintomas indiretos, devido ao
bloqueio do movimento de agua e nutrientes a partir do solo, causados pela
podridao radicular. Pode haver amarelecimento das folhas, murchas e diminuigcao
do crescimento. Quanto mais jovem for o hospedeiro no momento da infecgéo,
mais severos serao os sintomas. Plantas que sobrevivem a infec¢do causada pelo
patdgeno apresentam diminuicdo na producdo de graos ou frutos (Hendrix &

Campbell, 1973).

2.1.2 Mecanismos de patogénese em Pythium sp.
Quando os zodsporos sao liberados no ambiente, eles sdo atraidos por
quimiotaxia e eletrotaxia em dire¢do a uma planta hospedeira (Appiah et al., 2005;

Hardham, 2007). Os zodsporos sao atraidos por moléculas presentes nos



exudatos das raizes, como acgucares, aminoacidos, além de ions calcio
(Donaldson & Deacon, 1993; Deacon, 1996; Islam & Tahara, 2001). Segundo van
West et al. (2003), esse mecanismo de atracdo € inespecifico, guiando os
zoosporos em direcao a plantas hospedeiras ou n&o.

Por se tratar de um microrganismo necrotréfico, uma vez que a epiderme
do hospedeiro foi penetrada, as hifas invadem as células vegetais, adquirindo os
nutrientes necessarios para a sobrevivéncia do patégeno a partir das células
mortas. Poucas moléculas potencialmente envolvidas na patogenicidade de
Pythium spp. foram isoladas e caracterizadas até o momento. No entanto, em
vista dos efeitos causados pela infecgao por Pythium spp. em plantas, acredita-se
que esses patdgenos contenham um arsenal de enzimas que degradam a parede
celular vegetal como endocelulases, 1,3-B-glucanases, B-glucosidases, cutinases,
galactanases e endopoligalacturonases, as quais atuam na penetragdo no tecido
do hospedeiro e na patogénese (Campion et al., 1997; van West et al., 2003).

A atividade de enzimas hidroliticas € necessaria para ultrapassar a barreira
exercida pela parede celular do hospedeiro e permitir a penetragcdo das hifas do
patdgeno nas células vegetais. Diversos autores ja verificaram a presenca dessas
enzimas em oomicetos causadores de podriddo. MacDonald et al. (2002)
verificaram que a pressao exercida pelas hifas de P. graminicola nao é suficiente
para penetrar nas células da epiderme de gramineas, sendo essencial a atuagao
de enzimas que degradam a parede celular. Gotesson et al. (2002) encontraram
17 genes que codificam poligalacturonases, enzimas que degradam pectinas, em
uma biblioteca genbmica de Phytophthora cinnamomi, um fitopatdégeno também
pertencente a familia Pythiales. Analises de microscopia conduzidas por Boudjeko

et al. (2006) sobre a interagdo entre P. myriotylum e Xanthosoma sagitiifolium,



indicaram que o patdgeno causou desintegracao das pectinas da parede celular
vegetal, provavelmente através da acdo de enzimas hidroliticas. Além disso,
Campion et al. (1997) verificaram que trés espécies do género Pythium, P.
sulcatum, P. ultimum e P. violae, diferiram em relagdo as enzimas hidroliticas
produzidas e também na velocidade em que essas enzimas sao liberadas.
Surpreendentemente, a espécie que apresentou a maior atividade enzimatica, P.
sulcatum, foi a que causou sintomas menos severos em raizes de cenoura
(Campion et al., 1997).

Elicitinas sao proteinas secretadas em cultura pelas espécies do género
Phytophthora e algumas espécies do género Pythium. Essas proteinas possuem
um papel duplo na interagdo planta-patégeno, podendo atuar como indutores de
respostas de defesa da planta ou como fatores de patogenicidade (Tyler, 2002;
Qutob et al., 2006). Veit et al. (2001) purificaram uma proteina elicitora de P.
aphanidermatum, a PaNie,3s. O cDNA correspondente a essa proteina foi isolado
e expresso em grandes quantidades em folhas de A. thaliana, provocando
necrose e formagao de calose, sintomas estes também observados em fumo e
tomate. Outras elicitinas identificadas foram Vex; e Vexy, isoladas de P. vexans
(Huet et al., 1995), oligandrina, isolada de P. oligandrum (Picard et al., 2000), e
silvaticina, isolada de P. sylvaticum (Lascombe et al.,, 2007). Recentemente,
Kamoun (2006) publicou uma revisédo a fim de classificar e catalogar as moléculas
efetoras de oomicetos, incluindo as elicitinas, com maior énfase a fitopatdégenos

pertencentes ao género Phytophthora.

2.1.3 Controle

2.1.3.1 Controle cultural



O controle de doengas causadas por espécies do género Pythium envolve,
principalmente, medidas para evitar a infeccdo e o crescimento do patégeno em
plantas jovens. Desse modo, recomenda-se a utilizacdo de sementes
quimicamente tratadas. Além disso, no caso de cultivo em sistemas protegidos,
deve haver boa drenagem do solo e boa circulagdo de ar entre as plantas
(Kucharek & Mitchel, 2000). Chérif et al. (1997) demonstraram que a maior
aeracao da solucado nutritiva disponibilizada a plantas de tomate em cultivo
hidropdnico pode reduzir a colonizagéo das raizes por Pythium sp..

Os hospedeiros sdo mais suscetiveis a infecgdo por Pyhtium spp. nos
estadios iniciais de desenvolvimento (Paulitz & Bélanger, 2001). Deste modo, as
sementes devem ser plantadas quando as condicbes favorecem o rapido
crescimento das plantas (Kucharek & Mitchel, 2000).

A rotacdo de culturas consiste em outro método utilizado para reduzir a
populacao de patégenos de solo. O uso desse procedimento para o controle de
Pythium spp. nem sempre é eficaz, devido a ampla gama de hospedeiros das
espécies patogénicas mais comuns e agressivas desse género (Hendrix &
Campbell, 1973). Porém, a rotagédo de culturas pode evitar o aumento do in6culo

de determinadas espécies (Kucharek & Mitchel, 2000).

2.1.3.2 Controle quimico

Existem poucos fungicidas para controle de Pythium sp.. O brometo de
metila foi muito utilizado como fumigante de solo para reduzir fontes de indculo.
Entretanto, devido aos efeitos nocivos deste produto a saude humana e ao
ambiente, seu uso foi interrompido em 2004 (Brasil, 2002). Entre os produtos

utilizados, pode-se citar o fungicida sistémico Metalaxil, usado para erradicagao
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do patégeno no solo, e o fungicida Captan (ingrediente ativo dicarboximida),
utilizado no tratamento de sementes e também para pulverizagdo no solo
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2003).

Os zoodsporos sao a principal fonte de inéculo de Pythium sp., portanto
medidas que controlem a proliferacdo dessas estruturas do patdégeno sao
essenciais. Stanghellini & Tomlinson (1987) demonstraram que a adigdo do
surfactante sintético nonil-fenoxi-poli (etilenoxi) etanol (Agral, Syngenta) a uma
suspensao de zoodsporos de P. aphanidermatum, P. dissotocum, P. intermedium,
P. tracheiphilum e Phytophthora nicotianae, causou a perda da mobilidade e lise
da membrana celular dos mesmos. Além disso, foi observado que a adicdo do
surfactante ao meio de cultura ndo afetou o crescimento micelial dos patégenos
(Stanghellini & Tomlinson, 1987), mostrando que o produto atua especificamente
sobre os zodsporos. Deste modo, a adicdo do surfactante na solugcéo nutritiva em
cultivos hidropdnicos poderia auxiliar na desinfestagdo da agua.

Os surfactantes sintéticos sao utilizados em associagao com fungicidas,
herbicidas e inseticidas para reduzir a tensdo superficial da agua e facilitar a
penetragcdo do produto na planta. Apos a observagao do efeito de surfactantes
nos zoodsporos, verificou-se que a habilidade de alguns microorganismos de
atuarem como antagonistas pode estar associada a produgédo de biosurfactantes

(Stanghellini & Miller, 1997; Souza et al., 2003).

2.1.3.3 Controle biolégico
O controle de Pythium spp. com o uso de microrganismos antagonistas ou
micoparasitas tem sido amplamente estudado como alternativa ao controle

quimico. Existem atualmente mais de 80 produtos comerciais utilizados para
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controle biolégico (Paulitz & Belenger, 2001). Os microrganismos utilizados
incluem isolados de Pseudomonas spp. (Georgakopoulos et al., 2002; Gravel et
al., 2005), Trichoderma spp. (Georgakopoulos et al., 2002; Lu et al., 2004),
Lysobacter sp. (Folman et al.,, 2003; Kobayashi et al., 2005) e Burkholderia
cepacia (Heunges & Parke, 2000). Inclusive uma espécie do género Pythium, P.
oligandrum, vem sendo estudada no controle de fitopatégenos de solo (Picard et
al., 2000).

Os mecanismos utilizados por microrganismos no controle biolégico
envolvem micoparasitismo (Djonovic et al., 2006), competicdo por nutrientes (van
Dijk & Nelson, 2000) ou producédo de antibiéticos (O’Sullivan & O’Gara, 1992,
Brodhagen et al., 2004), sideréforos (O’Sullivan & O’Gara, 1992), enzimas liticas
(Kobayashi et al., 2005) e biosurfactantes (Souza et al., 2003). Além disso, alguns
microrganismos sao capazes de induzir a resisténcia em plantas. Picard et al.
(2000) purificaram uma proteina denominada oligandrina de culturas de P.
oligandrum. A aplicagdo da oligandrina a plantas de S. lycopersicum impediu a
murcha e reduziu o numero de lesdes no caule das plantas causado por
Phytophthora parasitica, ndo tendo efeito sobre o crescimento micelial do
patdbgeno em meio de cultura (Picard et al., 2000).

Contudo, o sucesso de produtos comercializados para controle biolégico
depende de interagdes complexas entre a planta, o patégeno, o microrganismo de
controle e o ambiente em que eles se encontram (Heunges & Parke, 2000). Em
vista desse fato, a transicdo de resultados do laboratério para o contexto da

agricultura nem sempre é bem sucedida (Paulitz & Belanger, 2000).
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2.2 Mecanismos de defesa de plantas contra fitopatégenos
2.2.1 Mecanismos de defesa pré-formados

As plantas evoluiram de modo a serem capazes de se defender de
diversas situagdes de estresse, tanto bidticos quanto abidticos. Em geral, as
plantas sdo imunes a maior parte dos microrganismos patogénicos, devido a
presenca de mecanismos de defesa pré-formados ou passivos, 0s quais
proporcionam protecdo n&o especifica contra uma ampla gama de patégenos
(Thatcher et al., 2005). Esse tipo de imunidade é baseada nas caracteristicas
estruturais das plantas, na presenca de substancias inibitérias aos patégenos, ou
ainda na disponibilidade limitada de nutrientes (Heitefuss, 2001).

Uma série de barreiras estdo presentes na superficie do tecido vegetal,
sendo um dos seus propositos impedir a entrada de microrganismos patogénicos.
Essas barreiras incluem caracteristicas fisicas da planta como a presenca de
ceras epicuticulares, a cutina, tricomas e a parede celular. Kobayashi et al.
(1997), mostraram que os microfilamentos de actina também podem impedir a
penetracdo de patdgenos nas plantas. Plantas de cevada (Hordeum vulgare),
trigo (Triticium aestivum), pepino (Cucumis sativus) e fumo (Nicotiana tabacum)
foram submetidas ao tratamento com um inibidor da polimerizacdo da actina, a
citocalasina, levando a perda da resisténcia nao-hospedeira contra a entrada de
diversos fungos nas plantas (Kobayashi et al., 1997).

Além de barreiras fisicas, a infecgao por microrganismos patogénicos pode
ser impedida pela acdo de metabdlitos secundarios expressos constitutivamente
pelas plantas. Esses metabdlitos incluem compostos fendlicos, glicosideos
cianogénicos, terpendides e alcaldides, entre outros (Osbourn, 1996a; Yazaki,

2005). Entre os alcaldides, as saponinas avenacina, presente na aveia (Avena
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sativa), e a-tomatina, presente no tomate, sdo exemplos de compostos com

atividade antimicrobiana (Osbourn, 1996b).

2.2.2 Mecanismos de defesa induzidos

Caso as barreiras de defesa pré-formadas sejam ultrapassadas pelos
patdgenos, as plantas induzem diversas respostas adicionais, a fim de suprimir ou
limitar o crescimento do patégeno. Uma resposta de defesa bem sucedida
depende da rapida ativagdo de uma série de genes que atuam na produgao de
compostos antimicrobianos (fitoalexinas) e de espécies de oxigénio reativas,
lignificacdo da parede celular e produgdo de enzimas que degradam a parede
celular do patégeno (van Loon et al., 2006b). A diferenga entre suscetibilidade e
resisténcia ndo necessariamente esta ligada as respostas desencadeadas, e sim
com a velocidade e a magnitude que s&o induzidas e por quanto tempo elas séao
mantidas (Tao et al., 2003).

O tipo de resposta desencadeada pela planta dependera dos mecanismos
e substancias que o patdgeno utiliza durante o ataque. Patdégenos biotréficos
caracterizam-se por induzirem alteracbes no metabolismo do hospedeiro para
favorecer seu préprio crescimento, sem que haja morte das células vegetais
infectadas. Em contraste, patdégenos necrotroficos precisam matar as células do
hospedeiro para metabolizar seu conteudo e obter nutrientes (Ferrari et al., 2003).
As diferengas nos mecanismos de patogénese entre biotréficos e necrotréficos
determinaram a evolugdo do sistema de defesa, de modo que as plantas
desenvolveram mecanismos distintos, porém interligados, de resposta aos

diferentes patégenos.
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As primeiras respostas induzidas apos a percepg¢ao do hospedeiro ocorrem
no ponto de entrada do patdégeno pela deposi¢do de papilas ricas em calose e a
lignificacdo da parede celular, formando uma barreira contra a disseminagdo do
patogeno. Em geral, esses mecanismos sao desencadeados tanto contra

necrotréficos quanto contra biotréficos (Flors et al., 2005).

2.2.2.1 Defesa contra biotroficos

A defesa contra patdégenos biotréficos ocorre através de mecanismos que
sdo componentes da denominada “resisténcia gene-a-gene”, descrita por Flor
(1971). Nesse mecanismo, os produtos dos genes de aviruléncia (Avr) do
patdgeno sédo reconhecidos direta ou indiretamente por respectivos produtos dos
genes de resisténcia (R) do hospedeiro. Esse reconhecimento promove a
ativacdo do produto do gene R, desencadeando uma série de respostas de
defesa que incluem a produgéo de espécies reativas de oxigénio e a resposta de
hipersensibilidade (HR). A resisténcia gene-a-gene associada a HR € o tipo mais
estudado de resisténcia, caracterizando-se pela morte localizada de células
vegetais provocando o isolamento do patdégeno em um local onde nao encontra
os nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia (Govrin & Levine, 2000;
Glazebrook, 2005; Kirali et al., 2007). Quando um dos componentes de
reconhecimento ndo esta presente ou esta inativo, o patégeno nao é detectado
pelo hospedeiro e este ndo €& capaz de desencadear respostas de defesa
(Chisholm et al., 2006).

A resisténcia gene-a-gene também € chamada de resisténcia raga-
especifica, pois s6 é efetiva contra uma ou poucas ragas de patégenos (Kiraly et

al., 2007). A resisténcia baseada em genes R especificos é altamente eficaz no
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bloqueio de doengas em muitas espécies. Entretanto, esse tipo de resisténcia
pode ser rapidamente superada pelo surgimento de novas ragas do patdégeno

(Quirino & Bent, 2003).

2.2.2.2 Defesa contra necrotroficos

Patogenos necrotroficos utilizam enzimas hidroliticas para ultrapassar as
barreiras fisicas impostas pela planta e colonizar o tecido vegetal. Para
desencadear um processo de defesa, a planta deve reconhecer o patégeno por
meio da percepgao de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) por
receptores presentes na membrana plasmatica do hospedeiro, ou pela deteccao
de fragmentos da cuticula e da parede celular vegetal (Chisholm et al., 2006;
Huckelhoven, 2007). Os PAMPs sao estruturas conservadas da superficie do
patdogeno, como a flagelina de bactérias e a quitina de fungos, ou proteinas
secretadas pelos mesmos, como as elicitinas liberadas por espécies do género
Phytophythora (Huckelhoven, 2007). A deteccdo do patdégeno ativa mecanismos
de resisténcia basal, a qual € também denominada imunidade desencadeada por
PAMPs (PTIl, Chisholm et al.,, 2006). Segundo Adie et al. (2007b), o
reconhecimento de P. irregulare e a ativacdo da defesa em A. thaliana pode
iniciar por um receptor denominado ERECTA, por sua similaridade estrutural com
receptores tipo quinases. Com base em estudos com mutantes de A. thaliana,
verificou-se que a acdo do gene PENZ2, que codifica uma glicosil hidrolase, é
necessaria para evitar a penetragdo de patdgenos necrotroficos como P.
irregulare e Plectosphaerella cucumerina (Lipka et al., 2005; Adie et al., 2007b).

Juntamente com a formacdo de barreiras fisicas, ocorre inducdo da

producao de fitoalexinas, compostos de baixo peso molecular sintetizados apds o
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ataque do patégeno (Hammerschmidt, 1999; Huckelhoven, 2007). Experimentos
in vitro revelaram que esses compostos possuem atividade antimicrobiana. Um
estudo realizado por Thomma et al. (1999), demonstrou que plantas de A. thaliana
deficientes na produgao de camalexina, um tipo de fitoalexina, tornaram-se mais
suscetiveis a infecgao por Alternaria brassicicola, um fungo necrotréfico. Outro
fato que confirma o envolvimento de fitoalexinas na defesa contra patégenos
consiste na presengca em alguns patégenos de moléculas capazes de degradar
fitoalexinas do hospedeiro em compostos menos toxicos. Enkerli et al. (1998),
transformaram um isolado altamente virulento do fungo Nectria haematococca
(forma teleomorfica de Fusarium solani) com uma construgéo que interrompeu o
gene MAK1, o qual codifica uma proteina que degrada a fitoalexina presente no
grao-de-bico, levando a diminuigao da viruléncia do isolado.

Em resposta ao ataque de patdgenos, as plantas sintetizam proteinas
relacionadas a patogénese (PR), cujas fung¢des principais sao enfraquecer a
parede celular do patdégeno e inibir as enzimas hidroliticas liberadas pelo mesmo
(Huckelhoven, 2007). Existem 17 familias de proteinas PR, as quais incluem
quitinases (PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11), glucanases (PR-2), tioninas (PR-13),
osmotinas (PR-5) e defensinas (PR-12), entre outras (van Loon et al., 2006b).

Huffaker et al. (2006), isolaram um peptidio elicitor de A. thaliana, o qual foi
denominado AtPep1. O estudo mostrou que este peptidio ativa a transcrigao de
uma defensina responsavel pela resisténcia basal, PDF1.2 (PR-12), a produgao
de H;O, e a expressdo de uma proteina, denominada PROPEP1. Além disso, a
superexpressao de PROPEP1 conferiu resisténcia de A. thaliana contra P.
irregulare (Huffaker et al., 2006). Este estudo apresenta boas perspectivas para a

obtencgao de resisténcia genética a patdégenos do género Pythium.
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2.2.2.3 Resposta hormonal

Estudos sobre a atuagdo dos horménios vegetais como o acido salicilico,
etileno e acido jasménico em interagdes entre plantas e patdgenos
freqientemente utilizam A. thaliana como modelo, devido a existéncia de diversas
colecdes de mutantes defectivos em genes especificos. O estudo dessas linhas
mutagenizadas auxiliou na compreensdo das vias de defesa de plantas tanto a
patdgenos biotréficos, quanto a necrotroficos, incluindo os genes responsaveis
por essas respostas (revisado em Glazebrook, 2005). Em geral, acredita-se que
respostas reguladas por etileno e acido jasménico sao requeridas para indugao de
respostas de defesa contra patégenos necrotroficos, enquanto que o acido
salicilico atua na defesa contra biotréficos, sendo que essas duas vias séo
consideradas antagonistas (Glazebrook et al., 2003). Entretanto, quando os
estudos foram ampliados para diferentes patossistemas, verificou-se que o papel
desempenhado por horménios vegetais varia de acordo com a interagdo em
questao. Por exemplo, a resisténcia contra o fungo necrotréfico Botrytis cinerea é
regulada por acido salicilico em tomate e por etileno em plantas de fumo (Geraats
et al., 2002; Achuo et al., 2004).

O etileno atua em diversos processos fisioldgicos e do desenvolvimento em
plantas, como a emergéncia de plantulas, a senescéncia, o amadurecimento de
frutos e abscisdo de 6rgaos (Abeles et al., 1992, citado por van Loon et al.,
2006a). Em relagcao as respostas de defesa, o etileno atua na regulacdo de
processos como a inducdo de oclusdes do xilema e refor¢co da parede celular, a
producao de fitoalexinas e expressao de diferentes classes de genes PR (PR-2,
PR-3, PR-4 e PR-12) (Adie et al., 2007a). Geraats et al. (2002) demonstraram que

plantas de tabaco transgénicas insensiveis ao etileno (Tetr) tornaram-se mais
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suscetiveis a infeccdo causada por Pythium spp. do que plantas néo
transgénicas. Um similar aumento da suscetibilidade foi também observado com
outros patdgenos necrotroficos, tais como B. cinerea e Cercospora hicotianae,
mas nao com os biotroficos Oidium neolycopersici e Peronospora tabacina
(Geraats et al., 2003).

O acido jasmbnico desempenha papel crucial na resposta de plantas a
herbivoria (Wasternack et al., 2006), além de atuar em processos como o
crescimento radicular, a tuberizacdo, amadurecimento, senescéncia e
desenvolvimento do pdlen (Lorenzo & Solano, 2005). A importancia do acido
jasmonico em respostas de defesa pode ser verificada pela analise de plantas de
A. thaliana mutantes insensiveis (jar1) ou deficientes (mutante triplo fad3-2 fad7-2
fad8) na sintese desse hormdnio, as quais se mostraram altamente suscetiveis
aos fitopatdgenos necrotroficos P. irregulare e P. mastophorum (Staswick et al.,
1998; Vijayan et al., 1998). Plantas mutantes de A. thaliana deficientes na sintese
de acido jasmoénico foram incapazes de expressar LOX2, envolvido na via de
sintese desse horménio, e PDF1.2, uma defensina induzida por acido jasmonico e
etileno (Vijayan et al., 1998).

Estudos mostraram que o produto génico do fator de resposta ao etileno 1
(ERF1) atua na resisténcia contra patégenos necrotroficos, como B. cinerea,
Plectosphaerella cucumerina (Berrocal-Lobo et al., 2002) e F. oxysporum
(Berrocal-Lobo e Molina, 2004), em A thaliana. Esse gene expressa um fator de
transcricdo que conecta as vias de defesa mediadas por etileno e acido
jasmonico, sendo que ambos sdo necessarios para ativagdo de ERF1 e para a
consequente expressdao de genes relacionados a defesa contra patdgenos

(Lorenzo et al., 2003).
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O acido salicilico € tradicionalmente ligado a defesa contra patdgenos
biotroficos. Entretanto, Adie et al. (2007b) verificaram que em A. thaliana, apesar
do acido jasménico ser o principal sinal para a ativacdo da defesa contra P.
irregulare, os hormonios vegetais acido salicilico, etileno e acido abscisico
também contribuem, possivelmente otimizando a resposta contra o patoégeno.
Analises de expressdo génica demonstraram que o acido salicilico suprime um
grupo de genes regulado por etileno e acido jasmdnico, porém outro grupo de
genes necessita das duas vias para sua ativagao (Schenk et al., 2000).

O acido abscisico atua na regulagdo da abertura dos estbmatos e em
respostas adaptativas a varias condigdes ambientais (Mauch-Mani & Mauch,
2005). Asselbergh et al. (2007) estudaram a resposta de plantas de tomate
mutantes deficientes em acido abscisico ao patégeno necrotréfico B. cinerea.
Verificou-se que a deficiéncia neste horménio vegetal aumentou a resisténcia nas
plantas mutantes, sendo esse processo associado a producdo de peroxido de
hidrogénio (H20;), mostrando uma regulagao negativa da resisténcia por parte do
mesmo. Ja, em plantas de A. thaliana o acido abscisico desempenha papéis
distintos em resposta a diferentes patdégenos necrotréficos. Esse horménio foi
implicado na resisténcia contra P. irregulare e Alternaria brassicicola, pois plantas
mutantes insensiveis (abi4-1) ou deficientes na sintese de acido abscisico (aba2-
12 e aao03-2) mostraram uma maior predisposicdo a doenga causada pelos
patdgenos. Enquanto que a severidade da doenca induzida por B. cinerea foi
reduzida nas plantas mutantes, quando comparada com plantas tipo selvagem.

Acido salicilico, etileno, acido jasménico e, mais recentemente, acido
abscisico, sao os horménios extensivamente estudados em interagcbes planta-

patdogeno. O papel de outros horménios vegetais, como auxinas, giberelinas,
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citocininas e brassinosterdides, vem sendo ultimamente estudado mais
detalhadamente. Segundo Robert-Seilaniantz et al. (2007), possivelmente,
auxinas e citocininas atuam na defesa contra necrotroficos, enquanto que

giberelinas atuam na defesa contra biotroficos.

2.3 Estratégias de analise de expressao génica na interacdo planta-patégeno

Estudos dos mecanismos moleculares envolvidos nas respostas de defesa
de plantas contra patégenos tornam-se cada vez mais comuns e sao facilitados
pela grande quantidade de informagcdes que surgem dos projetos de
sequenciamento de plantas como A. thaliana, tomate e arroz. Por muitos anos, os
estudos utilizavam métodos de analise ndo-quantitativos ou semi-quantitativos,
como Northern Blot e a transcricdo reversa acoplada a reagcdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR). O avango das técnicas de biologia molecular permitiu a
criacdo de ferramentas mais sensiveis e robustas. Entre essas ferramentas, a
PCR em tempo real vem se mostrando importante no monitoramento do acumulo
de transcritos de genes especificos.

Com a utilizacgo da PCR em tempo real se pode monitorar o
incremento no numero de moléculas de DNA sintetizadas a cada ciclo da reacgao.
Os produtos amplificados sdo detectados através do uso de sondas especificas
ou de agentes intercalantes fluorescentes, sendo que o agente mais empregado é
o fluoréforo “SYBR® Green” (Costa, 2004). Na presenca de moléculas de fita
dupla, como o DNA, esses agentes se intercalam na molécula e passam a emitir
fluorescéncia, de modo que o nivel de fluorescéncia emitida & proporcional a
quantidade de produto formado (Klein, 2002). A quantidade de moléculas

formadas pode ser descrita de maneira absoluta ou relativa. A quantificagao
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absoluta é realizada através da comparagao com uma curva padrao previamente
determinada. Ja a quantificacdo relativa envolve a comparacdo da amplificagéo
entre duas amostras, uma tratada e outra nao tratada (Livak & Schmittgen, 2001).

No contexto de interagdes planta-patégeno, a PCR em tempo real vem
sendo utilizada principalmente para detecgcdo de microrganismos patogénicos,
como fungos, virus, bactérias e oomicetos (Atkins & Clark, 2004; Tomlinson et al.,
2007; Weller et al., 2007; Mason et al., 2008). Além disso, essa ferramenta é
utilizada para validagao de resultados de analises de expressao por microarranjos
(Phantee et al., 2007) e para estimar o nivel de transcritos de genes de interesse
em estudos das respostas de plantas a infecgdes por patdégenos (Yan & Liou,

2005).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e isolados

Todas as anadlises foram realizadas com a utilizacdo de sementes
comerciais de tomate (Solanum lycopersicum L., variedade Gaucho, ISLA). Os
cinco isolados do género Pythium pertencem as seguintes espécies: P. deliense,
P. dissotocum, P. graminicola, P. inflatum e P. ultimum. Os isolados fazem parte
da colegéo do Laboratorio de Fitopatologia Molecular da UFRGS e foram obtidos
a partir de plantas de fumo (Nicotiana tabacum) com sintomas de amarelecimento
foliar e podriddo radicular. Os isolados foram mantidos em placas de Petri
contendo 20 mL de meio de cultura CM, composto por 17 g.L™* de farinha de milho
e 15 g.L"' de agar, acrescido de 100 mg.L™" do antibiético ampicilina e 20 mg.L™

do fungicida Benomyl. As placas foram armazenadas a 4°C.

3.2 Avaliacdo da patogenicidade dos isolados do patégeno em S.
lycopersicum
3.2.1 Preparo do in6culo

Para o crescimento dos isolados, um bloco de meio de cultura (5 mm x 5
mm) contendo micélio dos isolados foi removido com auxilio de um bisturi de uma
placa de meio CM para uma nova placa de Petri contendo meio de cultura CM,

acrescido de ampicilina (100 mg.L™). As placas foram incubadas durante trés dias
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no escuro a 28°C. O inéculo foi preparado pela adicdo de aproximadamente 150
graos de aveia na superficie da placa. Os graos foram previamente autoclavados
duas vezes a 120°C durante 20 min. As placas foram mantidas no escuro a 28°C

por sete dias (informagao pessoal, Jeferson M. Dariva).

3.2.2 Crescimento e inoculacao das plantulas

Sementes de S. lycopersicum foram plantadas em substrato autoclavado
duas vezes a 120°C durante 20 min. A semeadura foi realizada em bandejas de
isopor com 104 células, colocadas sobre bandejas plasticas. Simultaneamente a
semeadura, foi realizada a inoculagdo com graos de aveia contendo micélio de
um dos isolados das espécies utilizadas. Cada tratamento consistiu de 104
sementes de S. lycopersicum, uma por célula, inoculadas com um gréo de aveia
contendo micélio dos isolados de P. deliense, P. dissotocum, P. graminicola, P.
inflatum ou P. ultimum. Além disso, uma bandeja foi inoculada com graos de aveia
autoclavados e ndo contendo micélio do patdgeno, consistindo no controle do
experimento. As bandejas foram mantidas em camara de crescimento com
fotoperiodo de 14h de luz e temperatura de 30°C + 2°C e 20°C £ 2°C (EMBRAPA,
2003). O experimento mantido a 30°C foi repetido duas vezes, sendo que o
isolado de P. dissotocum foi avaliado somente uma vez.

A patogenicidade dos isolados foi avaliada nas plantulas 14 dias apés a
inoculagado, por meio de trés critérios: mortalidade (podridao pré-emergéncia ou
tombamento), comprimento da parte aérea e comprimento do sistema radicular. O
comprimento da parte aérea foi medido desde a regido do colo da raiz até o apice

da primeira folha. O comprimento do sistema radicular foi medido da regido do



24

colo da raiz até a extremidade da raiz principal. Uma amostra de dez plantulas por
tratamento foi selecionada aleatoriamente para visualizagdo em microscoépio 6tico.

Os dados foram submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) com um
critério de classificacdo e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (a =

0,05), com a utilizagao do programa SAS verséao 8.

3.3 Avaliacao da severidade da doenca em S. lycopersicum em funcéo da
temperatura e da concentracdo de zoosporos
3.3.1 Producéao de zodsporos

O método de produgao de zodsporos foi adaptado de Raftoyannis & Dick
(2006). Um bloco (5 mm x 5 mm) de meio de cultura CM contendo micélio dos
isolados utilizados foi transferido com auxilio de um bisturi para uma placa de
Petri contendo meio de cultura AA, composto por 15 g.L™' de agar acrescido de
ampicilina (100 mg L™). As placas foram incubadas no escuro a 25°C durante trés
dias. Apos esse periodo, um bloco deste meio foi transferido para placas de Petri
(6 cm de didametro) contendo 10 mL de meio de cultura V8, composto por 100
mL.L”" de suco de vegetais V8 (Campbell), acrescido de 20 g.L™' de Agar e 100
mg.L'1 de ampicilina. As placas foram incubadas por mais trés dias no escuro a
25°C. Em seguida, o meio de cultura contendo micélio do patégeno foi transferido
para outra placa de Petri (9 cm de didmetro) e o meio foi submetido a trés
lavagens com agua destilada estéril. Apds a ultima lavagem, o meio foi submerso
em aproximadamente 15 mL de agua destilada estéril e mantido sob luz durante
15 min. A placa foi entdo incubada a 4°C durante sete dias. A quantificagcdo da
producao de zoodsporos foi realizada com a utilizacado de camara de Neubauer em

microscopio 6tico, com aumento de 400 vezes.
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3.3.2 Crescimento das plantas

A assepsia das sementes de S. lycopersicum foi realizada em cabine de
fluxo laminar horizontal através da imersdo das sementes S. lycopersicum em
etanol 70 % durante 1 min, seguida de 20 min de imersao em hipoclorito de sédio
2,5 % acrescido de Tween-20 0,1 %. Em seguida, as sementes foram lavadas
quatro vezes em agua destilada estéril (Nogueira et al., 2001)

Apds a assepsia, as sementes foram colocadas em placas de Petri (9 cm
de didmetro) contendo aproximadamente 20 ml de meio integral MS (Murashige &
Skoog, 1962), suplementado com 8 g.L™" de agar e 100 mg.L™" de ampicilina. O pH
da solugao foi ajustado previamente a esterilizagdo do meio em 5,8 pela adigéo
de hidroxido de sodio ou &cido cloridrico, conforme a necessidade. Foram
distribuidas 10 sementes por placa, as quais foram mantidas em camara de
crescimento sob temperatura de 26 + 2°C e fotoperiodo de 14 h de luz

(EMBRAPA, 2003).

3.3.3 Inoculacéao

Para a avaliacdo da severidade da doenca provocada por isolados de
diferentes espécies do género Pythium foram utilizadas plantulas de S.
lycopersicum com sete dias de crescimento. O experimento foi conduzido em
esquema fatorial com 5 espécies do patégeno X 4 concentragdes de inéculo X 3
temperaturas, totalizando 60 tratamentos com quatro repeticbes, em
delineamento de parcelas subdivididas. As plantulas foram submetidas a
tratamentos com uma das seguintes concentracdes de indculo: 10*, 10°, 10° ou
10" zoodsporos.mL™. Foram utilizados os cinco isolados de espécies do género

Pythium citados anteriormente e os zodsporos de cada um dos isolados foram
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suspensos em agua destilada estéril. Cada placa contendo plantulas de S.
lycopersicum recebeu 2 mL da suspensdo de zodsporos ou 2 mL de agua
destilada estéril, no caso dos controles. Apds, as placas foram incubadas nas
temperaturas de 20°C % 2°C, 25°C * 2°C ou 30°Cz 2°C, com fotoperiodo de 14h
de luz. Cada tratamento foi formado por uma placa de Petri contendo 10
plantulas, de modo que, ao final, foram avaliadas 40 plantulas por tratamento.

A severidade da doenca foi avaliada por meio de uma escala de sintomas,
como ilustrado na Tabela 1. Os sintomas foram analisados no periodo
compreendido entre dois a cinco dias apds a inoculacao.

Para posterior analise de expressao génica, plantulas que receberam o
tratamento composto por indculo na concentragdo de 10° zodsporos.mL™ e
plantulas controle, nas trés temperaturas testadas e dois e cinco dias apds a
inoculagao foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer a -70°C

até o momento da extracdo de RNA total.

Tabela 1. Escala de severidade de sintomas causados pela inoculagcdo com
isolados de diferentes espécies do género Pythium em plantulas de
Solanum lycopersicum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2007.

Grau de severidade Sintomas morfolégicos

0 Sem sintomas aparentes
Raras lesbes isoladas
Lesdes <1 mm
Lesbes > 1 mme <2 mm
Lesbes > 2 mme <3 mm
Lesbes >3 mme <4 mm
Lesbes >4 mme <5 mm

N o b WODN -

Lesbes > 5 mm

Os resultados de cada repetigdo foram agrupados para a realizagdo da

analise estatistica. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA, seguido do
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teste t para comparacdo das médias (a = 0,05), com a utilizagcdo do programa

SAS versao 8.

3.4 Avaliagdo da incidéncia de doenca na presenca de hormdénios vegetais,
indutores de crescimento ou inibidores de hormonios
3.4.1 Producao de zo6sporos e crescimento das plantas

Os zoo6sporos foram obtidos conforme item 3.3.1. A assepsia e semeadura

das sementes de S. lycopersicum foram realizadas como descrito no item 3.3.2.

3.4.2 Inoculacéao e tratamentos

A incidéncia da doenca foi avaliada em plantulas de S. lycopersicum com
seis dias de crescimento. As plantulas foram submetidas a tratamentos com dois
horménios vegetais, acido abscisico (ABA, Gibco BRL) e acido salicilico (AS), o
regulador de crescimento vegetal etefon (24%, principio ativo do produto Ethrel®,
Bayer) ou com o composto aminoetoxivinilglicina (AVG) (15%, principio ativo do
produto Retain, Sumimoto Chemical). Os tratamentos consistiram na inoculagao
das plantulas com zodsporos de P. deliense, P. inflatum e P. ultimum, em
concentragdo de 10° zodsporos.mL™, seguido da aplicagao de um dos seguintes
compostos: ABA (100 uM, Asselbergh et al., 2007), AS (4 mM, Diaz et al., 2002),
etefon (ET, 7mM, Sivasankar et al., 2000), ou AVG (1 mM, Sivasankar et al.,
2000). Cada placa recebeu 2 mL da suspensdo contendo zodsporos € um dos
compostos utilizados para os tratamentos. Os controles consistiram de plantulas
inoculadas e nao submetidas aos tratamentos, e plantulas submetidas aos
tratamentos, mas nao inoculadas, além de plantulas n&o inoculadas e nao

tratadas, nas quais foram aplicados 2 mL de agua destilada e esterilizada. As
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placas foram mantidas em camara de crescimento a 26°C + 2°C e fotoperiodo de
14 h de luz durante trés dias. Cada tratamento consistiu de uma placa de Petri
contendo 10 plantulas, com trés repeticdes, de modo que foram avaliadas 30
plantulas por tratamento.

A avaliacao foi realizada por meio de contagem do numero de plantas com
sintomas de necrose em cada placa. Para posterior analise de expressao, oito
plantulas por tratamento foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -
70°C até o momento da extracdo de RNA.

Os resultados das repeticdes foram agrupados para realizagao da analise
estatistica. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA com um critério de
classificagao e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05), com

a utilizacdo do programa SAS versao 8.

3.5 Avaliacdo da severidade da doenca em S. lycopersicum na presenca de

um surfactante sintético

3.5.1 Producao de zo6sporos e crescimento das plantulas
Os zodsporos foram obtidos conforme item 3.3.1. A assepsia e semeadura

das sementes de S. lycopersicum foram realizadas como descrito no item 3.3.2.

3.5.2 Inoculagéo

Para avaliacdo do efeito da adicdo do surfactante nonil-fenoxi-poli-
(etilenoxi) etanol (Agral®, Syngenta) nos sintomas causados por diferentes
isolados de espécies do género Pythium, foram utilizadas plantulas de S.
lycopersicum com sete dias de crescimento. Os tratamentos consistiram na

inoculagdo das plantulas com zodsporos de P. deliense, P. graminicola e P.

28
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dissotocum em concentracdo de 10° zodsporos.mL™ com a adigdo do surfactante
nas concentragbes de 0,03 mL.L" ou 0,3 mL.L"'. Foram realizadas trés
repeticdes, totalizando 30 plantulas por tratamento. Os zodsporos e o surfactante
foram diluidos em agua destilada estéril e 2 mL desta suspensao foram aplicados
em cada placa contendo plantulas de S. lycopersicum. As placas foram mantidas
por cinco dias a 28°C + 2°C e fotoperiodo de 14h de luz.

As plantulas inoculadas foram analisadas por meio de uma escala de
sintomas, como ilustrado na Tabela 1. Os sintomas foram avaliados dois e cinco
dias apds a inoculagao.

Os resultados das repeticdes foram agrupados para realizagao da analise
estatistica. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA com um critério de
classificagao e as médias foram comparadas pelo teste de Fisher (a = 0,05), com

a utilizacdo do programa SAS versao 8.

3.6 Extracdo de RNA total e isolamento de mRNA

O RNA total foi extraido conforme Bugos et al. (1995). As plantulas (8 a 10)
foram trituradas utilizando nitrogénio liquido. Foram acrescentados 400 puL de
tampéao de extragdo de RNA [100 mM de Tris-HCI (pH 9,0); 200 mM de NaCl; 15
mM de EDTA; e 0,5 % de SDS], 2,3 uL de 2-mercaptoetanol, 400 uL de fenol e 80
uL de uma mistura de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, viv). Apds a
homogeneizagdo em um agitador tipo vortex por 2 min, foram acrescentados 28
uL de acetato de sodio 3 M (pH 5,2). Nova agitagao vigorosa foi realizada por 1
min, seguida de uma incubag¢ao no gelo por 15 min. Posteriormente, foi realizada
centrifugagcéo a 16.000 x g por 10 min a 4°C. Ao liquido sobrenadante foram

acrescentados 400 uL de fenol e 80 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1,
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v:v), seguida de agitagao vigorosa por 2 min e centrifugacdo a 16.000 x g por 5
min a 4°C. Esse procedimento foi repetido com o liquido sobrenadante obtido
apos a centrifugacao. Apds as extragdes, os acidos nucléicos foram precipitados
atraveés da adi¢cdo de 500 pL de isopropanol e da incubagao por aproximadamente
1 h a — 20°C e, em seguida, centrifugados a 10.000 x g por 10 min a 4°C. O
liquido sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500 uL de etanol 70 %
ao precipitado, seguido de centrifugacdo a 10.000 x g por 5 min a 4°C.
Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura
ambiente. Apds, o precipitado foi ressuspendido em 82,5 uL de agua ultra pura
(Milli-Q) e incubado a temperatura ambiente por 10 min. A precipitagédo seletiva de
RNA foi realizada com a adi¢ao de 37,5 uL de cloreto de litio 8 M e da incubagao
no gelo durante 3 h, seguida de centrifugagdo a 10.000 x g por 10 min a 4°C. O
liquido sobrenadante contendo o DNA foi retirado e a lavagem do precipitado foi
realizada com 500 uL de etanol 70 % seguida de centrifugagao a 10.000 x g por 5
min a 4°C. Esse ultimo procedimento foi repetido mais uma vez. O precipitado
permaneceu em temperatura ambiente até secar e foi ressuspendido em 50 puL de
agua ultra pura. O RNA foi incubado por 10 min a temperatura ambiente antes de
ser armazenado a - 20°C.

A concentracdo de RNA total foi estimada através da leitura em
espectrofotdbmetro (BioRad) pela absorbancia a 260 nm (Azsp), utilizando como
padrdo 1 (A= 1 equivale a uma concentragdo de 40 ug.mL"' de RNA). A
qualidade do RNA extraido foi avaliada por espectrofotometria pela relacéo
0OD260/280 nm e por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 1 %, contendo
tampao TBE [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de H3BO3; e 2 mM de EDTA]. O

gel foi corado com brometo de etidio (0,5 pg.mL™"), fotografado e analisado
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através do sistema de fotodocumentagdo computadorizado de analise de gel
(Kodak Digital Science 1D-EDAS 120).

Os mRNAs das amostras foram obtidos utilizando o RNA total extraido e o
sistema “PolyATract® mRNA Isolation System IlI” (Promega), seguindo as

instru¢des do fabricante.

3.7 Sintese de cDNA
Para a sintese do cDNA, os mRNAs foram submetidos a reacdo da
transcricdo reversa seguida da reagcdo em cadeia da polimerase (RT-PCR),

conforme descrito por Murphy & Taiz (1995). O mRNA das plantas (1 ng) foi

transcrito reversamente (RT) adicionando primeiro 0,4 uM do oligonucleotideo

iniciador Oligo1 (5" — AAGCTTTTTTTTTTTT — 3’) e agua ultra pura até completar
o volume de 25 pL. A reacao foi incubada por 2 min a 70 °C. Posteriormente, a
reacao foi constituida de 0,5 mM de cada ANTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP,
Invitrogen); 50 mM de Tris HCI (pH 8,3); 75 mM de KCI; 3 mM MgClz; 1 mM de
DTT (ditiotreitol); 200 U da enzima de transcri¢do reversa (MMLV-RT) (Amersham
Biosciences) e agua ultra pura até completar o volume de 50 uL. A reacgao foi

incubada por 2 h a 37 °C.

3.8 Selecdao in silico de genes envolvidos em respostas de defesa

Foram realizadas buscas em bases de dados como NCBI (National Center
for Biotechnology Information), TAIR (Arabidopsis Information Resource) e
Solgenes (SOL Genomics Network). Apos a selecdo dos genes, foram
desenhados oligoucleotideos iniciadores com o auxilio do software Primer3

(Rozen & Skaletsky, 2000). Foram sintetizados oligonucleotideos iniciadores,
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cujas sequéncias encontram-se descritas na Tabela 2. Os oligonucleotideos
Gapdh - 2R, Ext—F e Ext— R, Cel1 —F e Cel1 - R e ERF1 - F e ERF1 - R foram
baseados nas sequéncias NM113576, Z46674, U13054 e AY077626,
respectivamente, depositadas no banco de genes do NCBIl. Ja, os
oligonucleotideos Gapdh — F (Shih et al., 1992), PR1 - F e R, PR5 — F e R
(Asselberg et al., 2007) e LoxD — F e R (Flors et al., 2007) foram baseados nos

respectivos artigos cientificos.

3.9 Andlise do acumulo de mRNA por RT-qPCR

O método escolhido para avaliar a expressao génica em S. lycopersicum
foi de quantificacao relativa por RT-PCR em tempo real (RT-qPCR). Foi utilizado o
sistema “Platinum® qPCR SuperMixes” (Invitrogen) e as amplificagcdes foram
realizadas em um termociclador “Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
System”. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram citados na Tabela 2,
sendo que o gene constitutivo que codifica para gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (Gapdh, Shih et al., 1992) foi utilizado como controle enddgeno.

As reacdes foram realizadas em triplicatas. O volume final de reacao foi de
12 uL: 6 pL de “Platinum® gPCR SuperMixes”, o qual contém o fluoréforo SYBR®
Green, a enzima DNA Polimerase AmpliTaq Gold®, dNTPs, fluoréforo para
referéncia passiva ROX e outros componentes do tampao formulados pelo
fabricante (Invitrogen); 5 L de cDNA diluido 100 X; e 0,12 pL (concentracéo final
de 200 nM) de cada um dos oligonucleotideos iniciadores (direto e reverso). As
amplificacbes foram realizadas em uma placa o6tica de polipropileno com
capacidade para 96 amostras (Applied Biosystems). As condi¢gdes de amplificagdo

compreenderam uma desnaturacgao inicial e ativagcdo da DNA polimerase de 95 °C
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por 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacédo a 95 °C por 15 s e pareamento
a 60 °C por 1 min. Ao final da reacao, foi adicionada uma etapa de dissociacéo,
na qual os produtos de amplificagcdo de cada par oligonucleotideos iniciadores

foram submetidos a temperaturas de 60 a 95°C.

Tabela 2. Numeros de acesso no NCBI, sequéncias, tamanho dos produtos e
temperaturas de dissociagdo (Tm) dos oligonucleotideos iniciadores
utilizados. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2007.

N° de A o o Produto Tm
Nome 2CESSO Seqliéncia (5’ - 3) (pb) (°C)
Gapdh —F GAAATGCATCTTGCACTACCAACTGTCTTGC
M64114 273 84,2
Gapdh - 2R CCCGTTGAGTTTTCCTTTGA
PR1-F GGACGATGGTCTAGCAGCCTATG
X71592.1 134 83,3
PR1-R CAGCACCAGCAGCGTTTAGC
PR5-F TTGTGGTGGAGTCCTGGATTGC
AJ277064 188 80,4
PR5 - R TGGCTGTGCATTGAATTGGATGAC
ERF1-F GGGGTGACTTGCCGTTAAAA
AYQ077626 172 81,6
ERF1-R GTCGGCGGAGAAACAGAAGT
Ext—F CCCTCACCAACACCATACCA
746674 188 82,3
Ext—R TGGAAAATGCCTTTCTTTCAGC
Cell —F GTTTGCTGGAGCCCAAACTT
U13054 237 78,0
Cel1 =R CCAGCTGCCTCAAGGACTTT
LoxD - F GGCTTGCTTTACTCCTGGTC
u37840 72 81,6
LoxD - R AAATCAAAGCGCCAGTTCTT

O ciclo limiar (Ct) de cada amostra foi verificado por meio da média das
triplicatas técnicas das amostras (repeticoes de um mesmo cDNA sintetizado). A
quantidade de transcritos foi normalizada em relagdo ao gene enddgeno de
acordo com a funcgéo: AC; = C; (gene de interesse) - C; (controle enddégeno). Para
comparar os niveis de expressado entre plantulas tratadas e nao tratadas foi

utilizada a seguinte fungédo: AAC; = AC; (gene de interesse) - AC; (calibrador). O
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calibrador utilizado foi o cDNA de plantulas controle, que receberam somente
agua destilada estéril. Finalmente, a abundancia de transcritos de cada gene de
interesse foi determinada por meio da férmula: 2742 (Livak & Schmittgen, 2001).
Os resultados foram analisados por meio do teste ANOVA a um critério de
classificagdo. As médias das amostras foram comparadas utilizando-se o
programa SAS versao 8, por meio do teste de separacdo de médias de Fisher (a

= 0,05).



4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao biolégica

Inicialmente, cinco espécies do género Pythium isoladas de plantas de
fumo foram testadas quanto a patogenicidade em plantulas de tomate, na
temperatura de 30°C £ 2°C. Apds 14 dias, trés parametros foram avaliados:
mortalidade (incidéncia de podridao pré-emergéncia e tombamento), comprimento
da parte aérea e comprimento do sistema radicular. Os resultados da primeira e
da segunda repeticdes do experimento podem ser observados nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente. Em analises de microscopia o6tica foi possivel verificar que os
isolados das cinco espécies causaram infeccdo nas plantulas de S. lycopersicum,
pela presenca de estruturas do patégeno como micélio, o6sporos e apressorios

(Figura 1).

Tabela 3. Mortalidade, comprimento da parte aérea e comprimento radicular de plantulas
de S. lycopersicum inoculadas com quatro isolados de espécies do género
Pythium. As plantulas foram mantidas a 30°C + 2°C por 14 dias. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2006.

Comprimento da parte Comprimento
Mortalidade (%) aérea (cm) radicular (cm)
Média® + DP Média® + DP
Controle 1d 12,02+ 1,88 a 14,40 £ 4,70 ab
P. deliense 35 b 9,93+252 b 12,68 £5,35 b
P. graminicola 18 ¢ 8,68+2,14 c 14,57 £ 6,07 ab
P. inflatum 8 d 9,656+2,65 b 13,64+£491 b
P. ultimum 60 a 10,36 £2,18 b 15,67 £5,51 a
p 0,0001 0,0001 0,0408
Ccv 22% 38%

#Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si de acordo com teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 4. Mortalidade, comprimento da parte aérea e comprimento radicular de plantulas
de Solanum lycopersicum inoculadas com cinco isolados de espécies do
género Pythium. As plantulas foram mantidas a 30°C + 2°C por 14 dias.

UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

Comprimento da parte Comprimento radicular

Mortalidade (%) aérea (cm) (cm)
Média® + DP Média® + DP
Controle 3¢ 8,58+ 1,58 a 7,98 + 3,03 a
P. deliense 7 bc 7,71+2127 b 8,06 +3,05 a
P. dissotocum 62 a 7,15+ 3,79 bc 591+417 b
P. graminicola 18 b 6,89+1,45 ¢ 6,57+251 b
P. inflatum 10 bc 590+1,76 d 7,15+ 3,07 ab
P. ultimum 67 a 8,32 +2,28 ab 7,35+3,76 ab
p 0,0001 0,0001 0,0001

cv
@Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

25%

42%

Figura 1. Estruturas observadas em plantulas de Solanum lycopersicum inoculadas com
isolados de diferentes espécies do género Pythium. Os tecidos foram corados
com azul de trypan e visualizados em microscopio 6ético. a) Odsporos de P.
deliense visualizados no tecido radicular; b) Detalhe de o6sporo de P. deliense;
c) Apressoério de P. deliense; d) Micélio de P. ultimum em tecido radicular
necrosado. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.
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A inoculagdo com os isolados de P. ultimum (67%) e P. dissotocum (62%)
provocou o maior percentual de mortalidade (segunda repeti¢cao), visualizada na
forma de podriddo pré-emergéncia e tombamento (Figura 2), diferindo
significativamente do controle ndo inoculado e da inoculagdo com os outros
isolados (p<0,0001). Uma variagao foi observada nos resultados de mortalidade
provocada por P. deliense nas duas repeticdes, com 35% de tombamento na
primeira repeticdo e 7% na segunda repeticdo. A incidéncia da doenga em
plantulas inoculadas com P. inflatum foi de 8%, na primeira repeti¢ao, e 10% na
segunda repeticdo, néo diferindo do controle ndo inoculado em ambos o0s casos
(p>0,05). O isolado de P. graminicola provocou um nivel intermediario de

mortalidade, de aproximadamente 18%, nas duas repeticées (Tabelas 3 e 4).

Quando foi verificado o comprimento da parte aérea das plantulas
emergidas, observou-se que todos os isolados provocaram uma redugéo
significativa no crescimento (p<0,0001, Tabelas 3 e 4). E importante destacar que
os isolados que provocaram um nivel baixo ou intermediario de tombamento
foram aqueles que promoveram as maiores reducdes no crescimento da parte
aérea das plantulas. A inoculacdo com P. inflatum resultou em plantulas com 9,65
cm (primeira repeticdo) e 5,90 cm (segunda repetigdo) e P. graminicola com 8,98
cm (primeira repeticdo) e 6,89 cm (segunda repeticdo). Em relacdo ao
comprimento do sistema radicular, nenhum isolado diferiu significativamente do
controle na primeira repeticdo, e P. dissotocum (5,91 cm, p=0,0004) e P.
graminicola (6,57 cm, p=0,0023) diferiram do controle (7,98 cm) na segunda
repeticdo, mostrando que este parametro n&o foi conclusivo para verificar

diferencgas entre os isolados.



38

Figura 2. Plantulas de Solanum lycopersicum com 14 dias, inoculadas com diferentes
isolados do género Pythium. a) Controle ndo inoculado; b) inoculagdo com P.
dissotocum; c) inoculagdo com P. inflatum; d) inoculacdo com P. ultimum. As
setas vermelhas indicam alguns locais de podridao pré-emergéncia. UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2006.

O teste de patogenicidade foi também realizado na temperatura de 20°C
desde o momento da semeadura, a qual foi realizada simultaneamente com a
inoculagdo. Neste caso, foi avaliada somente a incidéncia de doenga
(mortalidade). A incidéncia na inoculagdo com o isolado de P. ultimum foi
extremamente alta nesta temperatura, ocorrendo 93% de mortalidade. Do mesmo
modo, a doenga causada pelos isolados de P. graminicola e P. inflatum foi
favorecida pela baixa temperatura, com 50% e 40% de mortalidade,
respectivamente. Entretanto, verificou-se que a baixa temperatura desfavoreceu o
isolado de P. dissotocum, pois a mortalidade (19%, Tabela 5) causada pelo

mesmo foi menor do que na temperatura de 30°C (62%).
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Tabela 5. Mortalidade de plantulas de Solanum lycopersicum inoculadas com cinco
isolados de espécies do género Pythium. As plantulas foram mantidas a 20°C
1 2° C por 14 dias. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

Espécie Mortalidade® (%)

Controle 6 d

P. deliense 26 c

P. dissotocum 19 cd

P. graminicola 50 b

P. inflatum 40 bc

P. ultimum 93 a
p<0,0001

@Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A fim de detalhar a caracterizagao das diferencas existentes na severidade
da doenca provocada pelos isolados avaliados, experimentos foram realizados
para verificar o efeito da temperatura, concentragdo de inéculo e do tempo de
incubacdo, nos sintomas provocados em S. lycopersicum. Foram utilizados
zoosporos dos isolados de Pythium spp., possibilitando o tratamento das plantulas
com uma concentracdo conhecida de indculo. Além disso, o experimento foi
realizado em um sistema axénico, placas contendo meio de cultura, evitando a

interferéncia de outros microrganismos.

Verificou-se que houve interacdo da concentracdo de indéculo com os
isolados utilizados nas trés temperaturas avaliadas (p<0,05, Figura 3). A
severidade da doenga em plantulas inoculadas com P. ultimum foi diretamente
proporcional ao aumento da concentracido de zodsporos nas trés temperaturas
avaliadas. Por exemplo, a 25°C, plantulas que receberam 10* zoosporos.mL™
apresentaram um indice de sintomas de 0,93. Esse valor aumentou para 2,48 em
plantulas que receberam 10° zodsporos.mL™, 4,85 em plantulas que receberam
10° zodsporos.mL™, chegando a 6,65 quando as plantulas foram inoculadas com

107 zooésporos.mL™ (Figura 3b e Tabela 7). Nas interagdes envolvendo outros
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concentragcdo oOtima para cada

isolado,
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relacdo a

aparentemente havendo menor

dependéncia da concentragao de indculo na severidade da doenca (Tabelas 6, 7

e 8 e Figura 3).

Tabela 6. Comparacao entre médias dos sintomas observados em plantulas de Solanum
lycopersicum cinco dias apdés a inoculagdo com quatro concentragbes de
zoosporos de diferentes isolados de espécies do género Pythium. As plantulas
foram mantidas nas temperaturas de 20°C + 2°C. Cada valor é a média® +
desvio padrao do indice na escala de sintomas de 40 plantulas. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2007.

Concentragdo (zodsporos.mL™)

Espécie
10* 10° 10° 10’
Controle 0,00 £ 0,00 bA 0,00 +0,00 bA 0,00 +0,00 bA 0,00+ 0,00 dA
P. deliense 3,43+£0,91aA 5,00+0,59aA 4,98+1,21aA 4,20+0,63bA
P. dissotocum  3,13+0,175aA 3,96+1,00aA 4,10+0,59aA 3,38 + 0,56 bcA
P. graminicola  4,35+2,19aA 4,65+2,74aA 4,38+0,78aA 4,90+ 2,05 abA
P. inflatum 0,68+0,17bA 0,68+0,39bA 1,53+1,16 bA 1,73 £ 1,40 cdA
P. ultimum 1,40+1,01bC 333+327aB 568+221aA 6,33+0,57 aA

@ Médias seguidas da mesma letra mindscula (coluna) ou mailscula (linha) ndo diferem entre si
pelo teste t (p<0,05).

Tabela 7. Comparacao entre médias dos sintomas observados em plantulas de Solanum
lycopersicum cinco dias apdés a inoculagdo com quatro concentragbes de
zoosporos de diferentes isolados de espécies do género Pythium. As plantulas
foram mantidas nas temperaturas de 25°C + 2°C. Cada valor é a média® +
desvio padrao do indice na escala de sintomas de 40 plantulas. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2007.

Concentragdo (zodsporos.mL™")

Espécie
10* 10° 10° 10’
Controle 0,00£0,00cA 0,00£0,00dA 0,00x0,00cA 0,00£0,00cA
P. deliense 3,18+0,90bB 5,18+0,62aA 4,58+0,48aAB 3,90 + 0,56 bAB
P. dissotocum 2,65+ 1,25bA 4,00+ 1,20abA 3,88+0,177aA 3,65+ 0,26 bA
P. graminicola 4,95+0,99aA 4,05+1,16 abA 4,38+ 1,62aA 5,20+ 0,91 abA
P. inflatum 0,90+0,08cB 0,93+0,69cdB 2,15+2,70bA 2,85+2,01 bA
P. ultimum 0,93+£0,99cC 248+257bcC 485+254aB 6,65+0,40aA

@ Médias seguidas da mesma letra mindscula (coluna) ou mailscula (linha) ndo diferem entre si
pelo teste t (p<0,05).
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Figura 3. Progressao da doenga em plantulas de Solanum lycopersicum cinco dias apés
a inoculagao com quatro concentragoes de zodsporos de diferentes isolados de
espécies do género Pythium. As plantulas foram mantidas nas temperaturas de
20°C + 2°C (a), 25°C + 2°C (b) e 30°C + 2°C (c). ' 0 = sem sintomas aparentes;
7 =lesbes > 5 mm. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2007.
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Tabela 8. Comparacao entre médias dos sintomas observados em plantulas de Solanum
lycopersicum cinco dias apdés a inoculagdo com quatro concentragbes de
zoosporos de diferentes isolados de espécies do género Pythium. As plantulas
foram mantidas nas temperaturas de 30°C + 2°C. Cada valor é a média® +
desvio padrao do indice na escala de sintomas de 40 plantulas. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2007.

Concentragdo (zo6sporos.mL™)

Espécie
10* 10° 10° 107
Controle 0,00 + 0,00 cA 0,00+0,00dA 0,00+0,00dA 0,00+0,00cA
P. deliense 3,88+098bC 538+1,03bA 4,38+0,85bB 3,98 + 0,46 bBC

P. dissotocum 4,18 £ 0,88 bAB 4,83 + 0,85 bcAB 5,33 + 0,83 abA 3,75+ 0,86 bB
P. graminicola  565+190aA 3,88+141cB 3,95+122bB 4,40+ 1,66 bAB
P. inflatum 0,25+0,31cB 0,38+x0,05dB 223+281cA 0,40+0,29cB

P. ultimum 1,25 £ 0,24 cB 7,00+£0,00aA 6,93+0,15aA 6,43 +0,39 aA
@ Médias seguidas da mesma letra mindscula (coluna) ou mailscula (linha) ndo diferem entre si
pelo teste t (p<0,05).

Sob baixa concentracdo de indculo (10* zodsporos.mL™), foi possivel
observar a formacao de trés grupos distintos de isolados quanto aos sintomas
causados nas trés temperaturas (Figura 3). O primeiro grupo foi formado pelos
isolados que provocaram a baixa severidade, P. inflatum e P. ultimum. O grupo
intermediario foi formado por P. deliense e P. dissotocum. Por fim, o isolado de P.
graminicola causou a maior severidade da doenca, em geral diferindo
significativamente dos outros isolados, independente da temperatura e do tempo
de incubagao (Tabelas 6 a 8). Entretanto, com o aumento da concentragdo de
in6culo, a diferenga na severidade da doenga provocada por P. graminicola em
relacdo aos outros isolados deixa de ser observada. Isso pode ser verificado
quando as plantulas foram inoculadas com 107 zodsporos.mL™ e mantidas a 30°C
(Tabela 8). Cinco dias apos a inoculagéo, o indice médio das lesbes provocadas
pelo isolado de P. graminicola (4,40) foi estatisticamente igual ao causado por P.
deliense (3,98) e P. dissotocum (3,75), sendo ultrapassado pelo isolado de P.
ultimum (6,43).

Em todas as condi¢cbes analisadas a severidade da doencga causada pelo

isolado de P. inflatum foi baixa, assim como foi observado nos experimentos
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anteriores (Tabelas 3 e 4). Mesmo sob altas concentragdes de inéculo o indice
médio de severidade da doenca foi baixo quando comparado com as outras
espécies, em geral, ndo diferindo estatisticamente do controle n&do inoculado
(Tabelas 6 a 8).

Todos os isolados mostraram um padrao de aumento na severidade dos
sintomas induzidos nas plantulas de tomate em funcdo do tempo de incubacéao
independente da temperatura e da concentragdo de indculo utilizada (Figura 4).
Assim como observado com o aumento da concentracdo de indculo, a severidade
da doencga provocada pelo isolado de P. ultimum evoluiu rapidamente. Verificou-
se um indice médio de 0,73, dois dias apos a inoculagao, chegando a 4,44, cinco
dias apods a inoculacdo, um aumento de aproximadamente quatro valores na
escala, enquanto que os outros isolados, em geral, provocaram um aumento de

dois valores na escala de sintomas.

—a— " deliense

6 -0 P dissofocurm
— - P graminicola
5 == P inflatum
—a— P ol

Escala de sintamas’

Y T T

T
2dias Jdias 4 dias 5 dias

Dias apds a inoculacao

Figura 4. Progressdo da doenca causada por cinco isolados de espécies do género
Pythium em plantulas de Solanum lycopersicum, analisada dois, trés, quatro e
cinco dias apds a inoculagdo com zodsporos. Cada valor é a média do indice
na escala de sintomas de 480 plantulas. ' 0 = sem sintomas aparentes; 7 =
lesées > 5 mm. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2007.
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A agressividade com que P. ultimum provoca doenga pode também ser
observada nos sintomas induzidos. Esse isolado induz a maceragao do tecido
vegetal, causando manchas translucidas (Figura 5a) e seu rapido crescimento
pode ser verificado pela presenca de micélio esbranquigado sobre a plantula
(Figura 5b). Os outros isolados induzem lesbes necroticas escurecidas e com

severidade variada (Figura 5c e d).

Figura 5. Sintomas observados em plantulas de Solanum lycopersicum inoculadas com
isolados de espécies do género Pythium apods cinco dias de incubagéo a 30°C.
a e b) Plantulas inoculadas com zodsporos de P. ultimum; c) Plantulas
inoculadas com zodsporos de P. deliense; d) Plantulas inoculadas com
zoosporos de P. inflatum. As setas pretas indicam os sintomas provocados
pelos patégenos e a seta vermelha indica o crescimento de micélio sobre a
plantula. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2007.
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Os zodsporos sao as principais fontes de indculo de espécies patogénicas
do género Pythium. Assim, experimentos foram realizados a fim de se verificar o
potencial de uso do surfactante sintético (Agral) no controle dessas estruturas de
disseminagao do patégeno. O efeito do surfactante foi verificado nos sintomas
induzidos por P. deliense, P. dissotocum e P. graminicola.

Foi possivel observar que a adicao do surfactante provocou respostas
diferentes na severidade da doenca causada por cada isolado. No caso de
plantulas inoculadas com P. graminicola, as duas concentragbes utilizadas
promoveram uma redugao significativa no indice médio dos sintomas, tanto dois
quanto cinco dias apos a inoculagdo. Na Figura 6 podem ser observadas fotos
representativas dos sintomas visualizados sem surfactante (Figura 6a) ou com a
adicao do surfactante em plantulas inoculadas com P. graminicola (Figura 6b e c)
e P. deliense (Figura 6d). Dois dias apdés a inoculagédo, o indice médio dos
sintomas induzidos por P. graminicola foi de 2,67 em plantulas inoculadas com
zooOsporos, mas nao submetidas ao tratamento com o surfactante. A aplicagao do
surfactante reduziu significativamente esse valor para 1,73, quando aplicado a
0,03 mL.L", e para 0,07, quando aplicado a 0,3 mL.L™" (p<0,0001, Tabela 9). A
mesma tendéncia foi observada cinco dias apds a inoculagdo. Em plantulas
inoculadas com P. dissotocum, uma redugao significativa na severidade da
doenca foi verificada somente dois dias apds a inoculacdo quando foi aplicada a
concentracdo mais alta (0,3 mL.L") do surfactante (p=0,037, Tabela 13). A
severidade da doenca provocada por P. deliense foi significativamente reduzida
(p<0,0001, Tabela 13) cinco dias apds a inoculagdo e com a aplicagdo de ambas

as concentracdes do surfactante.
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Tabela 9. Comparagdo entre médias de sintomas observados em plantulas de S.
lycopersicum dois e cinco dias apds a inoculagdo com isolados de espécies
do género Pythium e do tratamento com um surfactante. Cada valor é a
média® + desvio padrdo (DP) do indice na escala de sintomas de 30 plantulas.
' 0 = sem sintomas aparentes; 7 = lesdes > 5 mm. Dai = dias apés a
inoculagdo. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2007.

Concentracdo de surfactante (mL.L™")

Espécie Dai
0 0,03 0,3 CV (%) p
P deliense 2 0,87+1,07a 043+068a 0,63+0,72a 130 0,143
5 3,70£2,04a 200+£1,20b 2,03+1,60b 64 <0,0001
P dissotocum 2 1,23+1,01a 133+127a 0,63+0,99b 102 0,033
9 250+1,39a 233+1,65a 2,83+1,76a 63 0,474
P. graminicola 2 2,67+1,21a 1,73+0,87b 0,07+0,37c 104  <0,0001
5 440+192a 2,83+1,37b 117+112c 54 <0,0001

?Médias seguidas pela mesma letra (linha) néo diferem pelo teste de Fisher (p>0,05).

Figura 6. Plantulas de Solanum lycopersicum cinco dias apés a inoculagdo com
zoosporos de P. graminicola e P. deliense e do tratamento com um
surfactante. a) Sintomas em plantulas inoculadas com P. graminicola; b)
Sintomas em plantulas inoculadas com P. graminicola e submetidas ao
tratamento com surfactante a 0,03 mL.L™" ¢) Sintomas em plantulas
inoculadas com P. graminicola e submetidas ao tratamento com surfactante a
0,3 mL.L™"; d) Sintomas em plantulas inoculadas com P. deliense e submetidas
ao tratamento com surfactante a 0,3 mL.L™". UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.
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A fim de aprofundar a caracterizagao da resposta das plantulas de tomate
aos isolados de Pythium spp., foram realizados experimentos para verificar o
efeito da adicdo de ABA, AS, ET ou AVG no patossistema S. lycopersicum X
Pythium spp.. A incidéncia de doenca em plantulas inoculadas com zodsporos
dos isolado de P. deliense e P. ultimum e submetidas ao tratamento com ABA nao
diferiu significativamente (p=0,292 e p=372, respectivamente) do controle
inoculado com zodsporos, mas nao tratado. O mesmo foi observado em plantas
inoculadas com esses isolados e tratadas com AVG (p=0,611 e p=0,471).
Enquanto que a incidéncia da doenga em plantulas inoculadas com P. inflatum
aumentou significativamente (p=0,023) de 6% para 30% com o tratamento com
AVG (Figura 7).

Em contraste, a adicao de AS e ET reduziu significativamente a incidéncia
da doencga, no caso de inoculagdes com P. deliense e P. ultimum (Figura 7). A
inoculagdo com P. deliense e P. ultimum provocou necrose em 96% e 85% das
plantulas, respectivamente. Nas plantulas submetidas ao tratamento com AS a
incidéncia foi reduzida para 32%, no caso de inoculagdes com P. deliense
(p<0,0001), e para 6%, no caso de plantulas inoculadas com P. ultimum
(p<0,0001). Ja o tratamento com ET protegeu completamenta as plantulas contra
a doenga causada por ambos os isolados (p<0,0001). Nas plantulas inoculadas
com P. inflatum e submetidas ao tratamento com AS e ET, também foi observada
uma diminuicdo no numero de plantulas com necrose, porém nao houve diferenca
significativa em relagdo ao controle inoculado com zodsporos, provavelmente

devido ao baixo nivel de necrose provocado por esse patdgeno.
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Figura 7. Incidéncia de necrose em plantulas de Solanum lycopersicum inoculadas com
isolados de espécies do género Pythium. Simultaneamente a inoculagdo as
plantulas foram submetidas a tratamentos com um dos seguintes compostos:
acido abscisico (ABA), acido salicilico (AS), etefon (ET) ou
aminoetoxivinilglicina (AVG). O controle compreende plantulas inoculadas com
zodsporos € nao submetidas aos tratamentos. *Colunas marcadas com
asterisco diferem significativamente do respectivo controle pelo teste de Fisher
(p=<0,05). UFRGS, Porto Alegre, RS, 2007.

4.2 Caracterizagcdo molecular

A fim de caracterizar a expressdo de genes que possuem um possivel
papel na defesa contra espécies do género Pythium, foram realizadas buscas em
bases de dados como NCBI, TAIR e Solgenes. O critério de selegao foi o de
identificar genes cujos produtos se expressam durante o ataque de patégenos e
sejam potencialmente envolvidos com a resisténcia aos mesmos, com énfase nas
interacbes envolvendo patégenos com caracteristicas semelhantes a Pythium
spp.. Desta forma, foram selecionados seis genes: fator de resposta ao etileno 1
(ERF1), lipoxigenase D (LOXD), proteina relacionada a patogénese 1a1 (PR-
1A1), proteina semelhante a osmotina (PR-5), extensina (EXT) e precursor de
endo-1,4-beta-glucanase (CEL1). Além destes, o0 gene que codifica a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi selecionado como controle
enddgeno para as analises, pois 0 mesmo apresenta expressao constitutiva nos

tecidos vegetais.
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A verificagao do padrao de expressao dos genes selecionados foi realizada
pelo método de quantificacao relativa usando PCR em tempo real. Inicialmente,
os oligonucleotideos iniciadores utilizados no presente estudo, foram submetidos
a validacoes de eficiéncia de amplificagdo. Amostras contendo cDNAs com
diluicdes seriadas de 2,5 x 107, 6,25 x 102, 1,56 x 102 e 3,9 x 10 foram
submetidas a amplificagdo. A eficiéncia foi calculada de acordo com a seguinte
formula: E = 10¢"5°P®) _ 1 X 100% (Pfaffl, 2001). Foram obtidos os seguintes
valores de eficiéncia para os oligonucleotideos iniciadores utilizados: 101% para
GAPDH, 96% para ERF1, 102% para LOXD, 104% para PR-1A1, 101% para PR-
5, 99% para EXT e 127% para CEL1. Como o valor da eficiéncia de amplificagao
apresentado por CEL1 diferiu em mais de 10% do controle endégeno (GAPDH)
nao foi possivel realizar a quantificagao relativa para esse gene.

Apos a reacdo de amplificacdo, os produtos foram submetidos a
dissociagao, a fim de verificar a ocorréncia de amplificacbes nao especificas ou
de dimeros de oligonucleotideos iniciadores. A partir das curvas de dissociagao
geradas (Figuras 8 e 9), foi possivel a visualizagdo de picos de amplificagdo
inespecificos em trés casos: GAPDH (Figura 8a), ERF1 (Figura 8b) e EXT (Figura
9c). Apds a reacdo, os produtos amplificados foram visualizados em gel de
agarose (Figura 10), ndo sendo observada a presencga de produtos inespecificos.
Por essa razédo e, uma vez que a presenc¢a de um produto inespecifico ndo afetou
a eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores, os mesmo foram

utilizados nas analises posteriores.

O acumulo de mRNA de cada um dos genes foi avaliado em plantulas de
S. lycopersicum inoculadas com 10° zoésporos.mL™" de cada um dos isolados de

espécies do género Pythium. Amostras foram coletadas aos dois e cinco dias
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apods a inoculagado e submetidas a extragao de RNA total. Foi utilizado o método
de quantificagao relativa, no qual se obtém um valor de expressao por meio da
comparacao entre os Cts do cDNA de plantulas inoculadas em relagcdo ao
controle nao inoculado, denominado calibrador (Livak & Schmittgen, 2001). O
gene constitutivo GAPDH foi utilizado como controle endégeno a fim de

normalizar as quantidades iniciais de cDNA.
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Figura 8. Curvas de dissociacao obtidas a partir dos produtos amplificados dos genes
GAPDH (a), ERF1 (b) e LOXD (c). Cada figura € formada pelas curvas de 12
amostras. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.
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Figura 9. Curvas de dissociacao obtidas a partir dos produtos amplificados dos genes
PR-1A1 (a), PR-5 (b) e EXT (c). Cada figura é formada pelas curvas de 12
amostras. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados a partir do cDNA de
plantulas de Solanum lycopersicum por RT-PCR. M — marcador de massa
molecular 100 pb; 1 — GAPDH; 2 — ERF1; 3 — LOXD; 4 — PR-1A1; 5 - PR-5; 6
— EXT. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.
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Observou-se um padrdao semelhante de acumulo de mRNA dos genes
ERF1 (Figura 11) e LOXD (Figura 12), envolvidos na sinalizagao via etileno e
acido jasmonico, respectivamente. Além disso, o nivel de acumulo de mRNA de
todos os genes analisados foi aparentemente dependente da interacdo em
questdo. Isso pode ser observado pelo acumulo do mRNA do gene LOXD dois
dias apds a inoculagdo (Tabela 11). Neste caso, plantulas inoculadas com P.
dissotocum apresentaram um baixo acumulo de mRNA nas trés temperaturas
avaliadas, variando de 0,27 a 2,69, em relagdo ao calibrador. Em plantulas
inoculadas com P. graminicola, o acumulo de mRNA se mostrou baixo somente a
20°C (1,78), enquanto que a 25°C e 30°C foi observado um acumulo de 59,01 e
20,16 vezes, respectivamente. Deste modo, observou-se que o acumulo de
MRNA do gene LOXD em plantulas inoculadas com P. deliense, P. dissotocum e
P. graminicola possui padroées marcadamente diferentes nos periodos iniciais da
infeccdo, sendo que as diferengcas se tornam menores cinco dias apds a
inoculagao (Figura12).

Foi possivel observar que o acumulo de mRNA dos genes PR-1A1 e PR-5
apresentou um padrao semelhante quando todas as amostras sao comparadas
(Figuras 13 e 14). Por exemplo, observou-se um aumento no acumulo de mRNA
do gene PR-1A1 em plantulas inoculadas com P. graminicola em relagdo ao
calibrador de 20,63 vezes, a 20°C, 10,32 vezes, a 25°C, e de 45,00 vezes, a
30°C, cinco dias apo6s a inoculagao (Tabela 12). De mesmo modo, no caso do
gene PR-5, observou-se um maior acumulo de mRNA a 30°C, 37,65, o qual foi
menor a 20 e a 25°C, com um acumulo de 27,03 vezes e 9,32 vezes mais em

relacdo ao calibrador, respectivamente (Tabela 13).
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Em geral, o acumulo de mRNA induzido pela infecgao por P. inflatum e P.
ultimum foi menor quando comparado com as outras interagdes, com algumas
excecgdes a 30°C. No caso do gene ERF1, enquanto o acumulo de mRNA variou
de 0,63 a 7,80 nas interagcbes com P. inflatum e P. ultimum, o acumulo em
plantulas inoculadas com outros isolados variou de 0,60 a 31,42 (Tabela 10).

Verificou-se 0 acumulo do mRNA dos cinco genes foi baixo a 20°C, dois
dias apds a inoculagdo, chegando a no maximo 5,91 vezes mais que o calibrador
no caso do gene LOXD na interagdo com P. ultimum. Uma excegao foi observada
na interagdo com P. deliense, na qual o acumulo de mRNA chegou a aumentar
19,17 vezes em relagao ao calibrador (Tabela 11).

O padrdao de acumulo de mRNA em plantulas inoculadas com P.
graminicola foi semelhante nos cinco casos. Plantulas inoculadas com este
isolado apresentam um grande acumulo inicial, a 25 e 30°C, seguido por uma
reducdo nos niveis de mMRNA cinco dias apds a inoculagdo. Verificou-se que a
25°C, a inoculagdo com P. graminicola resultou em um aumento de 232,70 vezes
dos niveis de PR1A1 em relagcdo ao calibrador e, cinco dias apds a inoculacéo,
esse acumulo foi de apenas 10,32 vezes.

Em relagdo ao mRNA do gene EXT, verificaram-se altos niveis de acumulo
de mRNA na maior parte das interagbes avaliadas, chegando a um incremento de
439,40 vezes. Além disso, determinados isolados provocaram uma reducdo nos
niveis de mRNA em plantulas de tomate de dois para cinco dias, enquanto que
outros isolados causaram um aumento dos niveis com o tempo (Figura 15 e
Tabela 14). Plantulas inoculadas com P. deliense tiveram uma redugao nos niveis
de mRNA de EXT em fung¢ao do tempo, ao contrario do observado em plantulas

inoculadas com P. dissotocum.
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Acumulo de mRNA do gene ERF1 em pléntulas de Solanum lycopersicum
inoculadas com isolados de espécies do género Pythium. Calib = Calibrador
(mRNA de plantulas nao inoculadas), Pdel = P. deliense, Pdis = P.
dissotocum, Pgra = P. graminicola, Pinf = P. inflatum e Pult = P. ultimum.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Quantificagao relativa do acumulo do mRNA do gene ERF1 em plantulas de
Solanum lycopersicum inoculadas com isolados de espécies do género. A
expressdo foi calculada a partir da férmula: ER = 2**“Y UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2008.

Temperatura Espécie Dai
(°C) 2 dias 5 dias
Calibrador® 1,00£128 cA 100+128 A
P. deliense 17,88 £565 bA 20,07 £7,65 DbA
20 P. dissotocum 0,65+0,056 cB 31,42+16,58 aA
P. graminicola 060+0,18 c¢cB 17,59+250 bcA
P. inflatum 093+£0,34 <cA 0631026 dA
P. ultimum 1,05+£0,24 cA 7,06£234 cdA
P. deliense 255+0,30 cA 2491104 dA
P. dissotocum 500+230 cA 10,96+3,55 bcdA
25 P. graminicola 30,41 +7596 aA 3,34+155 dB
P. inflatum 1,50£0,04 cA 280+0,97 dA
P. ultimum 594+351 cA 236+0,75 dA
P. deliense 2,82+0,78 cA 2,27+055 dA
P. dissotocum 386+054 cA 8,62+2,89 bcdA
30 P. graminicola 20,89+8,76 bA 556+0,73 dB
P. inflatum 251+042 cA 7,80+£523 cdA
P. ultimum 201+044 cA 0852054 dA
p<0,0001
CV =95%

@Valores seguidos da mesma letra minuscula (coluna) ou maiuscula (linha) ndo diferem pelo teste

de Fisher (p<0,05).

® mRNA de plantulas nao inoculadas.
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Figura 12. Acumulo de mRNA do gene LOXD em plantulas de Solanum lycopersicum
inoculadas com isolados de espécies do género Pythium. Calib = Calibrador
(mRNA de plantulas nao inoculadas), Pde = P. deliense, Pdi = P. dissotocum,
Pgr = P. graminicola, Pin = P. inflatum e Pul = P. ultimum. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2008.

Tabela 11. Quantificagao relativa do acimulo do mRNA do gene LOXD em plantulas de
Solanum lycopersicum inoculadas com isolados de espécies do género
Pythium. A expressao foi calculada a partir da formula: ER = 204V, UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2008.

Temperatura Espécie Dai

(°C) 2 dias 5 dias
Calibrador® 1,00x125 cA 1,00+125 hA
P. deliense 19,17+4,71 bB 51,87+18,92 DbA
P. dissotocum 0,27 £ 0,04 cB 61,68+31,10 aA

20 P. graminicola 1,78+043 cB 41,06+356 CcA
P. inflatum 1,42+049 cA 0,3520,16 hA
P. ultimum 5,91+1,85 cA 10,32+3,17 gA
P. deliense 15,95+1,49 DbA 5,85+2,38 ghB
P. dissotocum 2,69+1,25 cB 28,73+8,58 deA

25 P. graminicola 59,01 +17,50 aA 8,82+4,08 @B
P. inflatum 0,31£0,03 cA 195+£0,68 hA
P. ultimum 2,43 +1,22 cA 1,84 £ 0,57 hA
P. deliense 6,49+£192 cA 19912043 hA
P. dissotocum 1,47+0,15 cB 31,25+£1253 dA

30 P. graminicola 20,16 +6,56 bA 22,05+3,64 efA
P. inflatum 0,33+0,14 cB 17,47 £10,92 fA
P. ultimum 1,45+0,33 cB 2225%+8,63 efA

p<0,0001
CV =29%

@Valores seguidos da mesma letra minuscula (coluna) ou maiuscula (linha) ndo diferem pelo teste

de Fisher (p<0,05).

® mRNA de plantulas n3o inoculadas.
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Figura 13. Acumulo de mRNA do gene PR-1A1 em pléantulas de Solanum lycopersicum
inoculadas com isolados de espécies do género Pythium. Calib = Calibrador
(mRNA de plantulas nao inoculadas), Pde = P. deliense, Pdi = P. dissotocum,
= P. inflatum e Pul = P. ultimum. UFRGS, Porto

Pgr = P. graminicola, Pin

Alegre, RS, 2008.

Tabela 12. Quantificagéo relativa do acumulo do mRNA do gene PR-1A1 em plantulas de
Solanum lycopersicum inoculadas com isolados de espécies do género. A
expressdo foi calculada a partir da formula: ER = 24V UFRGS, Porto

Alegre, RS, 2008.

Temperatura Espécie Dai

(°C) 2 dias 5 dias
Calibrador® 1,00£1,24 eA 1,00+£1,20 gA
P. deliense 11,81 +296 cdeA 13,34 +4,78 efA

20 P. dissotocum 0,40+0,05 eA 8,72+4,65 efgA
P. graminicola 0,31+0,08 eB 20,63 +4,10 deA
P. inflatum 1,02+0,36 eA 0,68+0,26 gA
P. ultimum 1,565+043 deA 3,78+1,17 fgA
P. deliense 30,65+5,33 DbA 9,35+3,85 efgB
P. dissotocum 12,82 +593 cdB 76,69 20,89 aA

25 P. graminicola 232,70 + 69,90 aA 10,32+ 6,71 efgB
P. inflatum 1,88+0,21 deA 3,95+1,58 fgA
P. ultimum 18,28 +9,31 CcA 349+1,06 fgB
P. deliense 566+144 deA 3,8510,76 fgA
P. dissotocum 792+090 cdeB 31,23x9,77 cdA

30 P. graminicola 38,70 £ 12,84 bA 45,00+ 7,99 bcA
P. inflatum 0,35+0,07 eB 46,75%+25,75 bA
P. ultimum 3,68+0,78 deA 4,17 £1,04 fgA

p<0,0001
CV =34%

@Valores seguidos da mesma letra minuscula (coluna) ou maiuscula (linha) ndo diferem pelo teste

de Fisher (p<0,05).
® mRNA de plantulas no inoculadas.
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Figura 14. Acumulo de mRNA do gene PR-5 em plantulas de Solanum lycopersicum
inoculadas com isolados de espécies do género Pythium. Calib = Calibrador
(mRNA de plantulas ndo inoculadas), Pde = P. deliense, Pdi = P. dissotocum,
Pgr = P. graminicola, Pin = P. inflatum e Pul = P. ultimum. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2008.
Tabela 13. Quantificagcéo relativa do acumulo do mRNA do gene PR-5 em plantulas de

Solanum lycopersicum inoculadas com isolados de espécies do género. A
expressdo foi calculada a partir da férmula: ER = 2% UFRGS, Porto

Alegre, RS, 2008.

Temperatura Espécie Dai

(°C) 2 dias 5 dias
Calibrador® 1,00+ 1,22 fA 1,00+ 1,22 gA
P. deliense 11,32+£2,92 cdA 10,56 £ 3,52 deA

20 P. dissotocum 0,58+0,07 efB 11,94+£599 dA
P. graminicola 0,59+0,15 efB 27,03+3,41 cA
P. inflatum 1,94+£0,71 efA 0,69+£0,26 gA
P. ultimum 1,75+ 044 efA 6,03+214 defgA
P. deliense 16,18 £ 1,36 CcA 8,80 + 3,60 defB
P. dissotocum 7,01 +3,22 deB 38,97 £ 10,68 bA

25 P. graminicola 109,02 £ 28,01 aA 9,32 +4,34 defB
P. inflatum 1,74 £ 0,63 efA 511+1,79 efgA
P. ultimum 15,87 +7,81 CA 3,86 £1,13 fgB
P. deliense 464+1,18 efA 3,841+125 fgA
P. dissotocum 6,26 + 0,77 defB 32,86 + 10,20 bcA

30 P. graminicola 24,16 +8,08 bB 37,65+ 3,36 bA
P. inflatum 040+0,08 fB 49,49+27,00 aA
P. ultimum 475+097 efA 0,01+£0,01 gA

p<0,0001
CV=27%

Valores seguidos da mesma letra minuscula (coluna) ou maiuscula (linha) ndo diferem pelo teste

de Fisher (p<0,05).
® MRNA de plantulas nado inoculadas.
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Figura 15. Acumulo de mRNA do gene EXT em plantulas de Solanum lycopersicum
inoculadas com isolados de espécies do género Pythium. Calib = Calibrador
(mRNA de plantulas ndo inoculadas), Pde = P. deliense, Pdi = P. dissotocum,
Pgr = P. graminicola, Pin = P. inflatum e Pul = P. ultimum. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2008.

Tabela 14. Quantificagao relativa do acumulo do mRNA do gene EXT em plantulas de
Solanum lycopersicum inoculadas com isolados de espécies do género. A
expressdo foi calculada a partir da formula: ER = 22 UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2008.

Temperatura Espécie Dai

(°C) 2 dias 5 dias
Calibrador® 1,00 £ 1,22 cA 1,00+£1,22 A
P. deliense 230,94 £56,89 DbA 125,34 +42,19 abA

20 P. dissotocum 6,03 £ 0,49 cA 126,21 £66,09 abA
P. graminicola 0,50 +0,17 cB 250,66 + 26,99 aA
P. inflatum 3,00 £1,20 cA 1,25+ 1,46 bA
P. ultimum 3,42 £ 0,92 cA 24,03+7,47 DbA
P. deliense 115,25+10,31 bcA 68,87 £30,75 DbA
P. dissotocum 2555+1235 cB 264,97 +71,35 aA

25 P. graminicola 439,40 + 1089,08 aA 48,06 + 22,41 bB
P. inflatum 1,07 £ 0,28 cA 28,32+1570 DbA
P. ultimum 12,27 + 6,25 cA 30,68 £8,44 DbA
P. deliense 58,20 + 16,35 cA 25,31 +£6,18 DbA
P. dissotocum 8,98 + 1,11 cA 78,90+2555 DA

30 P. graminicola 143,95 +43,74 bcA 4469+6,95 bA
P. inflatum 0,68 £0,20 cA 54,88+29,88 DbA
P. ultimum 10,52 + 2,22 cA 2422 +711 DbA

p<0,0001
CV = 129%

@Valores seguidos da mesma letra minuscula (coluna) ou maiuscula (linha) ndo diferem pelo teste
de Fisher (p<0,05).
® mRNA de plantulas no inoculadas.
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Foi avaliado ainda o acumulo de mRNA dos genes PR-1A1 e PR-5 em
plantulas inoculadas com o isolado de P. deliense e submetidas a um dos
seguintes tratamentos: com os hormdnios vegetais ABA ou AS, com o composto
Etefon (ET), que libera etileno quando em contato com agua, ou com AVG, um
inibidor da sintese de etileno. O cDNA de plantulas controle, nao inoculadas e nao
tratadas, foi utilizado como calibrador. O patossistema tomate X P. deliense foi
selecionado para a analise de quantificagcdo relativa por se tratar de uma
interacdo com um nivel intermediario de severidade.

Verificou-se que o tratamento das plantulas com AS e ET provocou um
aumento no acumulo de mRNA tanto de PR-1A1 (3,77 e 4,35 vezes,
respectivamente) quanto de PR-5 (2,98 e 2,83 vezes, respectivamente). Ja o
tratamento com ABA e AVG reprimiu a expressao dos mesmos chegando a uma
reducdo de até 1,58 vezes em relagdo ao calibrador. Ambos os genes foram
induzidos pela infeccdo causada por P. deliense, com um aumento de 16,69
vezes, para PR-1A1, e de 10,18 vezes, para PR-5, no acumulo de mRNA. A
indugdo dos genes pela infecgdo causada pelo patégeno pode também ser
observado pelo aumento no acumulo de mRNA de PR-1A1 e PR-5 em plantulas
inoculadas e submetidas aos tratamentos com ABA e com AVG (Figura 16 e
Tabela 15). Por exemplo, o acumulo de mRNA do gene PR-5 aumentou de zero,
em plantulas nao inoculadas e tratadas com AVG, para 5,20 vezes, em plantulas

inoculadas e tratadas com AVG (Tabela 15).
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Acumulo de mRNA dos genes PR-1A1 e PR-5 em plantulas de Solanum
lycopersicum inoculadas com isolado de P. deliense. Pdel = P. deliense, ABA
= acido abscisico, AS = 4&cido salicilico, ET = etefon e AVG =
aminoetoxivinilglicina. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2007.

Quantificagao relativa do acumulo do mRNA dos genes PR-1A1 e PR-5 em
plantulas de Solanum lycopersicum inoculadas com isolados de espécies do
género Pythium e submetidas a tratamentos com diferentes compostos. A
expressdo foi calculada a partir da formula: ER = 242V Pdel = P. deliense,
ABA = &acido abscisico, AS = acido salicilico, ET = etefon e AVG =
aminoetoxivinilglicina.UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.
Tratamento PR-1A1 PR-5
Calibrador® 1,00£0,65 ab 1,00+0,74 ab

P. deliense 1669+732 d 10,18+4,64 d

ABA 0,10+0,09 a 0,37+£0,38 a
ABA + Pdel 300051 ab 161+340 b
AS 3,77+0,57 b 2,98 £0,53 bc
AS + Pdel 298+048 ab 4,35+0,96 bc
ET 435+195 b 2832012 b
ET + Pdel 12,08 + 11,50 ¢ 6,40 £6,00 c
AVG 0,39+0,15 a 0,00+ 0,00 ab
AVG + Pdel 402+165 b 520+6,44 c
p<0,0001 p<0,0001

Valores seguidos da mesma letra (coluna) n&o diferem pelo teste de Fisher (p<0,05).
® MRNA de plantulas nido inoculadas.



5. DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao bioldgica

Podridées radiculares causadas por espécies do género Pythium sao
frequentemente destrutivas em plantas cultivadas em sistemas protegidos. Isso
ocorre pela criagdo de um ambiente com alta umidade, ideal para a disseminacao
destes patogenos. Além disso, nos estagios iniciais de desenvolvimento, as
plantas s&o mais predispostas aos ataques por Pythium spp. (Hendrix &
Campbell, 1973; Van der Plaats-Niterink, 1981). Deste modo, torna-se essencial a
caracterizagdo dos mecanismos de patogénese das espécies que causam danos
as culturas, a fim de proporcionar maiores possibilidades de controle desses
patdgenos.

Por meio de experimentos realizados em substratos, foi possivel verificar
que os cinco isolados de espécies do género Pythium s&do capazes de infectar
plantulas de S. lycopersicum, porém diferem quanto a severidade da doenca
causada. Tanto em temperatura alta (30°C), quanto em temperatura baixa (20°C),
o isolado de P. ultimum causou uma alta taxa de podridao pré-emergéncia e
tombamento em plantulas de tomate (Tabelas 3 e 4). Esta € umas das espécies
mais comumente encontradas em todo o mundo e em diversos tipos de culturas,
estando adaptada a diferentes condi¢des de substratos e temperaturas (Hsiang et

al., 1995; Campion et al., 1997; Herrero et al., 2003; Higginbotham et al., 2004).
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No outro extremo esta o isolado de P. inflatum, cuja baixa viruléncia a tomate foi
anteriormente observada por Robertson (1973, citado por Van der Plaats-Niterink,
1981). Observacodes realizadas por Plaats-Niterink (1981) demonstraram que P.
inflatum apresenta uma lenta taxa de crescimento em meio de cultura (10 mm.dia
"), 0 que pode contribuir para a baixa severidade dos sintomas provocados pelo
mesmo. Ou ainda, pode permitir que a planta reaja contra a invasédo do patégeno
e limite o tamanho da les&o.

Quando as plantulas foram submetidas ao crescimento e inoculagdo na
temperatura mais baixa (20°C) quase todas as espécies do patégeno provocaram
uma maior taxa de mortalidade (Tabela 5). A faixa de temperatura 6tima para a
germinagao de plantulas de tomate se situa entre 16°C e 29°C (EMBRAPA,
2003). No entanto, foi possivel observar que sob baixa temperatura o crescimento
das plantulas ocorre mais lentamente. Isso possivelmente faz com que a planta
permaneca mais tempo acessivel a infecgdo pelo patégeno, uma vez que
espécies fitopatogénicas do género Pythium infectam preferencialmente tecidos
jovens e nao lignificados (Hendrix & Campbell, 1973). Entretanto, o isolado de P.
dissotocum ndo apresentou 0 mesmo comportamento, causando maior
mortalidade na temperatura de 30°C (Tabela 4), contrariando a observagao de
Van der Plaats-Niterink (1981), na qual a temperatura 6tima para crescimento
desta espécie estava situada entre 20°C e 25°C. No entanto, essa temperatura foi
determinada para o crescimento do patégeno em meio de cultura, podendo haver
variagdes em funcdo das diferentes condicbes observadas no crescimento in
planta (Van der Plaats-Niterink, 1981).

Uma diferenca observada em relagdo ao experimento realizado com

plantulas crescidas em substrato foi a maior viruléncia de P. graminicola em
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plantulas crescidas em meio de cultura. Esse isolado mostrou uma alta eficiéncia
na inducdo de sintomas nas plantulas sob baixa concentracdo de inéculo (10*
zodsporos.mL™), ultrapassando todos os outros isolados. Possivelmente, esse
isolado possui uma baixa capacidade de causar infeccdo no hospedeiro quando o
in6culo inicial € formado por micélio, como foi utilizado nos experimentos em
substrato. Como a velocidade de crescimento micelial para essa espécie em meio
de cultura ndo é muito alta, 20 mm/dia (Van der Plaats-Niterink, 1981), a utilizagcéo
de micélio como indculo pode fazer com que, quando o micélio alcangar o
hospedeiro, a plantula ja esteja em um estadio de desenvolvimento em que a
infeccao ja néo é tao eficiente. Anteriormente, em estudo com um isolado de P.
graminicola proveniente de raizes de pimentdo, o mesmo se mostrou pouco
virulento a tomate, provocando pouca necrose € uma pequena reducdo no
crescimento radicular e da parte aérea (Chellemi et al. 2000). Entretanto, os
autores utilizaram plantulas com trés semanas de crescimento, que possivelmente
ja estdo menos predispostas a infecgéo pelo patdégeno.

Como ja foi observado por diversos autores, P. ultimum é capaz de infectar
diversos tipos de culturas em todo o mundo, em geral apresentando um
comportamento bastante agressivo (Hsiang et al., 1995; Campion et al., 1997;
Herrero et al., 2003; Higginbotham et al., 2004). Porém, verificou-se que um ponto
importante na severidade dos sintomas induzidos por esse isolado € a
concentragao de in6culo. Batthi & Kraft (1992) estudaram o efeito da densidade
de odsporos na severidade da doencga causada por P. ultimum em plantulas de
grao-de-bico e observaram que o aumento na quantidade de inéculo foi
acompanhado por uma maior severidade da doen¢a. De mesmo modo, sob baixa

concentracdo de indculo (10* zodésporos.mL™), os sintomas provocados por P.
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ultimum foram comparaveis aos causados por P. inflatum, o isolado que causa os
sintomas menos severos (Figura 3). Com o aumento da concentragao de inéculo
a severidade dos sintomas evoluiu rapidamente. P. ultimum apresenta uma alta
velocidade de crescimento em placa, 30 mm.dia™ (Van der Plaats-Niterink, 1981),
0 que pode explicar o rapido aumento nos niveis de sintomas também em funcgao
do tempo de incubacédo. O rapido crescimento do patdégeno € observado pelo
crescimento de micélio branco na superficie do tecido do hospedeiro,
acompanhado por uma extensiva degradacgéao do tecido vegetal (Figura 5). Esse
mesmo padrdo de crescimento e sintomas foi observado por Campion et al.
(1997) em raizes de cenouras inoculadas com P. ultimum, diferindo dos sintomas
provocados por P. violae e P. sulcatum. Estudando a contribuicdo de P. ultimum e
P. violae na ocorréncia de manchas com depressdes em cenouras, Campion et al.
(1997) verificaram que P. ultimum induziu sintomas mais severos do que o0s
causados por P. violae. Segundo os autores, isso se deve a capacidade de P.
ultimum de produzir enzimas mais rapidamente e em maior quantidade do que P.
violae.

Com base nesses resultados foi evidenciada a importancia da utilizacao de
zoOsporos como inoculo. A inoculacdo das plantas com concentracbes
conhecidas desses agentes permitiu grandes avangos na caracterizagao dos
diferentes isolados avaliados neste trabalho. Sendo os zodsporos a principal fonte
de in6culo de espécies do género Pythium, especialmente em sistemas de cultivo
hidropdnico (Francis & St. Clair, 1997), a realizacdo de estudos detalhados sobre
essas estruturas de disseminacdo dos oomicetos € essencial para o

desenvolvimento de métodos eficazes de controle.
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Surfactantes sintéticos sao utilizados em associacdo com fungicidas,
herbicidas e inseticidas para reduzir a tensdo superficial da agua e facilitar a
penetracdo dos produtos na planta. Stanghellini & Tomlinson (1987),
demonstraram que a adicdo de um surfactante sintético a uma suspensao de
zoosporos provoca a perda da mobilidade e lise da membrana celular dos
mesmos. Além disso, alguns microorganismos antagonistas sdo capazes de
produzir biosurfactantes (Stanghellini & Miller, 1997; Souza et al.,, 2003). No
presente trabalho, a adicdo de um surfactante juntamente com uma suspensao de
zoosporos de P. deliense e P. graminicola claramente afetou a habilidade dos
zoosporos de causarem doenga em plantulas de tomate. Entretanto, a severidade
da doenca induzida por P. dissotocum foi afetada pela adicdo do surfactante
apenas nos periodos iniciais da infeccao (Tabela 9). Desta forma, tornam-se
necessarios estudos mais detalhados para verificar se os zodsporos de
determinadas espécies sao mais tolerantes a agao do produto.

A ocorréncia de maior ou menor severidade na doencga provocada pelos
diferentes isolados do género Pythium depende tanto da viruléncia de cada
patdbgeno, quanto da resposta da planta aos mesmos. Uma das respostas
induzidas pelas plantas ao ataque de patdgenos é a ativagao de vias de defesa
mediadas por horménios vegetais. Entre esses, o etileno e o acido jasmonico sao
comumente associados a defesa contra patégenos necrotréficos (Glazebrook et
al., 2003). No presente estudo, o horménio vegetal etileno foi usado na forma de
etefon, o qual se decompde em etileno, fosfato e ions cloreto em solugdes
aquosas (Yang, 1969; citado por Goudey et al., 1987). A adicdo de etefon levou a
completa auséncia de necrose em todas as interagcbes analisadas (Figura 7).

Porém, observou-se que nessas condicdes ndo houve crescimento micelial dos
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trés isolados do patdégeno no meio de cultura. Diversos autores demonstraram a
eficacia da utilizagdo de compostos contendo acidos fosfénicos, neste caso o
etefon, para controle de oomicetos, principalmente como indutores de resisténcia
em plantas, mas também com uma direta atividade contra os patégenos (Cohen &
Coffey, 1986; Paniker & Gangadharan, 1999; Johnson et al., 2004). Portanto, foi
dificil concluir se a redugao dos sintomas ocorreu devido a agdo dos horménios
sobre os zodsporos ou se foi devido a indugdo de resisténcia na planta.
Entretanto, o tratamento com o inibidor da sintese de etileno, AVG, em plantulas
inoculadas com P. inflatum provocou um aumento no numero de plantas com
necrose (Figura 7), mostrando que o etileno provavelmente desempenha um
papel na resposta de tomate a espécies do género Pythium. A atuagao do etileno
na defesa contra Pythium spp. foi demonstrada em plantas transgénicas de fumo
(Tetr) e mutantes de A. thaliana (ein2-1, ein2-5) insensiveis a etileno, as quais
apresentaram maior suscetibilidade a infec¢gbes causadas por Pythium spp.
(Geraats et al., 2002; Adie et al., 2007b).

O acido salicilico é frequentemente associado a defesa contra patégenos
biotroficos (Glazebrook et al., 2003). Entretanto, Achuo et al. (2004) mostraram
que plantas transgénicas de fumo e tomate que degradam &cido salicilico (NahG)
apresentaram respostas contrastantes contra o patégeno necrotréfico B. cinerea.
As plantas transgénicas de tomate foram mais suscetiveis ao patdégeno do que
plantas tipo selvagem, enquanto que plantas transgénicas e tipo selvagem de
tabaco apresentaram um nivel semelhante de suscetibilidade, mostrando que
esse hormoénio tem papel na defesa contra B. cinerea em tomate, mas ndo em
fumo (Achuo et al., 2004). A adicdo desse hormdnio em plantulas inoculadas com

isolados de Pythium spp. resultou em redugdes significativas na incidéncia da
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doencga causada por P. deliense e P. ultimum (Figura 7). Entretanto, verificou-se
que a adicdo de acido salicilico retardou, mas n&o inibiu completamente, o
crescimento do patdégeno, sendo que alguns pontos de crescimento micelial foram
visualizados no meio de cultura. A toxicidade do acido salicilico, ou de compostos
derivados do mesmo, foi observada no crescimento in vitro de Colletotrichum
orbiculare e Phytophthora capsici (Park et al., 2007), mas nao teve efeito contra
Penicillium expansum e Alternaria alternata (Qin et al., 2003). Portanto, ndo se
pode descartar a atuacdao do acido salicilico na resposta de defesa de tomate
contra patégenos do género Pythium.

Mais recentemente, o papel do acido abscisico vem sendo estudado em
interagcbes planta-patdogeno. De acordo com Robert-Seilaniantz et al. (2007), o
acido abscisico desencadeia respostas contra estresses abidticos, atuando como
antagonista das respostas mediadas por acido salicilico, acido jasmoénico e
etileno. Os resultados obtidos no presente estudo concordam com esse papel
antagonista do acido abscisico. A incidéncia da doenga em plantulas inoculadas
com zoosporos de P. deliense e P. ultimum e submetidas ao tratamento com esse
horménio vegetal ndo diferiu do controle inoculado, mas nao tratado (Figura 7).
Foi verificado ainda que o acido abscisico ndo possui um papel essencial na
defesa contra patdgenos necrotroficos B. cinerea e F. oxysporum (Audernet et al.,
2002; Adie et al., 2007b; Asselbergh et al., 2007). Entretanto, Adie et al. (2007b)
observaram um aumento na predisposicado de mutantes de A. thaliana deficientes
na biossintese ou insensiveis ao acido abscisico a infeccdo causada por uma
espécie do género Pythium, P. irregulare, mostrando que esse hormdnio

desempenha um papel na defesa contra esse patdogeno. Esses resultados



68

demonstram que as respostas de defesa em plantas envolvendo hormdnios néo

apresentam um padrao comum e sdo dependentes de interagdes especificas.

5.2 Caracterizagado molecular

O reconhecimento de um patégeno pelas plantas resulta na expressao de
uma série de genes envolvidos nos mais diversos processos de defesa. Entre
esses podem ser citados a sintese de horménios vegetais, de moléculas toxicas e
de proteinas PR, o refor¢co da parede celular, entre outros. A baixa severidade da
doenca observada em plantulas inoculadas com o isolado de P. inflatum, levou a
hipétese de que as plantulas poderiam apresentar um mecanismo molecular
distinto de resposta a esse patdgeno, resultando em uma menor predisposi¢cédo a
infeccdo causada pelo mesmo. Assim, seis genes potencialmente envolvidos na
defesa contra Pythium spp. foram selecionados e o nivel de acumulo de seus
respectivos mMRNAs foi analisado em plantulas de tomate apds a inoculagédo com
isolados de diferentes espécies do género Pythium.

Por meio do estudo de mutantes deficientes ou insensiveis aos horménios
vegetais 4acido abscisico, acido jasmdnico, &acido salicilico e etileno, foi
demonstrado que a sinalizagao por acido jasmoénico consiste na principal via de
defesa contra P. irregulare em A. thaliana. Porém, vias de defesa mediadas pelos
demais hormdnios também contribuem para a defesa, sendo que a expressio de
muitos genes de defesa dependia do sinergismo entre as vias (Adie et al., 2007b).
Deste modo, tornou-se importante a selecdo de genes envolvidos nas vias de
sinalizacdo mediadas por horménios vegetais. O gene ERF1 é um fator de
transcricdo que pertence a familia de proteinas que se ligam a elementos que

respondem ao etileno (EREBP), e cujos membros atuam como reguladores de



69

genes envolvidos nas vias de sinalizacdo mediadas por etileno e acido jasmonico
(Lorenzo et al.,, 2003; Hongxing et al.,, 2005). Além disso, a infeccdo de
Arabidopsis thaliana por B. cinerea induz a expressao deste fator de transcrigao
Ja, a escolha do gene LOXD, foi baseada na atuacao das lipoxigenases (Lox) na
biossintese de oxilipinas como o acido jasmoénico (Porta & Rocha-Sosa, 2002). A
expressdo de genes LOX pode ser regulada por fatores como ferimentos,
infeccao por patdégenos (Porta et al., 2008) e acido jasménico (Heitz et al., 1997),
entre outros. Por fim, a atuacdo do acido salicilico na resposta aos diferentes
isolados do género Pythium foi investigada pela analise do acumulo de mRNA dos
genes PR-1 e PR-5, os quais s&o ligadas a respostas de defesa mediadas por
esse hormoénio vegetal (Thatcher et al., 2005).

A infecgcado do tecido vegetal por espécies do género Pythium envolve a
liberagdo de uma série de enzimas hidroliticas que degradam a parede celular de
plantas (Campion et al., 1997; Boudjeko et al., 2006). Assim, o refor¢o da parede
celular consiste em um mecanismo potencialmente envolvido na defesa contra
esses patdgenos. Um dos principais componentes da parede celular vegetal séo
as glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HPRG), grupo ao qual pertencem as
extensinas (Sommer-Knudsen et al., 1998). Ribeiro et al. (2006) demonstraram
que um tipo de extensina de Vitis vinifera, denominada GvP1, forma uma rede
juntamente com outras proteina da parede celular, aumentando a resisténcia da
mesma contra enzimas hidroliticas. Por fim, o gene CEL1 codifica uma endo-f3-
1,4-glucanase responsavel pelo amolecimento do tecido vegetal durante o
amadurecimento (Real et al., 2004). Sua escolha se baseia na hipétese de que
esse gene pode ser reprimido como uma resposta de defesa contra a infeccéo

pelos isolados de Pythium spp., pois Flors et al. (2007) demonstraram que o
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silenciamento deste gene reduziu a predisposicdo de tomate a infeccdo por B.
cinerea.

A fim de se estudar o papel dos genes selecionado na resposta de tomate
a Pythium spp., foi escolhido o método de quantificacdo relativa por PCR em
tempo-real, a qual € uma ferramenta sensivel e robusta para a quantificacao da
abundancia de mRNAs especificos. Inicialmente, é essencial verificar a eficiéncia
de amplificagao de cada oligonucleotideo iniciador utilizado. Teoricamente, a cada
ciclo da PCR a quantidade de produto amplificado dobra, caso a eficiéncia de
amplificagdo seja de 100% (Schefe et al., 2006). Isso dificilmente ocorre, portanto,
segundo Dorak (2006), os valores de eficiéncia devem estar compreendidos entre
90% e 110%. Além disso, a eficiéncia de amplificagdo dos genes de interesse
deve ser similar a eficiéncia do controle enddgeno (Livak & Schmittgen, 2001). No
presente estudo, apenas o valor da eficiéncia da amplificagdo com o
oligonucleotideo iniciador Cel1 ndo ficou compreendido nesta faixa, motivo pelo
qual o mesmo nao foi utilizado nas analises de quantificagao relativa.

Outro teste de verificacdo da qualidade dos dados obtidos consiste na
adicdo de uma etapa de dissociacdo ao final da reacdo de amplificacdo. Nesta
etapa, a temperatura é elevada até 95°C, provocando a desnaturacdo dos
produtos amplificados. Desta forma, o corante intercalante SYBR Green se
dissocia das fitas duplas de DNA e, consequentemente, a fluorescéncia emitida
pelo mesmo diminui. Apds, observa-se um pico de fluorescéncia correspondente
a temperatura de dissociagao (Tm) do produto amplificado, a qual é dependente
do tamanho e da composi¢ao de bases do produto (Ponchel et al., 2003). Deste
modo, em uma amplificacdo especifica, somente um pico deve ser observado na

curva de dissociacdo. A presenca de picos ndo especificos pode comprometer a
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analise, pois o agente intercalante SYBR Green se liga a qualquer molécula de
fita dupla, de modo que a fluorescéncia de ambos os produtos é captada pelo
aparelho, superestimando a quantidade de produto amplificado e afetando a
eficiéncia de amplificacdao (Bustin & Nolan, 2004). Como a presengca de um
produto inespecifico n&o prejudicou a eficiéncia de amplificacdo do
oligonucleotideos iniciadores Gapdh (101%), ERF1 (96%) e Ext (99%), os
mesmos foram utilizados no presente estudo.

A inoculagao de plantulas de tomate com isolados de Pythium spp. levou a
diferentes niveis de acumulo ou redugéo dos transcritos dos genes estudados, os
quais foram relacionados com a interacdo estudada. A resposta desencadeada
pelas plantas a infeccdo por patdégenos é altamente especifica, dependendo do
gendtipo da planta e dos mecanismos utilizados pelo patégeno para causar
doencga (Desender et al., 2007). Como foi observado na caracterizagéo bioldgica,
cada isolado possui um mecanismo distinto para causar infeccdo, de modo que a
plantula deve responder de maneira diferente. Além disso, verificou-se que tanto a
via de sinalizacdo mediada por etileno e acido jasmoénico, representada pelos
genes ERF1 e LOXD, quanto a via de sinalizagdo do acido salicilico, representada
pelos genes PR-1A1 e PR-5, estdo envolvidas na resposta de plantulas de tomate
a infeccdo causada pelos isolados de Pythium spp., como foi observado em A.
thaliana (Adie et al., 2007b).

Em geral, dois dias apds a inoculagdo o acumulo de mRNAs de cada um
dos genes foi mais baixo e as diferengas entre as interagdes com cada isolado
foram mais evidentes. Entretanto, o acumulo de mRNAs cinco dias apds a
inoculacdo nao foi acompanhado por uma diminuicdo na severidade da doenca.

De mesmo modo, Flors et al. (2007) verificaram que o aumento no acumulo de
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transcritos dos genes PR-1 e LOXD em plantas de tomate apds a infecgao pelo
patdgeno necrotrofico B. cinerea foi acompanhado por uma maior severidade da
doenca.

Um dos mais importantes mecanismos para de a defesa de plantas contra
patdgenos consiste no reforco da parede celular a fim de evitar ou dificultar a
entrada de microrganismos. Devido aos altos niveis de mRNA do gene EXT,
verificou-se que este mecanismo também é utilizado pelas plantulas de tomate na
defesa contra Pythium spp.. Porém, o maior acumulo destes transcritos nao foi
sufuciente para impedir a infeccdo e colonizacdo do tecido do hospedeiro pelos
isolados de Pythium spp..

De acordo com as analises de expressao génica realizadas, verificou-se
que a baixa severidade da doencga observada em plantulas inoculadas com P.
inflatum € devida a baixa agressividade do patdgeno, como foi observado por
Robertson (1973, citado por van der Plaats-Niterink, 1981). Com algumas
excegdes, 0s niveis de expressdao dos genes analisados foram baixos na
interacao de plantulas de tomate com esse isolado. P. inflatum apresenta uma
lenta taxa de crescimento em meio de cultura, de 10 mm.dia” (Plaats-Niterink,
1981), o que provavelmente contribui para a reduzida severidade da doenga e
acumulo de genes de defesa. De mesmo modo, plantulas inoculadas com P.
ultimum também apresentaram uma menor abundancia de mRNA dos genes
avaliados, em comparagdo com os outros isolados. A caracterizagao biolégica da
doenca provocada por P. inflatum e P. ultimum mostrou que, inicialmente, a
severidade dos sintomas provocados por esses isolados €& semelhante. No
entanto, a severidade da doencga causada por P. ultimum evolui rapidamente,

enquanto que em plantulas inoculadas com P. inflatum a severidade se mantém
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baixa. Segundo Campion et al. (1997), P. ultimum produz uma grande quantidade
de enzimas hidroliticas que maceram o tecido do hospedeiro, contribuindo para a
rapidez com que os sintomas provocados por esse isolado evoluem e impedindo
a inducao de uma resposta de defesa bem sucedida pela planta.

Plantulas inoculadas com P. graminicola apresentaram uma forte indugao
de todos os genes analisados dois dias apdés a inoculagdo. Além disso, os
experimentos biolégicos mostraram que esse isolado induz sintomas mais
rapidamente nas plantulas quandc mparado com os outros isolados.
MacDonald et al. (2002) demonstraram que a forga exercida pela hifa deste
patdgeno nao é suficiente para penetrar no tecido vegetal. Deste modo, a agao de
enzimas hidroliticas € necessaria para a ocorréncia de infeccdo. Isso pode fazer
com que a plantula detecte este isolado no inicio do processo de infeccéo.
Entretanto, essa forte indugéo inicial foi seguida pela redugcdo nos niveis de
expressao cinco dias apés a inoculagédo. Fagoaga et al. (2001) demonstraram que
a superexpressao de PR-5 em Citrus sinensis reduziu a severidade dos sintomas
apo6s a inoculagdo com um oomiceto causador de podriddo, Phytophthora
citrophthota. Deste modo, a superexpressao de algum desses genes em plantulas
de tomate faria com que os niveis de expressdo dos mesmos se mantivessem
altos por mais tempo, o que poderia levar a uma reducdo na severidade da
doenca.

Apesar da implicacdo da inducido da atividade de proteinas PR-1 e PR-5
pelo hormbnio vegetal acido salicilico (Thomma et al., 1998), verificou-se um
aumento no acumulo de mRNAs de ambas também em plantulas tratadas com
etefon, um composto que libera etileno. O papel do etileno na indugdo de ambos

0s genes foi ainda confirmado pela redu¢ao na abundancia de transcritos apos o
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tratamento das plantulas com AVG. Esse composto quimico atua inibindo a
enzima ACC sintase, uma enzima chave na via de sintese de etileno (Kim &
Hwang, 2000). No experimento biolégico foi observado que o tratamento com
etefon e acido salicilico promoveu uma reducao na incidéncia da doenca em
plantulas inoculadas com o isolado de P. deliense. Porém, esse fendtipo nao é
explicado pela inducdo de PR1A1 e PR-5, pois o acumulo de mRNA de ambos os
genes foi também alto em plantulas inoculadas e nao tratadas com esses
compostos. Ambos 0s genes sao associados a resposta de hipersensibilidade,
que consiste na morte celular localizada, observada na resisténcia de plantas
contra patdégenos biotréficos (Glazebrook, 2005; Guinetti-Gonzalez et al., 2007;
Kirali et al., 2007). Portanto, uma maior abundancia nos transcritos dos genes PR-
1A1 e PR-5 pode estar associada a morte celular induzida pelo patégeno.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os genes
selecionados nao estao relacionados a uma reducao na severidade da doenca em
plantulas infectadas com os isolados de Pythium spp.. Porém, a expressao dos
mesmos foi induzida diferencialmente de acordo com o isolado do patégeno
envolvido na interacdo. Deste modo, outros estudos devem ser conduzidos a fim
de aprofundar a caracterizacido da resposta de plantulas de tomate aos diferentes
isolados. Além disso, outros cultivares de tomate devem ser testados na busca de

resisténcia contra Pythium spp..



6. CONCLUSOES

Os cinco isolados de diferentes espécies do género Pythium avaliados no
presente trabalho sdo patogénicos a plantulas de S. lycopersicum, porém diferem
na severidade da doenca induzida.

O isolado de P. ultimum se mostrou altamente dependente da
concentragdo de indculo na indugdo de sintomas em S. lycopersicum, sendo a
concentracao 6tima variavel para os outros isolados.

A severidade da doenca aumenta em funcdo do tempo nas plantulas
inoculadas com quaisquer dos isolados, sendo que os sintomas provocados pelo
isolado de P. ultimum evoluiram rapidamente.

Os genes ERF1, LOXD, PR-1A1, PR-5 e EXT sé&o induzidos de modo
diferencial em plantulas de tomate, de acordo com o isolado envolvido na
interacao.

O acumulo de mRNAs dos genes ERF1, LOXD, PR-1A1, PR-5 e EXT nao
esta relacionado com uma maior resisténcia de plantulas de tomate a infeccéo

causada por isolados de diferentes espécies do género Pythium.
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Apéndice 1: Tabela de analise de variancia. Avaliagao da severidade da doenga causada

por isolados de cinco espécies do género Pythium em plantulas de Solanum
lycopersicum na temperatura de 20°C.

Causas de variagéo GL SQ QM F p
Espécie 5 298,44 59,69 37,66 <0,0001
Concentracao 3 25,85 8,62 5,44 0,0022
Repeticdo (concentragao) 12 29,02 2,42 1,53 0,1401
Espécie*Concentracao 15 49,19 3,28 2,07 0,0244
Erro 60 95,09 1,58

Total 95 497,59

CV = 42%

Apéndice 2: Tabela de analise de variancia. Avaliagao da severidade da doenga causada

por isolados de cinco espécies do género Pythium em plantulas de Solanum
lycopersicum na temperatura de 25°C.

Causas de variagéo GL SQ QM F p
Espécie 5 250,35 50,07 34,82 <0,0001
Concentracao 3 34,88 11,62 8,09 0,0001
Repetigao (concentragao) 12 23,66 1,97 1,37 0,2049
Espécie*Concentracao 15 69,82 4,66 3,24 0,0006
Erro 60 86,28 1,44

Total 95 464,99

CV =40%

Apéndice 3: Tabela de analise de variancia. Avaliagao da severidade da doenga causada

por isolados de cinco espécies do género Pythium em pléantulas de Solanum
lycopersicum na temperatura de 30°C.

Causas de variagéo GL SQ QM F p
Espécie 5 408,68 81,74 85,04 <0,0001
Concentracao 3 22,3 7,43 7,73 0,0002
Repeticdo (concentragao) 12 14,49 1,21 1,26 0,2682
Espécie*Concentracao 15 100,56 6,7 6,97 <0,0001
Erro 60 57,67 0,96

Total 95 603,7

CV =30%



Apéndice 4: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrao (DP) e niveis de acimulo de mRNA obtidos para ERF1 em plantulas de Solanum lycopersicum a 20°C +
2°C, apos a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apds a inoculagdo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P. inflatum;

Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo ERF1 GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
24,06 21,49
H20 24,01 23,88 0,27 19,84 20,62 0,82 3,26 0,87 0,00 0,87 1,00
23,57 20,54
24,07 20,06
Pgra 24,34 2417 0,15 20,36 20,18 0,15 3,99 0,21 0,73 0,21 0,60
24,11 20,13
20,14 21,29
Pdel 20,34 20,24 0,14 21,19 21,14 0,18 -0,90 0,23 -4,16 0,23 17,88
) - 20,94
23,42 19,94
Pinf 23,58 23,53 0,10 20,12 20,16 0,24 3,37 0,26 0,11 0,26 0,93
23,60 20,42
24,40 21,21
Pult 24,47 24,38 0,10 21,32 21,2 0,13 3,19 0,16 -0,07 0,16 1,05
24,27 21,06
21,96 18,1
Pdis 21,99 21,97 0,02 18,03 18,09 0,06 3,88 0,06 0,62 0,06 0,65
21,98 18,15
21,99 23,01
Pgra 22,04 22,06 0,08 22,90 22,94 0,06 -0,88 0,10 -4,14 0,10 17,59
22,15 22,91
20,04 21,12
Pdel 20,08 19,97 0,14 21,23 21,04 0,23 -1,07 0,27 -4,33 0,27 20,07
19,81 20,78
24,54 20,89
5 Pinf 24,37 24,50 0,12 20,49 20,59 0,27 3,92 0,29 0,66 0,29 0,63
24,60 20,38
21,71 21,06
Pult 21,57 21,67 0,09 21,18 21,24 0,22 0,44 0,24 -2,82 0,24 7,06
21,74 21,48
20,60 22,11
Pdis 20,63 20,68 0,12 22,29 22,40 0,36 -1,72 0,38 -4,97 0,38 31,42
20,82 22,80

a. ACt = Cterr1-CtaapoH , b. AACt = ACtamosta - ACthzo, . Actimulo de mRNA de ERF1 relativo ao calibrador 2 4% (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 5: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrdo (DP) e niveis de acimulo de mRNA obtidos para ERF1 em plantulas de Solanum lycopersicum a 25°C +
2°C, apos a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apds a inoculagdo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P. inflatum;

Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo ERF1 GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
24,06 21,49
H20 24,01 23,88 0,27 19,84 20,62 0,82 3,26 0,87 0,00 0,87 1,00
23,57 20,54
21,77 23,68
Pgra 22,09 21,92 0,16 23,38 23,59 0,18 -1,67 1,51 -4,93 1,51 30,41
21,89 23,70
23,26 21,45
Pdel 23,27 23,30 0,06 21,39 21,39 0,06 1,91 0,08 -1,35 0,08 2,55
> 23,37 21,33
22,04 19,35
Pinf 22,06 22,04 0,01 19,39 19,37 0,02 2,67 0,02 -0,59 0,02 1,50
22,04 19,37
22,98 22,48
Pult 22,85 22,79 0,23 22,04 22,10 0,35 0,69 0,42 -2,57 0,42 5,94
22,54 21,79
21,54 20,31
Pdis 21,57 21,57 0,04 20,62 20,63 0,33 0,94 0,33 -2,32 0,33 5,00
21,61 20,97
24,09 22,33
Pgra 24,12 24,13 0,04 22,51 22,61 0,33 1,52 0,33 -1,74 0,33 3,34
24,16 22,97
24,06 22,27
Pdel 23,93 24,01 0,07 21,86 22,07 0,29 1,94 0,30 -1,32 0,30 2,49
24,04 --
22,14 20,22
5 Pinf 22,20 22,18 0,03 20,31 20,41 0,25 1,77 0,25 -1,49 0,25 2,80
22,19 20,69
23,82 21,85
Pult 23,87 23,77 0,14 21,54 21,75 0,18 2,02 0,23 -1,24 0,23 2,36
23,62 21,87
24,86 24,93
Pdis 24,83 24,92 0,13 25,11 25,12 0,19 -0,20 0,23 -3,45 0,23 10,96
25,07 25,32

a. ACt = Cterr1-Ctoapp , b. AACt = ACtamostra - ACtizo, C. Actimulo de mRNA de ERF1 relativo ao calibrador 2 ! (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 6: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrdo (DP) e niveis de acimulo de mRNA obtidos para ERF1 em plantulas de Solanum lycopersicum a 30°C +
2°C, apos a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apds a inoculagdo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P. inflatum;
Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo ERF1 GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
24,06 21,49
H20 24,01 23,88 0,27 19,84 20,62 0,82 3,26 0,87 0,00 0,87 1,00
23,57 20,54
21,50 22,64
Pgra 21,88 21,73 0,21 22,87 22,86 0,22 -1,13 0,30 -4,39 0,30 20,89
21,82 23,07
21,60 19,73
Pdel 21,39 21,49 0,10 19,56 19,73 0,17 1,76 0,20 -1,50 0,20 2,82
2 21,49 19,91
21,63 19,71
Pinf 21,56 21,56 0,07 19,64 19,63 0,09 1,93 0,12 -1,33 0,12 2,51
21,48 19,53
22,27 19,90
Pult 22,23 22,29 0,06 20,00 20,03 0,14 2,25 0,16 -1,01 0,16 2,01
22,36 20,19
22,09 20,70
Pdis 21,99 22,04 0,07 20,69 20,73 0,07 1,31 0,10 -1,95 0,10 3,86
20,81
24,08 23,30
Pgra 24,04 24,02 0,07 23,22 23,23 0,06 0,78 0,09 -2,48 0,09 5,56
23,93 23,19
22,16 20,10
Pdel 22,29 22,27 0,11 20,29 20,19 0,14 2,08 0,17 -1,18 0,17 2,27
22,36 --
24,14 23,97
5 Pinf 23,69 23,82 0,27 23,34 23,53 0,39 0,29 0,47 -2,96 0,47 7,80
23,64 23,27
30,26 27,20
Pult 31,06 30,71 0,41 27,07 27,23 0,18 3,48 0,45 0,23 0,45 0,85
30,82 27,42
24,06 24,13 0,11 23,75
Pdis 24,21 24,04 23,98 0,21 0,15 0,24 -3,11 0,24 8,62
-- 24,16

a. ACt = Ctgrr1-CtgaroH , b. AACt = ACtamostra - ACtHo0, €. Acimulo de mRNA de ERF1 relativo ao calibrador 2 -AACt (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 7: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padréo (DP) e niveis de acimulo de mRNA obtidos para LOXD em plantulas de S. lycopersicum a 20°C * 2°C,
apos a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apds a inoculagéo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P. inflatum; Pult=P.
ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo LOXD GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
24,46 21,49
H20 24,27 24,26 0,2 19,84 20,62 0,82 3,64 0,85 0 0,85 1
24,05 20,54
23,03 20,06
Pgra 22,89 22,99 0,08 20,36 20,18 0,15 2,8 0,17 -0,83 0,17 1,78
23,04 20,13
20,52 21,29
Pdel 20,51 20,52 0,01 21,19 21,14 0,18 -0,62 0,18 -4,26 0,18 19,17
2 20,53 20,94
23,23 19,94
Pinf 23,35 23,3 0,06 20,12 20,16 0,24 3,13 0,25 -0,5 0,25 1,42
23,3 20,42
22,46 21,21
Pult 22,27 22,27 0,18 21,32 21,2 0,13 1,08 0,22 -2,56 0,22 5,91
22,09 21,06
23,72 18,1
Pdis 23,66 23,64 0,1 18,03 18,09 0,06 5,54 0,11 1,91 0,11 0,27
23,53 18,15
21,24 23,01
Pgra 21,21 21,22 0,02 22,9 22,94 0,06 -1,72 0,06 -5,36 0,06 41,06
21,21 22,91
18,9 21,12
Pdel 19,07 18,99 0,12 21,23 21,04 0,23 -2,06 0,26 -5,7 0,26 51,87
-- 20,78
25,61 20,89
5 Pinf 25,89 25,75 0,2 20,49 20,59 0,27 5,16 0,33 1,52 0,33 0,35
-- 20,38
21,51 21,06
Pult 21,48 21,51 0,02 21,18 21,24 0,22 0,27 0,22 -3,37 0,22 10,32
21,53 21,48
20,05 22,11
Pdis 20,07 20,09 0,05 22,29 22,4 0,36 -2,31 0,36 -5,95 0,36 61,68
20,15 22,8

a. ACt = CtLoxp -CtgappH , b. AACt = ACtamostra - ACtH20, €. Acimulo de mRNA de LOXD relativo ao calibrador 2 -AACt (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 8: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrédo (DP) e niveis de acimulo de mRNA obtidos para LOXD em plantulas de S. lycopersicum a 25°C £ 2°C,
apos a inoculagédo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apés a inoculagdo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P. inflatum; Pult=P.
ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

) . LOXD GAPDH Quantificagdo relativa Acumulo
Dai Inéculo - - 3 b c
Ct Média DP Ct Média DP ACt DP AACt DP mRNA
24,46 21,49
H.0O 24,27 24,26 0,20 19,84 20,62 0,82 3,64 0,85 0,00 0,85 1,00
24,05 20,54
21,33 23,68
Pgra 21,46 21,34 0,11 23,38 23,59 0,18 -2,24 0,21 -5,88 0,21 59,01
21,24 23,70
21,00 21,45
Pdel 21,04 21,03 0,03 21,39 21,39 0,06 -0,36 0,07 -4,00 0,07 15,95
2 21,06 21,33
24,64 19,35
Pinf 24,76 24,71 0,06 19,39 19,37 0,02 5,33 0,06 1,70 0,06 0,31
24,72 19,37
24,51 22,48
Pult 24,41 24,46 0,07 22,04 22,10 0,35 2,36 0,36 -1,28 0,36 2,43
- 21,79
22,90 20,31
Pdis 22,79 22,85 0,05 20,62 20,63 0,33 2,21 0,33 -1,43 0,33 2,69
22,85 20,97
23,10 22,33
Pgra 23,11 23,10 0,01 22,51 22,61 0,33 0,50 0,33 -3,14 0,33 8,82
-- 22,97
23,13 22,27
Pdel 23,17 23,16 0,02 21,86 22,07 0,29 1,09 0,29 -2,55 0,29 5,85
23,17 -
23,10 20,22
5 Pinf 23,11 23,08 0,05 20,31 20,41 0,25 2,68 0,25 -0,96 0,25 1,95
23,03 20,69
24,63 21,85
Pult 24,51 24,51 0,13 21,54 21,75 0,18 2,76 0,22 -0,88 0,22 1,84
24,38 21,87
23,87 24,93
Pdis 24,02 23,91 0,09 25,11 25,12 0,19 -1,21 0,21 -4,84 0,21 28,73
23,85 25,32

a. ACt = Ctioxp -CteappH , b. AACt = ACtamostra - ACti20, €. Acimulo de m e relativo ao calibrador pplied Biosystems, :
Ct=_Ct Ct b Ct = ACt, Ct Acumulo de mRNA de LOXD relati librador 2 *°* (Applied Bi t 1997
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Apéndice 9: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padréo (DP) e niveis de acimulo de mRNA obtidos para LOXD em plantulas de S. lycopersicum a 30°C x 2°C,
apos a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apds a inoculagéo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P. inflatum; Pult=P.
ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo LOXD GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°

24,46 21,49

H20 24,27 24,26 0,20 19,84 20,62 0,82 3,64 0,85 0,00 0,85 1,00
24,05 20,54
22,09 22,64

Pgra 22,15 22,16 0,09 22,87 22,86 0,22 -0,69 0,23 -4,33 0,23 20,16
22,25 23,07
20,82 19,73

Pdel 20,59 20,67 0,13 19,56 19,73 0,17 0,94 0,21 -2,7 0,21 6,49
2 20,61 19,91
24,55 19,71

Pinf 25,09 24,87 0,28 19,64 19,63 0,09 5,24 0,3 1,6 0,3 0,33
24,95 19,53
23,19 19,90

Pult 23,16 23,13 0,07 20,00 20,03 0,14 3.1 0,16 -0,54 0,16 1,45
23,05 20,19
23,83 20,70

Pdis 23,78 23,82 0,03 20,69 20,73 0,07 3,08 0,07 -0,56 0,07 1,47
23,84 20,81
22,44 23,30

Pgra 22,29 22,41 0,10 23,22 23,23 0,06 -0,82 0,12 -4,46 0,12 22,05
22,50 23,19
22,91 20,10

Pdel 22,85 22,84 0,07 20,29 20,19 0,14 2,65 0,16 -0,99 0,16 1,99

22,76 --

23,28 23,97

5 Pinf 22,99 23,04 0,22 23,34 23,53 0,39 -0,49 0,44 -4,13 0,44 17,47
22,85 23,27
26,57 27,20

Pult 26,15 26,39 0,21 27,07 27,23 0,18 -0,84 0,28 -4,48 0,28 22,25
26,45 27,42
22,52 23,75

Pdis 22,79 22,66 0,19 24,04 23,98 0,21 -1,33 0,29 -4,97 0,29 31,25
-- 24,16

a. ACt = CtLoxp -Ctearpr , b. AACt = ACtamostra - ACth20, €. Acumulo de mRNA de LOXD relativo ao calibrador 2 -AACt (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 10: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrao (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para PR-1A1 em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
20°C % 2°C, apés a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apés a inoculagao; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.
inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo PR-1A1 GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
22,07 21,49
H20 21,7 21,88 0,19 19,84 20,62 0,82 1,26 0,85 0,00 0,85 1,00
21,86 20,54
23,15 20,06
Pgra 22,99 23,1 0,11 20,36 20,18 0,15 2,93 0,19 1,68 0,19 0,31
23,20 20,13
18,81 21,29
Pdel 18,88 18,83 0,04 21,19 21,14 0,18 -2,31 0,18 -3,56 0,18 11,81
2 18,82 20,94
21,31 19,94
Pinf 21,41 21,39 0,08 20,12 20,16 0,24 1,23 0,26 -0,02 0,26 1,02
21,46 20,42
21,98 21,21
Pult 21,78 21,82 0,15 21,32 21,2 0,13 0,62 0,2 -0,63 0,2 1,55
21,69 21,06
20,70 18,10
Pdis 20,60 20,66 0,06 18,03 18,09 0,06 2,57 0,08 1,32 0,08 0,40
20,70 18,15
19,68 23,01
Pgra 19,93 19,83 0,13 22,90 22,94 0,06 -3,11 0,14 -4,37 0,14 20,63
19,87 22,91
18,65 21,12
Pdel 18,59 18,56 0,11 21,23 21,04 0,23 -2,48 0,26 -3,74 0,26 13,34
18,44 20,78
22,41 20,89
5 Pinf 22,44 22,4 0,04 20,49 20,59 0,27 1,81 0,27 0,56 0,27 0,68
22,35 20,38
20,60 21,06
Pult 20,53 20,57 0,04 21,18 21,24 0,22 -0,66 0,22 -1,92 0,22 3,78
20,59 21,48
20,39 22,11
Pdis 20,54 20,53 0,13 22,29 22,4 0,36 -1,87 0,38 -3,12 0,38 8,72
20,65 22,80

a. ACt = Ctpr.1a1 -CtearpH , b. AACt = ACtamostra - ACtHoo, €. Acimulo de mRNA de PR-1A1 relativo ao calibrador 2 -AACt (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 11: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrao (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para PR-1A1 em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
25°C % 2°C, apés a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apés a inoculagao; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.
inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo PR-1A1 GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
22,07 21,49
H20 21,70 21,88 0,19 19,84 20,62 0,82 1,26 0,85 0,00 0,85 1,00
21,86 20,54
17,08 23,68
Pgra 17,00 16,98 0,11 23,38 23,59 0,18 -6,61 0,22 -7,86 0,22 232,7
16,86 23,70
17,6 21,45
Pdel 17,81 17,71 0,11 21,39 21,39 0,06 -3,68 0,13 -4,94 0,13 30,65
2 17,72 21,33
19,65 19,35
Pinf 19,70 19,72 0,08 19,39 19,37 0,02 0,34 0,08 -0,91 0,08 1,88
19,80 19,37
19,28 22,48
Pult 19,11 19,17 0,09 22,04 221 0,35 -2,94 0,36 -4,19 0,36 18,28
19,12 21,79
18,26 20,31
Pdis 18,18 18,21 0,05 20,62 20,63 0,33 -2,42 0,33 -3,68 0,33 12,82
18,18 20,97
20,12 22,33
Pgra 20,68 20,49 0,32 22,51 22,61 0,33 -2,11 0,46 -3,37 0,46 10,32
20,68 22,97
20,07 22,27
Pdel 20,07 20,10 0,06 21,86 22,07 0,29 -1,97 0,30 -3,23 0,30 9,35
20,16 --
19,84 20,22
5 Pinf 19,65 19,68 0,14 20,31 20,41 0,25 -0,73 0,29 -1,98 0,29 3,95
19,55 20,69
21,31 21,85
Pult 21,08 21,21 0,12 21,54 21,75 0,18 -0,55 0,22 -1,80 0,22 3,49
21,23 21,87
20,14 24,93
Pdis 20,07 20,11 0,04 25,11 25,12 0,19 -5,01 0,20 -6,26 0,20 76,69
20,13 25,32

a. ACt = Ctpr.1a1-Ctaapp , b. AACt = ACtamosta - ACthzo, €. Acumulo de mRNA de PR-1AL1 relativo ao calibrador 2 A" (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 12: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrao (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para PR-1A1 em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
30°C £ 2°C, apds a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apds a inoculagao; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.
inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum, UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo PR-1A1 GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
22,07 21,49
H20 21,70 21,88 0,19 19,84 20,62 0,82 1,26 0,85 0,00 0,85 1,00
21,86 20,54
18,74 22,64
Pgra 18,84 18,84 0,10 22,87 22,86 0,22 -4,02 0,24 -5,27 0,24 38,70
18,94 23,07
18,54 19,73
Pdel 18,51 18,49 0,07 19,56 19,73 0,17 -1,24 0,18 -2,5 0,18 5,66
2 18,41 19,91
22,51 19,71
Pinf 22,39 22,39 0,11 19,64 19,63 0,09 2,77 0,15 1,51 0,15 0,35
22,28 19,53
19,45 19,9
Pult 19,37 19,41 0,05 20,00 20,03 0,14 -0,62 0,15 -1,88 0,15 3,68
- 20,19
18,96 20,70
Pdis 19,00 19,00 0,04 20,69 20,73 0,07 -1,73 0,08 -2,99 0,08 7,92
19,05 20,81
19,08 23,3
Pgra 19,04 19,00 0,11 23,22 23,23 0,06 -4,24 0,13 -5,49 0,13 45,00
18,87 23,19
19,47 20,10
Pdel 19,51 19,5 0,03 20,29 20,19 0,14 -0,69 0,14 -1,94 0,14 3,85
19,54 --
19,29 23,97
5 Pinf 19,25 19,24 0,06 23,34 23,53 0,39 -4,29 0,39 -5,55 0,39 46,75
19,17 23,27
26,41 27,20
Pult 26,44 26,43 0,02 27,07 27,23 0,18 -0,8 0,18 -2,06 0,18 4,17
- 27,42
20,23 23,75
Pdis 20,24 20,27 0,07 24,04 23,98 0,21 -3,71 0,22 -4,96 0,22 31,23
20,35 24,16

a. ACt = Ctpr-1a1-CteappH ; b. AACt = ACtamostra - ACtH20, €. Actimulo de mRNA de PR-1A1 relativo ao calibrador 2 **“! (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 13: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrao (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para PR-5 em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
20°C % 2°C, apés a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apés a inoculagdo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.
inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéeulo PR-5 GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
19,00 21,49
H20 18,81 18,86 0,13 19,84 20,62 0,82 -1,77 0,83 0,00 0,83 1,00
18,75 20,54
19,07 20,06
Pgra 19,2 19,17 0,10 20,36 20,18 0,15 -1,01 0,18 0,76 0,18 0,59
19,25 20,13
15,90 21,29
Pdel 15,91 15,87 0,06 21,19 21,14 0,18 -5,27 0,19 -3,50 0,19 11,32
2 15,81 20,94
17,42 19,94
Pinf 17,35 17,44 0,09 20,12 20,16 0,24 -2,72 0,26 -0,96 0,26 1,94
17,54 20,42
18,67 21,21
Pult 18,73 18,63 0,13 21,32 21,2 0,13 -2,57 0,18 -0,80 0,18 1,75
18,48 21,06
17,05 18,10
Pdis 17,18 17,11 0,06 18,03 18,09 0,06 -0,98 0,08 0,79 0,08 0,58
17,11 18,15
16,43 23,01
Pgra 16,48 16,42 0,07 22,90 22,94 0,06 -6,52 0,09 -4,76 0,09 27,03
16,34 22,91
15,91 21,12
Pdel 15,91 15,88 0,05 21,23 21,04 0,23 -5,17 0,24 -3,4 0,24 10,56
15,82 20,78
19,35 20,89
5 Pinf 19,35 19,37 0,04 20,49 20,59 0,27 -1,22 0,27 0,54 0,27 0,69
19,41 20,38
16,74 21,06
Pult 16,9 16,88 0,13 21,18 21,24 0,22 -4,36 0,25 -2,59 0,25 6,03
17,00 21,48
17,01 22,11
Pdis 17,08 17,06 0,04 22,29 22,4 0,36 -5,34 0,36 -3,58 0,36 11,94
17,08 22,80

a. ACt = Ctpr.s-Ctaapon , b. AACt = ACtamostra - ACtizo, ¢. Acumulo de mRNA de PR-5 relativo ao calibrador 2 4! (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 14: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrdo (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para PR-5 em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
25°C % 2°C, apés a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apés a inoculagdo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.

inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéeulo PR-5 GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACt DP AACE DP mRNA°
19,00 21,49
H20 18,81 18,86 0,13 19,84 20,62 0,82 -1,77 0,83 0,00 0,83 1,00
18,75 20,54
15,08 23,68
Pgra 15,05 15,05 0,02 23,38 23,59 0,18 -8,53 0,18 -6,77 0,18 109,02
15,03 23,70
15,61 21,45
Pdel 15,61 15,61 0,00 21,39 21,39 0,06 -5,78 0,06 -4,02 0,06 16,18
2 15,61 21,33
16,79 19,35
Pinf 16,83 16,81 0,26 19,39 19,37 0,02 -2,56 0,26 -0,8 0,26 1,74
- 19,37
16,36 22,48
Pult 16,37 16,35 0,00 22,04 221 0,35 -5,75 0,35 -3,99 0,35 15,87
16,32 21,79
16,06 20,31
Pdis 16,03 16,06 0,03 20,62 20,63 0,33 -4,57 0,33 -2,81 0,33 7,01
16,09 20,97
17,65 22,33
Pgra 17,59 17,62 0,04 22,51 22,61 0,33 -4,98 0,33 -3,22 0,33 9,32
- 22,97
17,17 22,27
Pdel 17,12 17,17 0,04 21,86 22,07 0,29 -4,90 0,29 -3,14 0,29 8,80
17,21 --
16,25 20,22
5 Pinf 16,28 16,29 0,05 20,31 20,41 0,25 -4,12 0,25 -2,35 0,25 5,11
16,34 20,69
18,12 21,85
Pult 18,07 18,04 0,10 21,54 21,75 0,18 -3,71 0,21 -1,95 0,21 3,86
17,92 21,87
18,03 24,93
Pdis 18,12 18,07 0,04 25,11 25,12 0,19 -7,05 0,2 -5,28 0,20 38,97
18,06 25,32

a.

ACt = Ctprs-Cteapor , b. AACt = ACtamostra - ACtHz0, €. Acimulo de mRNA de PR-5 relativo ao calibrador 2 %! (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 15: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrao (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para PR-5 em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
30°C £ 2°C, apos a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apds a inoculagéo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.
inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai In6culo PR-5 GAPDH Quantificagao relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACt? DP AACH DP mRNA®
19,00 21,49
H20 18,81 18,86 0,13 19,84 20,62 0,82 -1,77 0,83 0,00 0,83 1,00
18,75 20,54
16,43 22,64
Pgra 16,62 16,5 0,10 22,87 22,86 0,22 -6,36 0,24 -4,59 0,24 24,16
16,45 23,07
15,82 19,73
Pdel 15,75 15,75 0,07 19,56 19,73 0,17 -3,98 0,18 -2,22 0,18 4,64
5 15,69 19,91
19,18 19,71
Pinf 19,08 19,19 0,12 19,64 19,63 0,09 -0,43 0,15 1,33 0,15 0,40
19,32 19,563
16,01 19,9
Pult 16,05 16,02 0,03 20,00 20,03 0,14 -4,01 0,15 -2,25 0,15 4,75
16,00 20,19
16,35 20,70
Pdis 16,36 16,32 0,06 20,69 20,73 0,07 -4,41 0,09 -2,65 0,09 6,26
16,26 20,81
16,27 23,3
Pgra 16,21 16,23 0,03 23,22 23,23 0,06 -7,00 0,06 -5,23 0,06 37,65
16,23 23,19
16,38 20,10
Pdel 16,38 16,49 0,19 20,29 20,19 0,14 -3,71 0,23 -1,94 0,23 3,84
16,71 -
16,13 23,97
5 Pinf 16,11 16,13 0,03 23,34 23,53 0,39 -7,39 0,39 -5,63 0,39 49,49
16,17 23,27
32,08 27,20
Pult 32,97 32,52 0,63 27,07 27,23 0,18 5,29 0,65 7,06 0,65 0,01
- 27,42
17,25 23,75
Pdis 17,15 17,18 0,06 24,04 23,98 0,21 -6,8 0,22 -5,04 0,22 32,86
17,14 24,16

a. ACt = Ctprs-CteapoH , b. AACt = ACtamostra - ACtH20, ¢. Acimulo de mRNA de PR-5 relativo ao calibrador 2 A% (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 16: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrdo (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para EXT em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
20°C % 2°C, apés a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apés a inoculagao; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.
inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo EXT GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
23,14 21,49
H20 22,98 23,00 0,14 19,84 20,62 0,82 2,38 0,84 0,00 0,84 1,00
22,87 20,54
23,71 20,06
Pgra 23,59 23,55 0,19 20,36 20,18 0,15 3,36 0,25 0,99 0,25 0,50
23,34 20,13
15,68 21,29
Pdel 15,66 15,66 0,02 21,19 21,14 0,18 -5,48 0,18 -7,85 0,18 230,94
2 15,65 20,94
20,99 19,94
Pinf 21,07 20,95 0,15 20,12 20,16 0,24 0,79 0,29 -1,59 0,29 3,00
20,78 20,42
21,95 21,21
Pult 21,76 21,80 0,14 21,32 21,2 0,13 0,60 0,19 -1,78 0,19 3,42
21,68 21,06
17,88 18,10
Pdis 17,87 17,88 0,01 18,03 18,09 0,06 -0,22 0,06 -2,59 0,06 6,03
17,87 18,15
17,31 23,01
Pgra 17,33 17,34 0,05 22,90 22,94 0,06 -5,59 0,08 -7,97 0,08 250,66
17,40 22,91
16,50 21,12
Pdel 16,46 16,45 0,06 21,23 21,04 0,23 -4,59 0,24 -6,97 0,24 125,34
16,38 20,78
22,27 20,89
5 Pinf 22,15 22,64 0,76 20,49 20,59 0,27 2,06 0,80 -0,32 0,80 1,25
23,52 20,38
19,06 21,06
Pult 19,05 19,03 0,04 21,18 21,24 0,22 -2,21 0,22 -4,59 0,22 24,03
18,98 21,48
17,71 22,11
Pdis 17,75 17,79 0,11 22,29 22,4 0,36 -4,60 0,37 -6,98 0,37 126,21
17,92 22,80

a. ACt = Ctexr-CtearpH , b. AACt = ACtamostra - ACtH20, €. Acimulo de mRNA de EXT relativo ao calibrador 2 “AACt (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 17: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrao (DP) e niveis de acimulo de mRNA obtidos para EXT em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
25°C % 2°C, apés a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apés a inoculagao; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.

inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo EXT GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
23,14 21,49
H20 22,98 23,00 0,14 19,84 20,62 0,82 2,38 0,84 0,00 0,84 1,00
22,87 20,54
17,16 23,68
Pgra 17,19 17,18 0,02 23,38 23,59 0,18 -6,40 1,50 -8,78 1,50 439,40
17,19 23,70
16,89 21,45
Pdel 16,93 16,92 0,02 21,39 21,39 0,06 -4,47 0,06 -6,85 0,06 115,25
2 16,93 21,33
21,58 19,35
Pinf 21,50 21,65 0,19 19,39 19,37 0,02 2,27 0,19 -0,10 0,19 1,07
21,86 19,37
20,94 22,48
Pult 20,89 20,86 0,09 22,04 221 0,35 -1,24 0,36 -3,62 0,36 12,27
20,76 21,79
18,24 20,31
Pdis 18,46 18,33 0,11 20,62 20,63 0,33 -2,30 0,35 -4,68 0,35 25,55
18,31 20,97
19,36 22,33
Pgra 19,39 19,39 0,04 22,51 22,61 0,33 -3,21 0,33 -5,59 0,33 48,06
19,44 22,97
18,45 22,27
Pdel 18,37 18,34 0,13 21,86 22,07 0,29 -3,73 0,32 -6,11 0,32 68,87
18,19 --
17,91 20,22
5 Pinf 17,67 17,96 0,31 20,31 20,41 0,25 -2,45 0,39 -4,82 0,39 28,32
18,29 20,69
19,22 21,85
Pult 19,24 19,19 0,07 21,54 21,75 0,18 -2,56 0,20 -4,94 0,20 30,68
19,10 21,87
19,47 24,93
Pdis 19,43 19,44 0,02 25,11 25,12 0,19 -5,67 0,19 -8,05 0,19 264,97
19,44 25,32

a. ACt = Ctexr-CtearpH , b. AACt = ACtamostra - ACtH20, €. Acimulo de mRNA de EXT relativo ao calibrador 2 “AACt (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 18: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrdo (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para EXT em plantulas de S. lycopersicum mantidas a
30°C £ 2°C, apos a inoculagdo com isolados de Pythium spp.. Dai=dias apds a inoculagédo; Pgra=P. graminicola; Pdel=P. deliense; Pinf=P.
inflatum; Pult=P. ultimum; Pdis=P. dissotocum. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

Dai Inéculo EXT GAPDH Quantificagéo relativa Acumulo
Ct Média DP Ct Média DP ACH DP AACE DP mRNA°
23,14 21,49
H20 22,98 23,00 0,14 19,84 20,62 0,82 2,38 0,84 0,00 0,84 1,00
22,87 20,54
18,05 22,64
Pgra 18,08 18,06 0,02 22,87 22,86 0,22 -4,79 0,22 -7,17 0,22 143,95
18,05 23,07
16,37 19,73
Pdel 16,20 16,24 0,11 19,56 19,73 0,17 -3,49 0,20 -5,86 0,20 58,20
2 16,17 19,91
22,43 19,71
Pinf 22,69 22,56 0,19 19,64 19,63 0,09 2,94 0,21 0,56 0,21 0,68
18,96 19,53
19,06 19,01 0,05 19,9 -1,02 0,15 -3,39 0,15 10,52
Pult 19,02 20,00 20,03 0,14
19,91 20,19
19,91 19,94 0,06 20,70 -0,79 0,09 -3,17 0,09 8,98
Pdis 20,01 20,69 20,73 0,07
20,81
20,22 23,3
Pgra 20,14 20,13 0,10 23,22 23,23 0,06 -3,11 0,11 -5,48 0,11 44,69
20,03 23,19
17,99 20,10
Pdel 17,95 17,91 0,11 20,29 20,19 0,14 -2,29 0,18 -4,66 0,18 25,31
17,78 --
20,15 23,97
5 Pinf 20,12 20,13 0,02 23,34 23,53 0,39 -3,40 0,39 -5,78 0,39 54,88
20,11 23,27
24,89 27,20
Pult 25,02 25,01 0,11 27,07 27,23 0,18 -2,22 0,21 -4,60 0,21 24,22
25,11 27,42
20,07 23,75
Pdis 19,96 20,06 0,09 24,04 23,98 0,21 -3,93 0,23 -6,30 0,23 78,90
20,14 24,16

a. ACt = Ctexr -Ctgaprpn , b. AACt = ACtamostra - ACtHo20, €. Acimulo de mRNA de EXT relativo ao calibrador 2 -AACt (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 19: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padréo (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para PR-1A1 em plantulas de S. lycopersicum inoculadas
com isolados de espécies do género Pythium e submetidas a tratamentos com diferentes compostos. Pdel = P. deliense, ABA = acido

abscisico, AS = acido salicilico, ET = etileno e AVG = aminoetoxivinilglicina. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

PR-1A1 GAPDH Quantificagao relativa Acumulo
Tratamento Ct Média DP Ct Média DP ACE DP AACE DP MRNA®
2161 24.04
H.0 2151 2158 0,06 23.36 2353 0,46 -1,94 046 0,00 046 1,00
2163 2318
17.10 2328
Pdel 17.02 17,05 0,04 2270 23,06 0,31 -6,01 0,31 -4,06 0,31 16,69
17.05 23.20
2534 24,30
ABA 2523 2529 0,08 2338 23,84 0,66 145 0,66 3,39 0,66 0,10
ABA + 2024 23,69
o 2017 2017 0,07 23.81 23.70 0,10 -3,53 012 -1,59 0,12 3,00
2011 2361
2353 27.38
AS 23.43 2344 0,08 27.25 27.30 0,07 -3,86 011 1,02 0,11 377
23.36 2727
24.50 28.05
AS +Pdel 2456 2453 0,03 28.16 28,05 0,11 -3,52 012 1,57 0,12 208
24.53 27.94
18.28 2267
ET 18.38 18,28 0.10 2229 22,34 0,31 -4,06 032 2,12 0,32 435
18.18 22,06
2414 30,31
ET+Pdel  23.95 24.08 0,12 2902 29,62 0,65 5,54 0,66 -3,59 0,66 12,08
2416 20 54
2260 23.14
AVG 2260 2269 017 2345 23.30 0,22 -0,60 027 1,34 027 0.39
22.89 -
AVG s 2085 24.47
s 20.90 2077 0.19 24.80 24.72 0,22 -3,95 0.29 22,01 0.29 4,02
2055 24.89

a. ACt = Ctpr.1a1-CteapoH , b. AACt = ACtamostra - ACtH20, ¢. Acimulo de mRNA de PR-1A1 relativo ao calibrador 2 ! (Applied Biosystems, 1997).
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Apéndice 20: Ciclo limiar (Ct), médias, desvio padrdo (DP) e niveis de acumulo de mRNA obtidos para PR-5 em plantulas de S. lycopersicum inoculadas com
isolados de espécies do género Pythium e submetidas a tratamentos com diferentes compostos. Pdel = P. deliense, ABA = acido abscisico, AS
= acido salicilico, ET = etileno e AVG = aminoetoxivinilglicina. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008.

PR-5 GAPDH Quantificagao relativa Acumulo
Tratamento Ct Média DP Ct Média DP ACE DP AACE DP MRNA®

17.70 24.04

H.0 18.03 17,97 0,25 23.36 23,53 046 5,55 0,52 0,00 0,52 1,00
18.19 23.18
14.37 23,28

Pdel 13.96 14,16 0,10 22.70 23,06 0,31 -8,90 0,33 -3,35 0,33 10,18
14.15 23,20
19.53 24.30

ABA 19.89 19,71 0,25 23.38 23,84 0,66 413 0,70 1,43 0,70 0,37
ABA + 17,35 23,69

o 17.50 17,46 1,32 23,81 23,70 0,10 6,24 1,33 -0,69 1,33 1,61
17.54 23,61
20,28 27.38

AS 2017 20,17 0,11 27.25 27,30 0,07 713 0,13 1,58 0,13 298
20,06 27.27
20,35 28,05

AS +Pdel 2028 20,38 0,11 28.16 28,05 0,11 7,67 0,16 212 0,16 435
20,50 27.94
15.26 22,67

ET 15.31 15,29 0,03 2229 2234 0,31 7.05 0,31 1,50 0,31 283
15.29 22.06
21,38 30,31

ET +Pdel  21.41 21,39 0,02 29,02 29,62 0,65 8,23 0,65 2,68 0,65 6,40
21,38 29 54
29,66 23,14

AVG 32.21 30,93 1,80 23.45 23,30 0,22 764 1,81 13,19 1,81 0,00
AVG 4 17,21 24 47

s 17.31 16,79 0,81 24.80 24,72 0.22 7.93 0,84 238 0,84 5.20
15,85 24,89

a. ACt = Ctpr.5- Ctgappr , b. AACt = ACtamostra - ACtHo0, €. Acumulo de mRNA de PR-5 relativo ao calibrador 2 -AACt (Applied Biosystems, 1997).
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