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ANALISE GENETICA DA RESISTENCIA BASAL A Magnaporthe oryzae®

Autor: Fernanda Severo Nichele Miihle
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

Oryza sativa (arroz) é um dos cereais mais produzidos no Brasil e no Rio Grande do
Sul. Contudo, perdas na producdo podem ocasionar alta dos precos e prejuizos aos produtores.
A brusone do arroz, causada por Magnaporthe oryzae, € uma das doengas que mais causa
danos a cultura. A resisténcia genética a M. oryzae, raga-especifica, tem sido majoritariamente
0 objetivo do melhoramento genético. Entretanto, essa caracteristica € pouco durével no
campo. Uma alternativa é a resisténcia de ndo-hospedeiro ou resisténcia basal, que confere a
planta resisténcia de amplo espectro e de maior durabilidade. Este trabalho teve como
objetivo investigar os mecanismos de resisténcia basal de genes selecionados e comparar as
respostas de uma espécie hospedeira O. sativa, € uma espécie ndo-hospedeira, A. thaliana,
frente a infeccdo por M. oryzae. Os genes EDR1, OsRacl, SGT1, HSP90, STP1, WRKY89,
WRKY 53 e Spl11 foram selecionados através de busca in silico nas bases de dados de O.
sativa e A. thaliana. Foram testadas as isolinhas de O. sativa (IRBL-5M-Pi5, IRBL1-CL-Pil,
IRBL12-M-Pil12 e LTH) e mutantes dos genes escolhidos de A. thaliana. Nas duas espécies
foram avaliadas a severidade da doenca e as frequéncias dos eventos microscopicos desta
interacdo em 4, 18, 24 e 120hai. Nas isolinhas de O. sativa ainda foi mensurada a expressao
dos genes selecionados em 0, 4, 18 e 24hai. De acordo com os resultados obtidos quatro genes
demonstraram alto potencial de envolvimento na resisténcia basal de M. oryzae: STPI,
WRKY53, WRKY89 e HSP90. Os genes WRKY53 e HSP90 foram fortemente induzidos nas
primeiras horas ap6s a inoculacdo, demonstram atuar na regulacéo negativa de todas as etapas
da interacdo, e mostraram ser dependentes do gene de resisténcia de efeito maior na isolinha
IRBL1-CL-Pil e IRBL5-M-Pi5, respectivamente. O gene STP1 estd ligado a regulacdo
negativa da etapa de germinacdo dos esporos, formacdo de apressorio e infeccdo, evitando
assim o estabelecimento do fungo no hospedeiro. Este gene evidenciou ser dependente do
gene de resisténcia da isolinha IRBL5-M-Pi5. O gene WRKY89 mostrou ter alto potencial
para regulacdo positiva de respostas de defesa basal, e pode estar agindo na repressao do
estabelecimento de M. oyzae nas células de O. sativa. De modo geral, a paralisacdo do estagio
de infeccdo do fungo foi 0 momento que mais contribuiu para a resisténcia nas primeiras
horas apds a inoculacdo. Para todos 0s genes que apresentaram potencial relacdo com a
regulacdo da resisténcia basal sdo necessarios aprofundamentos das avalia¢cbes nos primeiros
momentos principalmente em 4hai, como a observacdo da formacdo de papilas e espécies
reativas de oxigeénio.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil. (99f.) Maio, 2015.



GENETIC ANALISYS FOR BASAL RESISTANCE TO Magnaphorte oryzae

Author: Fernanda Severo Nichele Miihle
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

Oryza sativa (rice) is one of the most commonly produced cereals in Brazil and in Rio
Grande do Sul. However, losses in production may lead to high prices and losses for
producers. Rice blast, caused by Magnaporthe oryzae, is one the diseases that causes losses in
field. The genetic resistance to M. oryzae, specific to race, has been one of the major goals of
genetic improvement. However, this feature is not durable in the field. An alternative is non-
host resistance or basal resistance, causing the plant to have a broad spectrum of resistance
and durability. This study aims to investigate the basal resistance mechanisms of selected
genes and to compare the responses of a host species O. sativa, and a non-host species, A.
thaliana, to infection by M. oryzae. The genes EDR1, OsRacl, SGT1, HSP90, STP1,
WRKY89, WRKY 53 and Spl11 were chosen through search in silico in the database of O.
sativa and A. thaliana. The isolines IRBL-5M-Pi5, IRBL1-CL-Pil, IRBL12-M-Pil2 and
LTH were tested for O. sativa and the mutants of chosen genes of A. thaliana. In both species,
disease severity and the frequency of microscopic events of this interaction in 4, 18, 24 and
120hpi. Expression of selected genes from 0, 4, 18 and 24hpi in the O. sativa isolines was
also measured. According to the results, four genes showed high involvement potential in
basal resistance of M. oryzae: STP1, WRKY53, WRKY89 and HSP90. The WRKY53 and
HSP90 genes were strongly induced in the first hours after inoculation and showed that they
operate in down-regulating in all stages of the interaction, and showed to be dependent on the
resistance gene in the isoline IRBL1-CL-Pil and IRBL5-M-Pi5, respectively. The STP1 gene
is linked to negative regulation of the spore germination step, appressorium formation and
infection, thus avoiding the establishment of the fungus in the host. This gene showed to be
dependent on the resistance gene in the isoline IRBL5-M-Pi5. The WRKY89 gene showed to
have high potential for up-regulation of basal defense response, and may be acting in the
repression of the establishment of M. oyzae in O. sativa cells. Generally, the halt of the fungus
infection stage was the moment that most contributed to the strength in the hours post
inoculation. Deeper evaluations are necessary to all the genes that showed potential
relationship with the regulation of basal resistance, especially in 4hpi such as observation of
the formation of pappilae and reactive oxygen species.

! Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (99p.) May, 2015.
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1 INTRODUCAO

O. sativa € um dos cereais mais produzidos no Brasil e no Rio Grande do Sul,
sendo um grdo constante na cesta basica e na alimentacdo diaria da populacdo. Contudo,
perdas na producdo podem ocasionar alta dos precos ao consumidor e prejuizos aos
produtores. Uma das doencas de maior relevancia nesta cultura € a brusone, a qual pode
levar a perdas de 20 a 100 % na lavoura e esta presente em todas as regides produtoras

do pais e de outros paises.

A brusone do arroz é causada por Magnaporthe oryzae, um fungo hemibiotréfico
que infecta diversas partes da planta. Quando afeta a panicula pode comprometer o
enchimento dos grdos ou entdo causar a quebra e morte da panicula. Esta doenca €
combatida por meio de controle quimico, com o uso de fungicidas, e pelo controle
genético, baseado na acdo de genes que conferem resisténcia. Este Gltimo tem grande

importancia, pois pode reduzir o uso de produtos onerosos e nocivos ao ambiente.

A resisttncia a M. oryzae, denominada raca-especifica, tem sido
majoritariamente o objetivo do melhoramento. Entretanto, essa caracteristica &, em
geral, pouco duravel no campo. Uma alternativa é a resisténcia de ndo-hospedeiro ou
basal, que confere a planta resisténcia de amplo espectro e de maior durabilidade. Este

fendmeno se caracteriza pela resposta de defesa de plantas a espécies de patdgenos que



possuem a capacidade de infectar outras espécies vegetais, ou seja, ndo é especifica a
uma determinada raca. Ocorre quando 0 micro-organismo possui capacidade para
penetrar na planta, porém ndo encontra condi¢des favoraveis para colonizar e se
reproduzir, ndo causando, assim, sintomas e consequentemente reduzindo os danos a

cultura.

As respostas de defesa contra infeccdo por patégenos sdo ativadas atraves de
mecanismos de percepcdo e transducdo de sinais, dependentes da eficiéncia do
hospedeiro em reconhecer a presenca do patégeno. Para o melhoramento vegetal, o
estudo da resisténcia basal pode contribuir para a selecdo de genes ou proteinas
envolvidos na resisténcia a patdgenos, e na posterior transferéncia destes genes para
outras plantas, seja via cruzamentos ou pela obtencdo de plantas transgénicas. A fim de
facilitar e acelerar a caracterizacdo destes mecanismos, plantas modelo vém sendo
utilizadas, devido a grande quantidade de informacédo genética e fisioldgica disponivel

sobre as mesmas.

Uma planta modelo largamente utilizada é Arabidopsis thaliana, tendo em vista
a abundancia de informacdes sobre sua biologia, genoma, funcdes génicas além do
ajuste de técnicas para analise de expressdo, e analise genética como silenciamento e
superexpressdo de genes. A. thaliana foi empregada em estudos para investigacdo da
resisténcia basal e demonstrou resisténcia de ndo-hospedeiro a diversos patdgenos,

mostrando-se uma planta adequada a este tipo de anélise.

Da mesma forma, uma analise sistémica pode auxiliar na investigacdo de
mecanismos da resisténcia basal. Esta abordagem compreende o estudo simultaneo dos
processos envolvidos na acdo de genes e mecanismos de defesa. Ou seja, 0s eventos

microscopicos e de expressdo génica sao observados e correlacionados com a resposta



de defesa ao mesmo tempo e no mesmo espago. Neste caso, a analise sistémica engloba
a analise da expressdo génica, assim como 0s eventos espaciais a nivel celular e
sintomatologico da Brusone em A. thaliana (ndo-hospedeiro) e O. sativa (hospedeiro),

com foco na resisténcia basal.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo investigar 0s
mecanismos de resisténcia basal de genes selecionados e comparar as respostas de uma
espécie hospedeira Oryza sativa, e uma espécie ndo-hospedeira, Arabidopsis thaliana,

frente a infeccdo por Magnaporthe oryzae.

1.1 Objetivos especificos
1) Selecionar genes de O. sativa e A. thaliana via analise in silico que estdo
envolvidos na defesa basal contra M. oryzae

Hipdtese 1: As espécies de plantas utilizam genes similares para defesa
basal contra patogenos. Os genes que estdo envolvidos na defesa a

microrganismos em A. thaliana devem atuar da mesma maneira em O. sativa.

Estratégias de acdo: A pesquisa foi realizada in silico nas bases de dados

de O. sativa e A. thaliana. Foram selecionados genes que estdo envolvidos na
resisténcia e estdo presentes nas duas espécies. Adicionalmente procurou-se
estudos aprofundados em mecanismos de defesa basal para confirmacdo de que
ndo existem informacdes sobre 0s genes selecionados. Desta forma, os genes
foram comparados a partir de informagdes obtidas sobre fungéo e sequéncia de

nucleotideos dos mesmos.

2) Verificar quais dos genes investigados tém relacdo com a resisténcia basal.

Hipdtese 2: As respostas de defesa desencadeadas pelos genes

selecionados no objetivo 1, que ocorreram nos tempos iniciais a inoculagdo e



sem desenvolvimento de sintomas, na planta hospedeira, sdo coordenadas pelos
genes envolvidos na resisténcia basal. Plantas que ndo possuem 0s genes

envolvidos na resisténcia basal apresentam sintomas.

Estratégias de acdo: Avaliar a expressao espacial e temporal de genes
candidatos e a sua relacdo com alterages citoldgicas nas plantas, em resposta a
infeccdo por M. oryzae. Foram adquiridas sementes de isolinhas de O. sativa e
mutantes dos genes candidatos de A. thaliana. Nas isolinhas de O. sativa
(hospedeiro), foram analisados a expresséo génica em tempo real, e 0 avango de
sintomas e contagem de eventos microscopicos de infeccdo. Nos mutantes de A.
thaliana foram observados quais apresentaram sintomas sob infec¢do pelo
patdgeno, em nivel macro e microscdpico. Nestas plantas, o desenvolvimento da
doenca foi avaliado pela mensuracdo da area afetada por folha. Cada uma das

avaliacGes ocorreu em tempos iguais para as duas espécies.

3) Verificar se 0s genes envolvidos na resisténcia basal tém papel importante

também na planta hospedeira.

Hipdtese 3: Quando comparadas as respostas dos mutantes de A. thaliana
e das isolinhas de O. sativa submetidos a infeccdo por M. oryzae, estas se
conservam e se complementam. Ou seja, quando um gene esta ligado a defesa
basal, as isolinhas de O. sativa apresentam maior resisténcia e maior nivel de
expressdo, enquanto os mutantes de A. thaliana demonstram maior severidade da

doenca.

Estratégias de acdo: Comparar as respostas de defesa in vivo em plantas de O.
sativa com as respostas em relacdo a A. thaliana quanto a resisténcia basal sob

infeccdo por M. oryzae. A comparacdo foi realizada tempo a tempo e gene a



gene, entre as isolinhas de O. sativa e os mutantes de A. thaliana com base na
analise da expressdo génica, analise microscépica e no desenvolvimento de

sintomas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Magnaporthe oryzae

A brusone do arroz esta presente em todas as regides produtoras de O. sativa no
mundo e pode comprometer até 100% da lavoura. Os sintomas sdo manchas nas folhas,
alongadas com borda irregular, elipticas, com o centro acinzentado. Devido a formacéao
de lesdes, as folhas podem coalescer e causar a morte da planta. Outro sintoma chamado
brusone de “pescoco” caracterizado pela infeccdo no primeiro no, abaixo da panicula,

pode comprometer a panicula e o rendimento de grdos (Talbot, 2003).

A infeccdo inicia quando o conidio entra em contato com a superficie da folha ou
Orgdo da planta e se adere a cuticula através de um adesivo presente no compartimento
apical do esporo (Talbot, 2003). Os conidios sdo dispersos através do vento em longas
distancias (até 1000 metros) (Urashima et al., 2007) ou entdo pelas gotas de orvalho ou

chuva, planta a planta.

A germinacdo é bastante rapida e em apenas duas horas o tubo germinativo ja
estd formado e logo o apressério, sendo necessaria dgua livre na superficie para que
ocorra este processo. O peg de penetracdo do apressorio € formado e o sitio de onde
emerge é visivel como um poro no apressoério. O peg é formado por diversos filamentos,

filossomos e microtubulos, e a penetracéo via cuticula do tecido vegetal € resultado da



aplicacdo da pressédo de turgor que pode chegar a 8 MPa (Talbot, 2003; Dean et al.,
2005). As condicdes ideais a campo para que ocorra a doenca sao alta umidade do ar
(acima de 90%), temperaturas entre 24 e 28°C e dias nublados (Lima, 2004). Novas

lesbes podem aparecer apos quatro dias do inicio da infeccéo.

Magnaporthe oryzae (anamorfo de Pyricularia oryzae cav.) é um fungo
ascomiceto filamentoso heterotalico. Possui uma fase biotrdfica e outra necrotrofica,
sendo, portanto, considerado patégeno hemibiotrofico (Khang et al., 2010). Possui sete
cromossomos, e um genoma com aproximadamente 11.000 genes (Dean et al., 2005).
Este patdgeno € hapldide e produz esporos chamados conidios, 0s quais estdo presos aos
conidioforos, geralmente em ndmero de trés. O conidio consiste de trés células, sdo

hialinos, em forma de péra (piriformes).

Cada um dos conidios possui uma glicoproteina adesiva que adere o esporo a
superficie da folha hospedeira. O conidio tem a capacidade de germinar rapidamente em
um dos pélos. Ao final deste tubo germinativo, uma formacdo inchada e achatada cujas
células entram em divisdo mitética, formam o apressério. O apressoério se diferencia por

ter uma parede celular engrossada e melanizada. (Figura 1).

Além da reproducdo assexuada por conidios, existe outro aspecto reprodutivo de
importancia para a variabilidade de M. oryzae, o ciclo parassexual. O termo
parassexualidade foi descrito por Pontecorvo (1956) e define os processos de
reproducédo que resultam na obtencdo de recombinantes entre linhagens fungicas. Dentre
outros eventos, a recombinacdo intracromossomal (crossing over) e a recombinagéo
intercromossomal (ndo-disjuncional), que ocorrem no ciclo parassexual, contribuem
para a variabilidade genética dos fungos (Crawford et al., 1986, Barcellos & Pizzirani-

Kleiner, 2003).



FIGURA 1. Fotomicrografia em microscopia eletrénica de M. oryzae. AP, apressorio;
CO, conidio. Fonte: Dean et al., 2005.

Evidéncias cientificas mostraram que a especificidade ao hospedeiro é governada
pela teoria gene-a-gene de Flor (Silué et al., 1992), e que existe grande variabilidade
genética deste patdgeno no ambiente (Leung et al., 1988; Borromeo et al, 1993; Talbot
et al., 1993; Shi & Leung, 1995; Couch et al., 2005; Lara-Alvarez et al., 2010). Esta alta
variabilidade estd ligada a instabilidade genética de isolados no campo, seja esta
determinada por mutacdes, selecdo, transmissdo de genes entre populacbes e
recombinacfes genéticas. Através destes eventos podem ocorrer a ma formacdo de
estruturas, como apressorio e hifas infectivas, a estruturacdo quimica diferenciada da
membrana externa do conidio, como a cutina, ou a alteracdo da fertilidade e reproducao
do fungo (Valent & Chumley, 1991; Zeigler, 1998; Kong et al., 2012). Estas
caracteristicas diferenciadas podem adicionar ao patégeno a habilidade de causar
doenca em outras especies, como cevada e trigo, e ainda demonstram possuir alta

especificidade quanto ao isolado e seu hospedeiro (Talbot, 2003).

M. oryzae é utilizado como organismo modelo para o esclarecimento de diversos

aspectos de patogenicidade e especificidade do hospedeiro, descobertas estas que



auxiliam no entendimento de outros patossistemas (Valent, 1990). Novos aspectos desta
interacdo como biologia da patogenicidade, sistema de sinalizacdo, expressdo génica,
estrutura gendmica, variabilidade de isolados, mapeamento de genes de aviruléncia e de

genes de resisténcia e epidemiologia, sdo descritos na literatura (Liu et al., 2010).

2.1.1 Aspectos da infeccéo e patogenicidade

Alguns aspectos especificos sobre a infec¢do e a patogenicidade na interacdo M.
oryzae X O. sativa devem ser elucidados para a presente pesquisa. Caracteristicas
observadas a nivel citolégico e bioquimico podem acrescentar informacdes relevantes
para a andlise de eventos tanto relacionados a resisténcia quanto a suscetibilidade ao

patégeno.

2.1.1.1 Barreiras a infeccao

Os eventos infecciosos decorrentes da interagdo entre a planta hospedeira e o
patdégeno sdo compostos de diversas reacdes quimicas nas células do hospedeiro na
tentativa de resistir a infeccdo. O reconhecimento de um pelo outro ocorre através de
uma cascata de sinais determinados pela acdo de ETIs (effector-triggered immunity) e
PTIs (PAMP-triggered immunity), cujas consequéncias séo a resisténcia quando a planta
consegue neutralizar todas as estratégias do patdgeno e suscetibilidade quando a planta
ndo o faz (Schneider & Collmer, 2010). Uma forma de elucidar os mecanismos
microscopicos decorrentes destas sinalizagcbes, nas reacdes de resisténcia e
suscetibilidade e seus limites, é a observacdo sistematica das relagcdes de tempo e espaco

entre a infeccdo e a colonizagéo do fungo no tecido vegetal.
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Entre os diversos eventos pode-se destacar a morte celular localizada induzida, a
formacdo de papilas e a lignificacdo da parede celular como resposta ao ataque do
patdgeno. A primeira resposta da planta ao patdgeno é a tentativa de inibicdo da
infeccdo ou estabelecimento de sua estrutura reprodutiva, o esporo, na superficie do
tecido. Chamada de resisténcia basal, essa resposta culmina na inducdo de defesa
apoplastica para a inibicdo das enzimas microbianas, reforco da parede celular ou
intoxicacdo do patogeno (Schneider & Collmer, 2010). As proteinas relacionadas a
patogénese, secretadas durante as respostas basais de resisténcia, sdo as quitinases,

glucanases, tioninas, osmotinas, proteases e defensinas.

A reacdo de hipersensibilidade, reacdo rapida de resposta a infeccdo pelo
patégeno, leva a morte celular localizada restringindo o patdgeno a uma area menor.
Esta é uma forte reacdo de defesa que pode estar ligada ao acimulo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), de proteinas antimicrobianas e fitoalexinas, que impedem o
crescimento de patdgenos biotréficos ou hemibiotréficos. Assim, o papel da morte
celular associada a reacdo de hipersensibilidade é complexo e pode depender também
do tempo de acionamento dessa reacdo. Patdgenos hemibiotréficos, passada sua fase
inicial biotrofica, podem utilizar a morte celular como meio de nutrir-se e colonizar o
tecido vegetal infectado. A producdo de ROS pelo consumo de oxigénio molecular
durante as interacbes patdgeno-hospedeiro é chamada de explosdo oxidativa. As
espécies reativas de oxigénio mais importantes sdo o oxigénio singlete (*O.), o radical
hidroperdéxido (HO2-), o anion superéxido (O7), o peroxido de hidrogénio (H,0,), o
radical hidroxila (OH") e a espeécie reativa de nitrogénio relacionada oxido nitrico (NO)

(Greenberg & Yao, 2004; Shetty et al., 2008; Bhataacharjee, 2012; Barna, 2012).

A deposicao local de componentes da parede celular, como a calose, € crucial

para a resisténcia a penetracdo. A parede celular através da lignificacdo torna-se mais
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resistente a pressdo mecanica aplicada durante a penetracéo pelo apressorio do fungo, a
qual é relatada como uma das maiores pressdes de turgor ja conhecidas (Bechinger et
al., 1999). A calose é um constituinte geral das aposicdes defensivas de parede celular,
portanto, ela provavelmente constitui um importante fator de resisténcia a penetracao
contra patdgenos invasores. ObservacGes microscopicas de folhas de O. sativa
inoculadas com M. oryzae revelaram a deposicdo de calose e reacdo de
hipersensibilidade, claramente visiveis em interacbes incompativeis, e 0
desenvolvimento livre de hifas infectivas em interacdes compativeis (Kim et al., 2004).
Assim como as aposicdes da parede celular que previnem contra a penetracdo de
patégenos, as papilas tém componentes e organizacdo celular distintos das células
normais. Ap0s este momento essas proteinas continuam a se acumular na papila, o que
pode ser constatado pelo aumento na intensidade de coloracdo e do tamanho das areas

com formacéo de papilas coradas (Zeyen et al., 2002).

2.1.1.2 O caminho da infec¢do e a sinalizacéo dos efetores citoplasmaticos

A infeccdo por hemibiotréficos é caracterizada por uma fase inicial biotrofica,
onde a célula é invadida pelas estruturas infectivas do patégeno e a sinalizacdo é
mediada por efetores citoplasmaticos (proteinas que minimizam as defesas da planta e
assumem o controle), sem que haja morte celular. A fase seguinte é a necrotréfica, onde
a célula infectada coalesce assim que a estrutura infectiva fingica adentra na célula

adjacente (Schneider & Collmer, 2010; Khang et al., 2010; Horbach et al., 2011).

A biotrofia em M. oryzae inicia com invasdes sucessivas da célula da epiderme
de O. sativa através da hifa invasiva intracelular, que esta circundada por uma

membrana hifal extra-invasiva derivada da planta. O fungo entdo cresce como uma hifa
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filamentosa fina, chamada de hifa primaria. Na extremidade desta hifa € encontrada uma
regido onde estdo concentrados os efetores citoplamaticos (complexo interfacial
biotrofico - BIC), os quais irdo interferir nas defesas da célula, possibilitando o
desenvolvimento da hifa invasiva por toda a sua extensdo (Figura 2) (Schneider &

Collmer, 2010; Khang et al., 2010; Horbach et al., 2011).

A hifa invasiva se diferencia em um formato mais espesso, similar a um bulbo, e
em até dez horas apo6s o inicio da infecgdo pode colonizar todo o citoplasma da célula.
Quando ndo existir mais espago para colonizacdo 0 processo se reinicia através da
colonizagdo da célula adjacente, seja da epiderme ou do mesofilo. Apds a formacao da
hifa invasiva ou da hifa filamentosa uma nova regido de BICs se forma na nova célula
garantindo a sobrevivéncia do fungo, e simultaneamente o BIC da célula anterior é
desativado. Esta célula entra entdo na fase necrotrofica e é degradada. (Figura 2)

(Khang et al., 2010).

E 2225 hai 26-30 hai 36-40 hai

\
\/—‘\r—ﬁK N

FIGURA 2. Infeccdo da célula hospedeira por M. oryzae. 22- 25 horas ap0s
inoculagéo (hai): hifa primaria infecta célula epidermal de O. sativa,
regido BICs é acionada (em verde); 26-30 hai: hifa invasiva coloniza a
célula hospederia; 36-40 hai: hifa infectiva filamentosa invade a célula
adjacente, regido BICs é transferida para célula adjacente. (Adaptado
de Khang et al., 2010)
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2.1.1.3 Formacéao do apressorio, penetracao e melanizacao

A inducdo para formacdo do apressorio ocorre entre duas e quatro horas apds a
deposicdo do conidio na superficie do hospedeiro (Howard & Valent, 1996). O
crescimento e diferenciacdo do tubo germinativo em apressorio dependera do substrato
com o qual este estd em contato, seja fisico ou quimico como topografia da superficie,

fluxo de ions, pedacos de cera da folha (Howard & Valent, 1996; Deising et al., 2000).

O apressorio ¢ um tipo de célula especializada na penetragdo do tecido
hospedeira, seja através do uso da forca ou por enzimas. Contudo, a aderéncia mediada
por glicoproteinas da matriz celular tem papel fundamental, pois para que seja aplicada
adequada pressdo de turgor o apressorio deve estar fortemente aderido a parede. A
caracteristica achatada na base para se adaptar a topografia indica uma melhor condicao
para aderéncia do apressorio a superficie (Howard & Valent, 1996; Deising et al.,

2000).

A fase final da formacdo do apressério compreende a deposi¢do de uma camada
de melanina em toda sua extensdo, exceto na regido achatada chamada de poro do
apressorio que esta em contato com o substrato (Howard & Valent, 1996). A melanina
é um pigmento de alto peso molecular, formado pela polimerizacdo oxidativa de
compostos fendlicos que geralmente se apresentam em coloragdo marrom escuro ou

preto (Jacobson, 2000).

Alguns estudos revelaram que patégenos sem melanina ndo obtinham sucesso na
infeccdo se comparados com os que as produziam, tanto em comparac6es com isolados
de diferentes fungos (Jacobson, 2000), quanto com mutantes sem producdo de melanina

(Chumley & Valent, 1990). A simples observacdo em microscopia optica de campo
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claro pode revelar esta coloracdo, que no caso do M. oryzae, sempre se apresenta na

coloragdo marrom escura.

M. oryzae produz um pigmento cinza distinto, um tipo de melanina produzido
pela biossintese do policetideo (metabdlito secundario biossintetizado atraves da
condensacdo de unidades de acetila ou malonila), a polimerizacdo do 1,8
dehidroxinaftaleno (DHN). A melanina DHN é responsavel pelo aumento da pressédo
hidrostatica do apressorio. Esta alta pressdo fornece a forca motriz essencial para a
penetracdo mecanica da célula hospederia (Wolkov et al., 1983; Howard & Ferrari,

1989; Chumley & Valent, 1990; Howard & Valent, 1996; Jacobson, 2000).

2.2 Mecanismos de defesa da planta: o sistema imune em acao

As plantas estdo constantemente expostas a diversos microrganismos que podem
afetar seus processos metabdlicos via infeccdo e obtencdo de nutrientes para sua
multiplicacdo e desenvolvimento. Segundo Coll et al. (2011), as plantas s&o organismos
sésseis que ndo possuem um sistema circulatério e suas células estdo emolduradas por
uma rigida parede celular. No processo evolutivo, por estes dois motivos, as células
vegetais desenvolveram um sistema imune autbnomo. Este é responsavel por
discriminar danos causados por agentes externos e 0s causados por produtos da propria
célula vegetal através de uma frente de respostas de defesa, que ira combater possiveis

infeccBes e manter o bom funcionamento de todos 0s processos bioldgicos.

A resisténcia, que também é chamada de imunidade por alguns autores, é o
resultado bem sucedido da capacidade de defesa, dirigida pelo sistema imune do
hospedeiro, contra a infec¢do de um patdgeno. O modelo atual para resisténcia explica a

existéncia de “camadas” de defesa. A primeira camada consiste de barreiras pré-
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formadas que blogueiam ou inibem o crescimento do patdgeno, como cuticula,
espessamento da parede celular e expresséo de genes constitutivos relacionados a defesa
de amplo espectro. A segunda camada se caracteriza pelo reconhecimento de moléculas
do patdgeno por receptores da planta. E a terceira camada consiste de proteinas
formadas dentro da célula que reconhecem os efetores do patogeno (Coll et al., 2011;

Delteil et al., 2012).

O sistema imune funciona de duas formas principais, e que irdo conferir
resisténcia a infecgdo por patdgenos. Uma é a defesa desencadeada pelo reconhecimento
dos efetores do patégeno (moléculas produtos do patdégeno) chamada ETI (effector-
triggered immunity). Os efetores sdo moléculas de alta variabilidade entre isolados de
uma espécie de patdgeno, e sdo reconhecidas por produtos polimérficos de proteinas
NB-LRR codificados pelos genes R. Os dominios NB-LRR (nucleotide binding-leucine
rich repeat) ao reconhecer os efetores do patdgenos ativam as respostas de defesa
(Jones & Dangl, 2006). A defesa conferida por ETI é mais especifica, de maior
intensidade e menos duravel no campo quando comparada a defesa conferida por PTI

(PAMP-triggered immunity) (Chen & Ronald, 2011).

De outra forma, a defesa desencadeada pelo reconhecimento transmembrana, é
chamada PTI. Os PAMPs (pathogen associated molecular patterns) ou MAMPs
(microbial associated molecular patterns), que sdo moléculas conservadas dos
patdgenos como quitina em fungos e flagelina em bactérias, sdo reconhecidos pelos
sensores do hospedeiro, também conhecidos por receptores padrdo de reconhecimento,
0s PRRs (pattern recognition receptors). Os PAMPs sdo moléculas conservadas entre
diversos isolados e mesmo entre espécies distintas de patdgenos sendo essenciais para

patogenicidade e sobrevivéncia destes microrganismos. Desta forma, a defesa resultante
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de PTI é nédo especifica e pode ser mais duravel no campo quando comparada a ETI

(Jones & Dangl, 2006; Tsuda & Katagiri, 2010; Chen & Ronald, 2011).

E necessario salientar que o sistema imune n&o é estatico, e que existe uma co-
evolucdo de processos entre 0s patdgenos e as plantas, ou seja, no momento em que
surge uma estirpe de patdgeno que € capaz de superar mecanismos de defesa
desenvolvidos pela planta, a planta, por sua vez, também desenvolve novas barreiras
fisicas ou bioquimicas que conferem resisténcia a tal estirpe. Essa co-evolucdo ocorre
ao longo dos anos e pode melhor ser explicada pela Teoria Zigzag (Jones & Dangl,

2006), que inclui a resposta por PTI.
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FIGURA 3. Teoria zigzag: co-evolugdo de respostas de defesa e de infecgdo entre
patogeno e hospedeiro ao longo do tempo (Adaptado de Jones & Dangl,
2006).

A Teoria Zigzag (Figura 3) divide o processo coevolutivo em quatro fases

principais. Na fase 1 os PAMPs sé&o reconhecidos pelos PRRs e resultam na defesa por
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PTI que impede o processo de colonizacao, e podem ndo aparecer sintomas. Ao passar
do tempo, ocorre a fase 2, na qual os patdgenos desenvolvem efetores que sdo capazes
de superar os PRRs e contribuem para a sua viruléncia. A PTI entdo é superada e resulta
na suscetibilidade da planta, chamada de ETS (effector-triggerred susceptibility), a
amplitude de defesa diminui e ocorrem danos aos tecidos da planta. Ao longo dos anos
surgem as proteinas NB-LRR que codificam os genes R e que sdo capazes de
reconhecer efetores especificos do patdgeno (Avr), ocorrendo entdo a fase 3,
caracterizada por uma resposta mais rapida e de mais alta amplitude de defesa do que
em PTI, a ETI. Normalmente a ETI pode vir com reacdo de hipersensibilidade no sitio
de infeccdo. A selecdo natural ao passar do tempo direciona 0s patdgenos a
diversificacdo ou ao desenvolvimento de novos efetores que irdo suprimir a ETI,
causando novamente a doenca nestas plantas. Da mesma forma, as plantas através da
selecdo natural ou do homem sdo direcionadas para a supressdo da doenca com a

utilizacdo de outros genes R e acabando por desencadear novamente a ETI.

Diante da alta variabilidade deste patégeno, os estudos voltados para
investigacdo de genes de resisténcia em planta, um método de controle mais efetivo e
economicamente viavel para a doenca, foram intensificados. Desde entdo,
aproximadamente 100 genes de resisténcia em arroz foram listados por pesquisadores,
e, dentre estes, genes da familia multigene Pi, a mais importante da cultura (Liu et al.

2010; Zhu et al., 2012; Trang et al., 2012).

Evidéncias sugerem que a resisténcia de amplo espectro, que se caracteriza por
uma resisténcia mais duréavel, requer a presenga simultdnea de inUmeros genes de
resisténcia ndo-especificos a raca (Shidhar et al., 1999; Kou & Wang, 2010; Zhu et al.,
2012). Pesquisas realizadas em diversos patossistemas tém demonstrado que uma

alternativa para a obtengdo de resisténcia mais duravel pode ser obtida através de
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estudos feitos em ndo-hospedeiros, resultando na caracterizacdo da resisténcia basal,
ndo especifica a raca (Lipka et al., 2008; Hiruma et al., 2011; Maeda et al, 2010; An &

Mou, 2012; Hiruma & Takano, 2011; Lan et al., 2012; Nakao et al., 2011).

2.2.1 Resisténcia Basal

Muitas plantas sdo resistentes a todas as estirpes de uma dada espécie de
microrganismo. Os microrganismos que sao fitopatogénicos e sdo incapazes de infectar
qualquer cultivar de uma espécie de planta sdo chamados de patdgenos heterdlogos. E
as plantas que sdo resistentes a todos os isolados de uma dada espécie de patdgeno sdo

chamadas planta ndo-hospedeira (Nurnberger & Lipka, 2005).

Sabe-se que este tipo de resisténcia esta relacionado a distintos mecanismos de
defesa. Barreiras pré-formadas presentes na superficie como camadas de cera, rigidez da
parede celular e metabdlitos antimicrobianos secundarios estdo envolvidos na
paralisacdo do desenvolvimento da estrutura de infec¢do do patégeno (Nirnberger &
Lipka, 2005, Nakao et al., 2011, An & Mou, 2012,). J& o reconhecimento da tentativa de
infeccdo da-se na membrana plasmatica das células das plantas a partir da ativacdo de
respostas de defesas basais desencadeadas pelos PAMPs, os PRRs (Coll et al, 2011;

Delteil et al, 2012).

As barreiras fisicas comecam a se formar logo apds os primeiros indicios de
presenca do patégeno. Um rearranjo do citoesqueleto envolvendo os microfilamentos de
actina e agregacéo citoplasmatica do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi
ocorre no sitio de penetracdo do patdgeno. Estas mudancas ocorrem para facilitar a
deposicdo de material celular necessario para aumentar barreiras fisicas e quimicas

(Holub & Cooper, 2004).
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Embora alguns aspectos da PTI ainda nédo estejam suficientemente esclarecidos,
diversos PRRs vém sendo descobertos no estudo de muitos patossistemas, e estes
podem ser Uteis no desenvolvimento de ferramentas genéticas eficientes para construcao
de plantas resistentes. Segundo pesquisas com diversas espécies, e especialmente com
A. thaliana, uma série de genes estdo envolvidos na defesa basal como PEN1, PEN2,
PEN3, ETR1, NHO1, ETS1, SGT1, PAD4, SAG101, WIPK, Hsp70 e Hsp90, PAD2,
PAD3, AGB1, PMR5, MLO2, EDR1, ROR1, ROR2 e FLS2, em diferentes patossistemas

(Umaetal., 2011, Feng et al., 2011, Fan & Doerner, 2012).

Estudos feitos com espécies hospedeiras, além de plantas modelos, também
demonstram resultados relevantes, como na pesquisa feita por Zellerhoff et al. (2010)
em cevada. Estes pesquisadores utilizaram isolados virulentos (adaptados ao
hospedeiro) e ndo-virulentos (ndo-adaptados ao hospedeiro) de trés géneros de fungos:
Blumeria, Puccinia e Magnaporthe para verificar as respostas transcricionais de defesa,
principalmente a diferenca entre isolados adaptados e ndo-adaptados. Os resultados do
estudo apontam para 0 aumento consideravel de respostas transcricionais no caso de
isolados ndo-virulentos. Para Magnaporthe e Blumeria, as respostas foram fortemente
correlacionadas com as respostas de outra linhagem de cevada a qual possuia os alelos
wild-type e mlo5 do gene Mlo, que conferem resisténcia basal ao oidio da cevada, além

da expressao similar de diversas categorias de genes entre os isolados.

2.2.1.1 A resisténcia basal a M. oryzae
A pesquisa vem avancando na busca por variedades resistentes em inimeros
patossistemas, devido a descoberta de novos genes e mecanismos de resisténcia basal.

Foram descritos genes e mecanismos de defesa que estdo envolvidos na resisténcia basal
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em resposta a infeccdo por M. oryzae. Estes estudos foram realizados tanto com o uso

de A. thaliana, quanto com a espécie hospedeira, O. sativa.

Um estudo realizado por Maeda et al. (2009) demonstrou que A. thaliana poderia
ser utilizada para entender o mecanismo de resisténcia basal a M. oryzae. Os resultados
revelaram que os genes AGB1 e PMR5 contribuem para a resisténcia de pré-invaséo
mediada por PEN2. Apds, estes resultados serviram de base tedrica e pratica para Nakao
et al. (2011) investigarem quais eram as funcOes exatas de cada um destes genes na
resisténcia basal, sabendo que PEN2 esté envolvido na resposta a penetragdo, e PMR5 e

AGB1 sdo fatores reguladores positivos para resisténcia a penetracao.

Ainda, investigaram a acdo do gene MIO mutante que confere resisténcia a oidio,
porém aumenta a suscetibilidade a M. oryzae e o gene pi21, o qual confere resisténcia
ao crescimento de hifas nas células hospedeiras. Os resultados deste trabalho
confirmaram que os genes PEN2, AGB1, PMR5 e MLO tém funcéo tanto na penetracédo
guanto na fase de pds-penetracdo, ou seja, estes agem na diminuicdo da taxa de
penetracdo, no alongamento das hifas e no crescimento das hifas para células adjacentes
tanto da epiderme quanto do meséfilo. O gene pi2l mostrou agir na diminuicdo do
crescimento de hifas na epiderme. A concluséao do trabalho foi que esses genes tém acédo
efetiva na resisténcia basal de A. thaliana a M. oryzae e podem contribuir para aumento

da resisténcia de plantas de O. sativa.

Da mesma forma que 0s genes acima citados, Berri et al. (2009) descreveram 24
diferentes membros da familia WRKY, em plantas de O. sativa, relacionados com testes
em condicOes de estresse. Alguns destes membros expressaram reagdes similares

quando testados em A. thaliana. Sabe-se que os fatores de transcricdo reunidos na
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familia WRKY estdo envolvidos nas respostas a estresses abioticos e bidticos (Berri et

al., 2009; Chen & Ronald, 2012).

Lan et al. (2012) caracterizaram a funcéo do fator de transcricdo, isolado em O.
sativa, OSWRKY77, no patossistema A. thaliana x Pseudomonas syringae pv. tomato
DC300 (PstDC300). Segundo os resultados observados, OsWRKY77 reprimiu o
crescimento da bactéria, e 0os genes de defesa PR1, PR2 e PR5 tiveram 0s niveis de
expressdo aumentados. Com base nestes eventos observou-se a diminuigdo da
suscetibilidade das plantas, e pode-se inferir que este fator de transcricdo € um regulador
positivo da expressdo de genes PR, e é um regulador da resisténcia basal neste
patossistema. N&o existem ainda estudos que confirmem sua fungdo em plantas de O.

sativa para a resisténcia basal.

Uma pesquisa desenvolvida por Delteil et al. (2012), sobre resisténcia basal a M.
oryzae, demonstra resultados de alto impacto para este patossistema. Neste estudo
foram realizados testes com vinte genes representativos da resisténcia a doenca, em
mutantes de O. sativa. A analise da expressdo génica de cada um dos mutantes foi
avaliada a 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72 e 96 horas apds a inoculacdo (hai). Foram avaliados 0s
niveis de expressdo de todos os genes contra todos, ou seja, em todos 0s mutantes
também se avaliou a ligacdo dos niveis de expressdo dos genes simultaneamente. Dentre
os resultados, pode-se destacar que entre todos 0s genes testados, 0s que tiveram
aumento nos niveis de expressdo 1 hai foram OsWRKY28, OsMAPK5a, OsWRKY45 e
SL1. Além disso nos mutantes com os genes nhl, oswrky28 e cebip houve o aumento da
expressdo de alguns dos genes estudados, demonstrando que estes possuem
especificidade e gendtipos moleculares contrastantes quando mensurada a expressao de
genes de defesa. Por fim, é relevante ressaltar que os genes OsSWRKY28, NH1, rTGAl e

CEBIP estdo ligados a resisténcia basal, pois segundo a analise do fendtipo dos
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mutantes, estes apresentaram mais sintomas do que nas plantas silvestres, mostrando
serem indispensaveis a resisténcia nos estagios iniciais da infeccdo. Estes resultados e
0s métodos utilizados neste estudo podem servir como passo inicial para novas

pesquisas e descoberta de outros genes que atuam na resisténcia basal em O. sativa.

Um modelo desenvolvido por Chen & Ronald (2011) (Figura 2) sugere como
ocorre a correlagdo entre os mecanismos da resisténcia basal a M. oryzae em O. sativa.
O reconhecimento da-se através dos PAMPs, como mondmeros de quitina e
esfingolipideos. CEBIiP, uma glicoproteina da membrana plasmaética, tem papel
fundamental na percepcdo e transducdo do sinal derivado de quitina, assim como
CERKZ1. O reconhecimento de elicitores derivados da quitina induzem uma série de
respostas de defesa como ativacdo de MAPKS, producéo de ROS, expressédo de genes de
resisténcia, producdo de fitoalexinas e producdo de acido fosfatidico (PA), que é um

sinal molecular importante para diversas respostas de estresse.

As cascatas de MAPK tém papel fundamental na transmissdo de sinais
extracelulares a jusante, tanto para ETI quanto para PTI. ETI e PTI ativam grandes
mudancas na expressao de fatores de transcri¢do no nucleo das células, que incluem a
familia WRKY, que em O. sativa sdo aproximadamente cem fatores. Por fim, as
moléculas de quitina podem ser reconhecidas por pequenas proteinas G, que codificam
0 gene OsRAC1, que funcionam através do complexo citosdlico RAR1-SGT1-HSP90-
HSP70 - este complexo é formado, pois as proteinas necessitam de chaperonas para
traduzir a resposta de defesa. OsRAC1 ativa MAPKG6 mediada pela cascata de MAPK
culminando na resposta de defesa por morte celular, producdo de ROS, ativagdo da

expressao de genes PR e producéo de fitoalexinas.
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2.3 Arabidopsis thaliana: uma ferramenta no estudo da resisténcia basal

Arabidopsis thaliana € um membro da familia Brassicaceae, descoberta no
século XVI por Johannes Thal. Possui um genoma pequeno que foi totalmente
sequenciado em seus 5 cromossomos em 2000. A. thaliana é uma planta considerada
modelo por diversas caracteristicas: apresentar na literatura 0 genoma sequenciado,
possuir o ciclo curto de desenvolvimento (seis semanas da germinacdo até a semente
madura), proporcionar uma abundante producdo de sementes e possibilitar seu cultivo
em pequenos espacos, apresentar eficientes métodos de transformacdo utilizando
Agrobacterium tumefaciens, possuir um grande numero de linhagens mutantes e de
recursos genéticos a disposicdo em bancos de germoplasma. Além disso, existe uma
comunidade académica, publica e privada que gera informacdes cientificas, protocolos,
novos mutantes e conhecimento da funcdo de grande parte de seus genes em diversos

processos, inclusive o sistema de defesa da planta.

As informacOes referentes a estas descobertas estdo disponiveis em bases de
dados como o TAIR (Arabidopsis Information Resource), NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e PREP (Partnership for Research and Education in
Plants). Ainda, plantas transgénicas para muitos genes de importancia no sistema de
defesa da planta foram construidas e podem ser adquiridas, facilitando o

desenvolvimento de pesquisas nesta area.

A. thaliana é largamente utilizada em estudos que investigam a resisténcia basal
e a descoberta de genes e mecanismos envolvidos neste tipo de defesa. Dentre estes
estudos, pode-se destacar o desenvolvido por Wen et al. (2011), que investigou 0s
mecanismos de resisténcia basal de A. thaliana quando inoculada com um isolado de
oidio proveniente de plantas de cardo (planta do género Cynara da familia das

Asteraceae, presente na Europa, Africa, e Argentina, utilizada na alimentagio e com
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cunho medicinal), ndo patogénico a A. thaliana. Os resultados revelaram que existe a
formagcdo de um invélucro ao redor do complexo haustorial relacionado com a
resisténcia basal pds-haustorial similar as papilas, e que, a proteina RPW8.2 (envolvida

na formacdo do invélucro) é responsével pelo aumento da producdo deste involucro.

Resultados significativos também foram demonstrados por An & Mou (2012).
Estes investigaram a interacdo entre A. thaliana x Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) e
observaram multiplas respostas de defesa basal. ApOs constatar que Xcc néo
demonstrava crescimento ou declinio dos nimeros de coldnias em folhas infectadas de
A. thaliana, os autores observaram que ocorreu imediato acumulo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e aumento dos niveis de expressdao do gene GST1 (marcador da
atividade de ROS em defesa). Da mesma forma observaram que o0s niveis de genes
induziveis pela flagelina fl22 (FRK1, NHO, WRKY29) que caracteriza a resposta rapida
por PAMP de resisténcia basal, aumentaram. Houve aumento nos niveis de SA total e
livre ap6s a infeccdo, e o0s niveis de expressdo génica dos genes relacionados a
patogénese e dependentes de SA: PR1, PR2 e PR5, aumentaram apds quatro horas na
presenca do patdgeno. Resultado este que surpreende, pois SA sempre esteve
relacionado a respostas mais tardias, coordenadas por genes R. A dissecacdo dos
mecanismos de defesa e descoberta de genes relacionados adiciona mais ferramentas
para o desenvolvimento de variedades de citros resistentes ao cancro, visto que o

germoplasma resistente ao cancro citrico é pequeno.

Técnicas apuradas para investigacdo de vias bioquimicas, analises genéticas e
moleculares ja foram descritas e facilitam o desenvolvimento de pesquisas em todas as
areas do reino vegetal. A utilizacdo de técnicas de biologia molecular no estudo da
interacdo entre plantas e patdgenos pode ser Gtil na elucidacdo dos mecanismos

envolvidos nas respostas de defesa das plantas. Uma ferramenta que vem sendo
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amplamente utilizada é a técnica de expressdo diferencial, possibilitando identificar
facilmente um grande ndmero de genes expressos diferencialmente na interacdo planta-
patdgeno. Esta técnica combinada com analise funcional desses genes in vivo através de
técnicas de silenciamento génico e superexpressao de genes sdo estratégias importantes

na elucidacdo dos mecanismos de defesa.



3 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos metodologicos deste projeto incluiram indmeras etapas que
foram desenvolvidas no Laboratério de Fitopatologia Molecular localizado no
Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da UFRGS. Os mutantes
de A. thaliana para cada um dos genes foram obtidos através da importacdo de sementes
do banco de sementes da ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center) da
Universidade do Estado de Ohio (Tabela 1), e as isolinhas de O. sativa do IRRI

(International Rice Research Institute) foram fornecidos pela empresa RiceTec.

TABELA 1. Acessos dos mutantes de A. thaliana do banco de sementes da ABRC
(Arabidopsis Biological Resource Center) da Universidade do Estado de

Ohio, 2013.
Gene Acesso ABRC
EDR1 AT1G08720.1
OsRAC1 AT4G28950.1
SPL11 AT3G46510.1
WRKY89 AT2G46400.1
WRKY53 AT2G38470.1
HSP90 AT5G52640.1
SGT1 AT4G11260.1

STP1 AT1G11260.1
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3.1 Selecéo in silico de genes

A busca por genes envolvidos na defesa basal e de suas sequéncias de
nucleotideos foi realizada nos bancos de dados TAIR (The Arabidopsis Information
Resource), NCBI (National Center for Biotechnology Information) e Gramene. A
pesquisa iniciou com a procura por genes ja envolvidos na resposta de defesa, tanto nas
espeécies escolhidas para o projeto, O. sativa e A. thaliana, quanto em outras espécies e

com outros patégenos.

Sabe-se que a interacdo O. sativa x M. oryzae foi exaustivamente estudada, e as
respostas de defesa neste patossistema foram descritas em diversos estudos. Para
auxiliar a pesquisa e diminuir a probabilidade de erro na escolha dos genes, (escolher
genes que ndo estejam relacionados com a defesa a patdgenos) alguns critérios foram
adotados: i. 0s genes devem estar previamente relacionados a defesa contra patdgenos;
ii. ndo devem existir dados publicados que ja atestaram a sua fungdo na resisténcia basal
em O. sativa; iii. as sequéncias nas duas espécies estudadas, O. sativa e A. thaliana,
devem ser conhecidas. O ultimo critério viabiliza a comparacéo da expressdo dos genes
em O. sativa com os mutantes de A. thaliana. Foram escolhidos 8 genes para estudo, 0s

quais serdo descritos nos resultados.

A comparacdo das sequéncias se dividiu em duas etapas. A primeira
compreendeu a comparacdo das sequéncias dos genes entre O. sativa e A. thaliana,
identificando as sequéncias completas na espécie que deu origem a escolha. Por
exemplo, se o0 gene ja foi estudado em O. sativa, a sequéncia foi identificada na base de

dados NCBI ou Gramene.

A segunda etapa foi comparar esta sequéncia com as presentes na base de dados

da outra espécie e escolher a sequéncia que possui alta similaridade e que codifica um
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gene de mesma funcéo (Apéndice 1). Por exemplo, se a sequéncia foi selecionada em O.
sativa, esta € comparada com a base de dados TAIR para identificar o gene em A.
thaliana. Esta segunda etapa é de elevada importancia, pois € comum um gene ter uma
nomenclatura diferente entre espécies e apresentar a mesma funcéo. Para a comparacao

da similaridade entre as sequéncias foi utilizado o programa BLAST no NCBI.

3.2 Cultivo de mutantes de A. thaliana e isolinhas de O. sativa

Os mutantes de A. thaliana foram semeadas em substrato adequado
homogeneizado e peneirado, e cultivadas por quatro semanas em fotoperiodo de 12
horas sob temperatura de 20°C (£2°C). Foi utilizado um ecotipo silvestre Columbia de
A. thaliana como controle negativo para 0s experimentos, que apresentou resisténcia a

infeccédo pelo isolado de M. oryzae utilizado nos experimentos.

Da mesma forma, foram selecionadas isolinhas de O. sativa com diferentes
niveis de resisténcia e suscetibilidade para analise da expressdo dos genes escolhidos.
As plantas de O. sativa foram cultivadas em estufa de crescimento, sem monitoramento
de temperatura e umidade até 0 momento da inoculagdo, e ap6s o surgimento da terceira
folha, totalmente expandida, foram inoculadas. A anéalise dos sintomas deu-se a partir de
sete dias ap0s a inoculacdo. As isolinhas selecionadas fazem parte da colecdo do IRRI, e
cada uma possui um gene de resisténcia de efeito predominante, isolinhas monogénicas
da LTH: IRBL-5M - Pi5, IRBL1-CL- Pil, IRBL12-M - Pil2. E a isolinha LTH,

suscetivel universal.

3.3 Producéo de ino6culo e inoculagtes

O isolado 41 de M. oryzae foi obtido da colecdo de isolados do Laboratorio de
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Fitopatologia Molecular, advindo de pequenos pedacos de papel filtro, os quais foram
posicionados diretamente sobre placas de Petri contendo meio Agar-Aveia (50 g de
farinha de aveia, 12 g de agar completados com agua destilada até completar o volume
de 1L). As placas foram mantidas em camara de crescimento a temperatura de 27°C
com luz constante provida por quatro lampadas fluorescentes extra luz do dia de 20

Watts, distantes 5¢cm das placas. Foi realizado o isolamento monospdrico das colonias.

Para a producéo de in6culo, o isolado foi repicado em meio solido de &gar-aveia
e durante 10 dias foi mantido em cadmara de crescimento a temperatura de 27°C sob luz
constante provida por quatro ldmpadas fluorescentes extra luz do dia de 20 watts, 5 cm
distantes das placas. Apos, quando a colénia completou aproximadamente 80% do
espaco da placa, o micélio foi raspado com auxilio de um pincel de cerdas duras
umedecido em &gua esterilizada e mantido novamente em camara de crescimento por
mais quatro dias. Nesta fase, a esporulacdo alcancou a concentragdo ideal para
inoculacdo. A suspensdo de indculo foi produzida através da lavagem destas placas com
a solucdo de inoculagdo (gelatina 3%, Tween ® 0,01% em agua destilada). O micélio
foi cuidadosamente raspado com a utilizagdo de um pincel de cerdas macias, e a
suspensdo dos esporos foi coletada apds passar por uma gase para retirada de pedagos
de micélio. Os esporos foram contados em uma camara de Neubauer, e quando
necessario realizou-se o ajuste da suspensdo dos esporos para 10° esporos mL™*. A
inoculacéo foi realizada pela asperséo da suspensdo de esporos nas partes abaxial das
folhas com o auxilio de um aerdgrafo e um compressor de ar. Apos a inoculagcdo as

plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com saturacdo de umidade.
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3.4 Analise microscépica dos eventos de interacao

Ap0s a inoculacdo as amostras foram coletadas em momentos determinados e
iguais em todos 0s experimentos, tanto para 0os mutantes de A. thaliana e do ecétipo
Columbia, quanto para as isolinhas de O. sativa: 4, 18, 24 horas apés a inoculagédo
(hai). De cada planta foram coletadas no minimo trés segmentos de folhas com
aproximadamente 1 c¢cm de comprimento cada. As amostras foram avaliadas em
microscopia oOptica de campo claro e contraste de fase atraves de microscopio éptico
Olympus BX 41. Para a visualizacdo das estruturas fungicas foi realizada colora¢do com

Trypan Blue.

Para visualizacdo das estruturas fangicas, os segmentos de folha coletados foram
descoloridos em metanol 100% por 24 horas. As amostras foram fervidas por 5 minutos
em uma solugéo de Trypan Blue 0,03% e NaCl 0,85%. As folhas foram entéo clareadas
por imersdo em etanol 70% por 1 h e armazenado em glicerol 50%. Para as analises, 0s
segmentos foliares corados foram montados com a superficie adaxial voltada para cima,
cobertos com uma laminula e selados com uma camada de esmalte. Em cada lamina
foram quantificados o nimero de esporos germinados, com formacdo de apressorio,

infeccdo, colonizacdo e morte celular.

Para adequada avaliacdo dos eventos microscopicos na interacdo M. oryzae x A.
thaliana foi necessario padronizar uma referéncia para cada tipo de evento: germinacao,
formacdo de apressorio, infeccdo, colonizacdo e morte celular. Foi considerado um
esporo em germinacgdo aquele que se apresenta sobre a superficie do tecido, com inicio
da germinagéo do tubo germinativo em um dos polos. Para formagdo do apressorio, foi
considerada a presenca deste, melanizado. A infeccdo foi considerada a partir do inicio
da penetragdo atraves da pressao de turgor do apressorio e formagéo da hifa priméria. O

inicio da colonizacdo compreendeu o desenvolvimento da hifa invasiva dentro da célula.
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E a morte celular foi considerada quando a célula demonstrava o seu interior colapsado

em coloragéo azul escuro e/ou coloragdo marrom escuro.

A andlise estatistica utilizada para analise de dados foi ANOVA e teste Tukey,
com 5% de significancia, realizada no programa GraphPad Prism® 5. Os dados
avaliados foram os de frequéncia relativa, da ocorréncia da cada um dos eventos

microscopicos descritos acima, apresentados em percentual (%).

3.5 Analise de severidade de Brusone em O. sativa e A. thaliana

Para a avaliacdo da severidade dos mutantes de A. thaliana foi esperado o
periodo de cinco dias ap0ds a inoculacdo, momento em que 0s sintomas eram visiveis e
mensuraveis. A severidade de Brusone observada nas rosetas dos mutantes foi calculada
através do programa computacional AxioVision® da empresa Zeiss. Foram feitas
analise de todas as folhas de cada roseta, e calculada a média por mutante. A
mensuracdo consistiu na delimitacdo de area sadia e da area doente, o célculo da area
total e area doente relativa a area total, e posterior célculo da severidade por folha. A
analise estatistica foi realizada através da ANOVA e teste Tukey, no programa

GraphPad Prism®.

Nas avaliacdes das isolinhas de O. sativa 0 método de analise de severidade
utilizou uma escala desenvolvida por Hayashi et al. (2009) (Figura 4). Nesta escala, as
isolinhas sdo divididas em resistentes e suscetiveis através de seis diferentes notas,
caracterizadas pelo tamanho e tipo de lesdo apresentada nas folhas. A nota 0 é
caracterizada pela auséncia de lesdes; a nota 1 é caracterizada pela presenca de manchas
marrons uniformes ou dispersas; nota 2 por pequenas lesdes com centros bronzeados

distintos circundadas por margem marrom escuro; nota 3 por manchas longelineas
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circundadas com halo marrom, com centro bronzeado, com até 1,5 mm; a nota 4 por
manchas de tamanho intermedidrios de 2mm de didmetro com centro bronzeado,
circundada por halo marrom escuro e amarelo; e a nota 5 para manchas com mais de
2mm de didametro com centro esporulativo e halo amarelado. O padréo de reacédo para a
isolinha que possui 0 gene Pil2(t) foi considerado similar a isolinha que carrega o gene
Pib (Chen et al., 1998) . O percentual das reacoes de resisténcia foi calculado através do
namero de recorréncia de notas para cada uma das isolinhas. A avaliacdo foi realizada

sete dias ap0s a inoculagéo.

3.6 Analise da expressao génica nas isolinhas de O. sativa

Da mesma forma e simultaneamente as coletas para a avaliacdo dos eventos
microscopicos foram coletadas amostras para a analise da expressdo génica, tanto para
0s mutantes de A. thaliana gquanto para as plantas de O. sativa: 4, 18, 24 e 120 horas

apos a inoculacéo (hai).

3.6.1 Extracdo de RNA e PCR em tempo real

A extracdo do RNA de cada uma das isolinhas seguiu 0s seguintes passos: em
100 mg de tecido triturado foram adicionados 1000 pL do reagente TRIzol®,
homogeneizados e incubados em temperatura ambiente (TA) por 5 minutos. Apds, a
amostra foi centrifugada a 12.000 g por 10 min, e o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo onde foram adicionados 100uL de cloroférmio, o qual ficou incubado em
TA por 10 min. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde foram
adicionados 500uL de isopropanol, e agitados em vortex. A amostra foi incubada por 10

min. em TA, centrifugada por 8 min. a 12.000 g e foi descartado o sobrenadante. Foi
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adicionado 1000 pL de etanol 70%, centrifugado por 5 min a 7.500 g, e apos
descartado. O pellet formado ficou em TA por 30 min para secagem, e ap0s foram

adicionados 30 pL de &gua livre de RNAse.

A quantificacdo do acimulo de mRNA de cada um dos genes foi realizada em
gPCR de uma amostra de tecido de cada isolinha (minimo de trés plantas). A reacdo de
amplificagdo consistiu de 4L de cDNA diluido 20 vezes, tampdo 1X (Invitrogen); 2
mM de MgCI2; 0,1 mM de cada dNTP; 0,2 puM de cada oligonucleotideo
iniciador; SYBR® Green (Invitrogen) diluido 10000X; 0,2 pL de ROX (Invitrogen);
0,25 U de Platinum® Taq e 3,05uL de &gua ultrapura. Todas as reagdes de gPCRe
foram executadas em um sistema de deteccdo de sequéncia modelo 7300 Applied
Biosystems com as seguintes condi¢des de termociclagem: 2 min a 50°C, 10 min a
95°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C. Curva de dissociacdo: 15 seg a 95°C, 1 min a 60°C,

15sega 95°C e 15 seg a 60°C.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo de genes
enddgenos nas isolinhas de O. sativa e nos mutantes de A. thaliana estdo descritos

abaixo.

Gene Actina: direto CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA

reverso CGACCACCTTTGATCTTCATGCTGCTA

Gene Gapdh: direto GAAATGCATCTTGCACTACCAACTGTCTTGC

reverso CCCGTTGAGTTTTCCTTTGA
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3.6.2 Quantificacao relativa via gPCR

A fim de realizar a quantificacdo relativa do nivel de expressdo génica dos genes
candidatos foi utilizado o Método Livak de comparacdo entre gene alvo e gene de
referéncia (ou enddgeno). Este método compara niveis ou mudancgas na expressao dos
genes alvos (genes de interesse) com a expressao de um gene de referéncia expresso na
planta. Os genes de referéncia sdo 0s genes endogenos que possuem nivel de expressao
equalizados em todos os processos celulares, como genes envolvidos na producéo de

parede celular e em outros processos essenciais para o metabolismo vegetal.

O gene de referéncia utilizado para as plantas de O. sativa foi 0 gene que
codifica a proteina actina, que é uma proteina globular a qual forma os microfilamentos
e é um dos elementos principais na formacdo do citoesqueleto. Para as plantas de A.
thaliana foi utilizado o gene Gapdh responsavel pela acdo da enzima Gapdh envolvida
no processo de glicolise e outros processos ndo metabdlicos como ativacdo de

transcricao e apoptose (Tarse et al, 2003).
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FIGURA 4. Padr@es de lesdo, tipos de infeccdo e notas para classificacdo de reacOes
suscetiveis ou resistentes das isolinhas do IRRI (Adaptado de Hayashi et
al.,, 2009). Padrdo para isolinha IRBL-12M (Pil2(t)) = Padrdo para
isolinha IRBLb-B (Pib).
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O Método Livak (Livak & Schmittgen, 2001) utiliza trés passos principais para
normalizacdo dos dados de expressdo e comparacdo dos niveis de expressdo de dados
em PCR em tempo real. Além dos valores de expressao do gene de referéncia e do gene
alvo sdo utilizados valores de expressdo do calibrador (controle negativo, condicédo de
testemunha) e do teste (amostra da qual sera avaliada a expressdo do gene alvo) (Figura
5). Dois critérios devem ser observado para tal avaliacdo: os dois genes (alvo e
referéncia) devem ter eficiéncia perto de 100%, e devem ter diferenca de até 5% em
eficiéncia entre os mesmos. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia e
as médias foram comparadas com a aplicacao do teste Tukey (p < 0,05).

O primeiro passo é a normalizacdo do valor de Ct (medida relativa da
concentracdo do gene alvo na reacdo de PCR) do gene alvo para o Ct do gene de
referéncia. O segundo passo ¢ a normalizagdo do ACt da amostra teste para a amostra
calibradora. Por fim, realiza-se o calculo da diferenca de expressdo entre a amostra teste

e a amostra controle do gene alvo.

Gene
Amostra / \
Alvo Referéncia
v ] .
Calibrador — | Ct (alvo, calibrador) Ct (referéncia, calibibrador)
Teste »( Ct (alvo, teste) Ct (referéncia, teste)

FIGURA 5. Esquema de organizacdo de dados dos valores de expressdo génica.
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Férmulas:

Passo 1: Calibrador ACt = Ct (alvo, calibrador) — Ct (referéncia, calibrador)
Teste ACt = Ct (alvo, teste) — Ct (referéncia, teste)
Passo 2: AACt = ACt (teste) - ACt (calibrador)

Passo 3: 2044Y = Taxa de expressdo normalizada

3.7 Oligonucleotideos iniciadores para O. sativa e A. thaliana

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos foram elaborados com o
auxilio do programa Primer-BLAST, disponivel online no NCBI. Para o melhor
desempenho do primer especifico na gPCR, o0s seguintes parametros foram adotados:
Tm (Melting Temperature) 6tima de 60°C, produto com tamanho aproximado de 120
pb, % GC entre 55 e 60 %, e tamanho do primer de aproximadamente 20 pb (Tabelas 2

e3)

Cada um dos oligonucleotideos foi testado para uma eficiéncia de
aproximadamente 100 % seguindo a construcdo de uma curva padrdo no termociclador
para PCR em tempo real. O calculo da eficiéncia foi realizado com os valores de slope
(valor que indica ambos direcéo e declividade de uma reta) dados pela curva de cada um
dos oligonucleotideos em diferentes dilui¢bes: 1/4, 1/16, 1/64 e 1/256. Para todos a

diluicdo de maior eficiéncia foi de 1/16.
Formula: E = 10 8" .1 Onde: E = eficiéncia
slope = valor dado pela curva

Para testar a especificidade de cada um dos oligonucleotideos em cada uma das
especies, O. sativa e A. thaliana, foram realizadas reacdes de PCR e a reacdo de

amplificagéo verificada em gel de agarose. Para todos os mutantes de A. thaliana ndo
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foi observada amplificacdo, o que ja se esperava Vvisto que 0s mutantes nao devem ter os

genes expressos. Nas isolinhas de O. sativa foram amplificados produtos de tamanhos

variados, com bandas especificas, atestando o correto funcionamento de cada

oligonucleotideo (dados ndo apresentados).

TABELA 2. Oligonucleotideos iniciadores especificos para genes em O. sativa.

Denominacao Sequéncia ™™m %GC Produto

EDR1 F GCCGCTACCGGGACTACAAC 62.90 65 140
R GTCGCCTATGCCCGTTTGAA 61.02 55

HSP90 F TCTCGCGTCCTCTCGGAA 60.05 61.11 103
R CAATGCATCGGAGGAGTTGG 61.92 60

SGT1 F TAGAGGGAAGCCCACCTGAT 59.66 55 101
R CCAAGTGATGACTCAGGCCG 60.74 60

SPL11 F GGCTGCCTTTTTGGGAGGAA 60.83 55 118
R GCACGGATACACAGTAGACG 58.18 55

STP1 F GGGCAGGCAAGGACTACC 59.73 66.67 119
R GGACGTCACACCACCTGATATAC 60.49 52.17

WRKY53 F TCTCAGCAAGATGACAGCCG 60.11 55 105
R TTGCTGCTCTTGCTCCTTGA 59.89 50

OsRacl F TTCATCAAGTGCGTCACCGT 60.25 50 101
R ACGGTGGGGATGTAATCGGT 60.98 55

WRKY89 F TCAACTGTGGCTCAAGCACC 60.82 55 103
R CACACCTATAGTAGCTCCTGGAA 58.78 47.83

TABELA 3. Oligonucleotideos iniciadores especificos para genes em A. thaliana.

Denominacao Sequéncia Tm  %GC Produto

EDR1 F ACACCTGGCTTTGAAGCTGT 60,11 50 130
R CCAGCCTCTGTACCAACACA 59,60 55

HSP90 F CGATCTGGTTGAGGAAGCCA 59,75 55 121
R AGCTGACCCTCCACTGAGAA 60,18 55

SGT1 F CACCGAGTTTGCCTTCAAGC 60,04 50 80
R AGGTGCTGCAGGAATTGGAA 59,89 55

SPL11 F ATTGAGCCTCCAAAGCCTCC 60,03 55 112
R TTCCGTACGCAAGTCTCCAC 60,04 55

STP1 F CTTCGGCGGCATACTCTTCT 59,90 55 130
R GTACAGTGGCACAGCCTGAT 60,04 55

WRKY53 F ACCATCGGTTGTCCAGTGAG 59,68 55 101
R GCAGGAACATCGTGGTTGTG 59,76 55

OsRacl F GGTGGTTCTTCAGCCTCCAA 59,89 55 103
R GGTGCAACCTCCACAGACAA 60,47 55

WRKY89 F GGGTCTGCAATTACCAGCGA 60,39 55 124
R ACGACCACAACCAATCCTGT 59,73 50




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Genes envolvidos na defesa basal

Através da pesquisa in silico, genes foram escolhidos para a investigacdo da
reacdo de defesa basal frente a infeccdo por M. oryzae em mutantes de A. thaliana e em
isolinhas de O. sativa. S0 estes: EDR1, OsRacl, SGT1, HSP90, STP1, WRKY89,
WRKY 53 e Spl1l (Apéndice 2). As informacdes pertinentes a cada um dos genes, ja
descritas na literatura, e que levaram a esta escolha, estdo descritas a seguir. Com 0s
genes escolhidos foi formado um grupo heterogéneo quanto a forma de regulacdo das
respostas de defesa, com acdo em diferentes rotas metabolicas e regulacao positiva ou
negativa das respostas de defesa. Estes resultados, bem como os genes selecionados,

contemplam o primeiro objetivo deste estudo.

Frye & Innes (1998) demonstraram que o gene EDR1 estd envolvido na
regulacdo negativa da resisténcia de plantas de A. thaliana ecétipo silvestre a oidio e
Pseudomonas syringae. Frye et al. (2001) isolaram o gene EDR1 e determinaram que
este codifica uma MAPKK quinase similar ao CTR1, um regulador negativo de
respostas da via do etileno em A. thaliana. Da mesma forma, verificaram que EDR1
estava a montante da cascata de respostas das MAPKK quinases, que regulam

negativamente as respostas de defesa induziveis pela rota do acido salicilico. As rotas de
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defesa da via do etileno e do acido salicilico sdo respostas de defesa tardias. Da mesma
forma, Tang et al. (2005) demonstraram que EDR1 além ser um regulador negativo da
morte celular, como resposta de defesa, também atua nas respostas a estresses abioticos

como o déficit hidrico.

No entanto, contrariando resultados anteriores, em 2011, Hiruma e Takano
identificaram a acdo de EDR1 na resisténcia de ndo-hospedeiro de A. thaliana a espécies
ndo adaptadas de Colletotricum sp. Neste trabalho, observou-se que em plantas
mutantes edrl o fator de transcricdo MYC2, o qual suprime a expressdo de defensinas,
foi inativado, de tal forma a restaurar a expresséo dessas defensinas. Concluiu-se, entao,
que o gene EDRL1 cancela a funcdo de MYC2, indicando que EDR1 exerce um papel
critico na resisténcia de nao-hospedeiro, em parte por induzir um peptideo antifungico
através da interferéncia da funcdo de MYC2. Estes resultados direcionam para
conclusdes, em parte, conflitantes da funcdo de EDR1 somente como um regulador

negativo das respostas de defesa, e deixam uma lacuna a ser investigada.

As respostas de defesa ainda podem ser ativadas através da cascata de MAP
quinases. Segundo Chen & Ronald (2011), os mais novos avancos acerca de estudos do
sistema imune inato em O. sativa identificaram e caracterizaram sensores em
hospedeiros. Estes sensores codificam receptores quinases que tém a capacidade de

perceber as assinaturas conservadas dos patdgenos e microrganismos em geral.

O gene OsRAC1, que codifica uma pequena proteina G sinalizadora da
superficie da célula, € um destes sensores no sistema imune que ativa as respostas de
defesa. OsRAC1 pode interferir diretamente no sistema NB-LRR do sistema imune
(proteinas Pit), ou pode desencadear respostas atraves do complexo RAR1-HSP90-

HSP70-SGT1-RACK1, que atua na ativacdo da cascata de MAP quinases fazendo a
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transducéo do sinal das assinaturas. Quando a resposta de defesa é dada pela ativacédo de
MAPKSs, pode-se observar os efeitos dessa resposta a partir dos primeiros tempos apos a
infeccdo, no caso do OsRAC1 por morte celular, acdmulo de ROS, ativacdo da
expressao de genes PR e producdo de fitoalexinas (Chen & Ronald, 2011). Apesar deste
gene estar relacionado a regulacéo positiva de defesa, ainda ndo foram publicados dados

que confirmem respostas de defesa basal.

Deste mesmo complexo fazem parte os genes OsSGT1 e HSP90. HSP90 é uma
heat shock protein, altamente conservada na maior parte dos microrganismos, que faz a
transducéo do sinal de imunidade dado por OsRAC1 (Seo et al., 2008; Chen & Ronald,
2011). Kanzaki et al. (2003) demonstraram a importancia de HSP90 na resposta de
defesa basal diante da interacdo de n&o-hospedeiro entre plantas de tabaco e
Pseudomonas cichori. O silenciamento de HSP90 levou ao aparecimento de sintomas

na folhas inoculadas, provando seu efeito de defesa contra o patogeno.

Uppalappati et al. (2011) a fim de entender o processo molecular da acdo da
coronatina na formacdo de lesdes necrdticas causadas por Pseudomonas syringae pv.
tomato em plantas de tomate, descobriram que o gene SGT1 tem papel na inducdo de
clorose por coronatina. Ao silenciar SGT1 em plantas de tomate observaram a reducéo
dos sintomas associados a doencga, morte celular e clorose, indicando que existe uma
conexdo entre o aparecimento desses dois sintomas. Em plantas de A. thaliana somente
0 gene AtSGT1b foi necessario para o desenvolvimento de sintomas mediado por
coronatina. Acerca destes resultados, os autores concluiram que SGT1/SGT1b sédo
necessarios para o desenvolvimento de doenca necrética em plantas de tomate e A.
thaliana. Dessa forma o gene SGT1 foi caracterizado como um regulador negativo de

defesa a doenca.
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Porém, outros estudos confirmaram que SGT1 é um regulador positivo de defesa
contra patdgenos. Peart et al. (2002) demonstraram atraves do silenciamento do gene
SGT1 em plantas de Nicotiana benthamiana, transformadas com diferentes genes de
resisténcia, que sua auséncia comprometeu a resisténcia as doencas causadas por P.
syringae, Xanthomonas campestris e Xanthomonas axonopodis. Ainda observaram que
quando silenciado o gene, ocorreu a supressao da reacdo de hipersensibilidade das
células de N. benthamiana, reacdo esta comum a resposta a todas as bactérias testadas

em plantas ndo silenciadas, e relacionado a resisténcia basal.

Os genes SGT1 e HSP9O0, por fazerem parte de um complexo, interagem e séo
essenciais para respostas de defesa. Botér et al. (2007) mostrou que RAR1 (gene que faz
parte do mesmo complexo) foi essencial para 0 aumento da interacdo entre HSP90 e
SGT1, o que resultou na acumulacdo de uma proteina R em Solanum tuberosum, a
proteina Rx, que confere resisténcia ao virus PVX. Dessa forma, HSP90 e SGT1
demonstraram ter fungdes importantes na resisténcia contra diferentes patdgenos, e no
caso de SGT1, ainda existem lacunas quanto a regulacdo da resposta de defesa, se

positiva ou negativa.

A familia de genes WRKY tém sido relatada como portadora de fatores de
transcricdo que ativam respostas de defesa. Pesquisas confirmaram a participacdo destes
fatores de transcricdo na sinalizacdo destas respostas (Berri et al., 2009; Chen & Ronald,
2011; Delteil et al., 2012; Abbruscato et al, 2012; Wei et al., 2013; Inoue et al., 2013;
Yokotani et al., 2013; Lee et al., 2013; Kim et al., 2013). Para esta pesquisa, foram
selecionados os genes STP1, WRKY89, e WRKY53 desta familia. Segundo Kim et al.
(2013), 0 gene STP1 demonstrou ser um regulador positivo relacionado a sinalizagdo de
defesa contra Pseudomonas carotovorum sp. carotovorum em plantas de A. thaliana. Ja

0s genes WRKY89 e WRKY53 demonstraram altos percentuais de reducgéo de doenga na
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interacdo Oryza sativa x M. oryzae (Deiteil et al., 2012; Chen & Ronald, 2011). Apesar
destes resultados relacionarem os referidos genes a defesa das plantas, nenhum estudo

aprofundou quanto a resisténcia basal.

Mutantes chamados spotted leaf pertencem a classe de mutantes que tém a
capacidade de produzir lesdes necréticas em plantas, espontaneamente, sem qualquer
contato com patégenos. O fendtipo desses mutantes se assemelha a morte celular
induzida pela reacdo de hipersensibilidade, sugerindo que essa mutacdo resulta na
ativacdo de respostas de defesa (Wang et al., 2005). Muitos dos mutantes que produzem
essas lesbes em O. sativa mostraram aumento da resisténcia & M. oryzae. O gene Spl1l

(spotted leaf11), consiste em um desses mutantes.

O gene Spl11 foi identificado na populacédo da cultivar IR68 (Singh et al., 1995).
A caracterizacdo da funcdo na resposta a doenca atraves da fenotipagem das plantas a
campo demonstrou que Splll confere um aumento de 85 a 90% na resisténcia nao-
especifica a raca, no caso de plantas de O. sativa inoculadas com Xanthomonas oryzae
pv. oryzae e M. oryzae. Resultados semelhantes foram encontrados por Yin et al. (2000)
e Xu et al., (2014). Estes percentuais indicam que o gene tem forte influéncia na
regulacdo da defesa (Delteil et al., 2011; Zeng et al., 2004), mostrando-se um forte

candidato para pesquisas em resisténcia basal.

4.2 Avaliacédo dos mutantes de A. thaliana
Com o objetivo de avaliar as respostas de plantas de A. thaliana frente a infeccéo
por M. oryzae foram realizadas avaliagOes de severidade e dos eventos microscopicos

de cada um dos mutantes. Estas avaliagfes contaram com a observacdo da expressdo
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espacial e temporal de genes candidatos e a sua relacdo com alteragdes sintomaticas e

microscopicas.

4.2.1 Avaliacdes de severidade de Brusone dos mutantes de A. thaliana x M.
oryzae
As plantas mutantes de A. thaliana controle (ndo inoculadas) e o ecétipo
Columbia ndo apresentaram sintomas (dados ndo apresentados). Os ecétipos Columbia
que foram inoculados com M. oryzae apresentaram auséncia de sintomas, considerados

entdo para este estudo resistentes a infec¢éo do isolado 41 de M. oryzae (Figura 7).

A partir da analise dos resultados obtidos pode-se inferir que todos os genes
estdo relacionados as respostas de defesa da planta, de forma que a sua auséncia dos
genes nos mutantes determinou a presenca de sintomas. A avaliacdo de severidade
demonstrou um padrdo de lesdo nos mutantes de A. thaliana, revelando-se de forma
irregular, com regiGes amarelecidas a necrosadas, e no centro destas lesdes a presenca
de pontos acizentados, o centro esporulativo. Cada um dos mutantes apresentou um
sintoma de magnitude diferente, mas em sua maioria 0 amarelecimento inicial das
folhas foi predominante. Park et al. (2009) obtiveram os mesmos resultados quando
comparados o0s sintomas com os de ec6tipos Ws- 0 e Col-0 de A. thaliana suscetiveis a

isolados especificos de M. oryzae.

As lesdes, se comparadas com as das isolinhas de O. sativa (Figura 11),
mostraram um padréo diferente, pois iniciaram em qualquer area das folhas, e em seu
estagio final mostraram um aspecto mais translicido do tecido e com um formato
disforme (Figura 7). O aspecto diferenciado destas les6es pode estar relacionado com a

diferenga entre a estrutura foliar de A. thaliana e de O. sativa. As folhas de O. sativa
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tém maiores quantidades de cera superficial e suas células tém formato retangular,
caracteristica que pode influenciar no aparecimento de lesdes mais delimitadas, ao
contrario das folhas de A. thaliana, mais sensiveis a umidade e com menores

quantidades de cera superficial, e cujas células tém formato irregular.

De acordo com a observacédo direta das folhas, nos mutantes que demonstraram
uma severidade mais intensa, foi comum observar folhas com necrose em estagio
avancado, tendo como consequéncia a perda parcial de tecidos da folha, como em edr1,
stpl e hsp90 (Figura 7). De outra forma, nos mutantes onde a severidade foi menos

intensa, splll, sgtl e osracl, o amarelecimento das bordas das folhas foi o sintoma

predominante.
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FIGURA 6. Severidade relativa de lesdo em mutantes e ec6tipo Columbia (Col-0) de
A. thaliana inoculados com M. oryzae. *diferenca significativa de 5%
segundo teste T em comparacédo ao controle, Col-0.

Os resultados de severidade de A. thaliana mostraram que existe uma variagdo

dos sintomas e de area de lesdo, quando comparados entre 0s mutantes e o ec6tipo
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Columbia. O mutante do gene hsp90 mostrou ter severidade de 50%, a maior diferenca
de todos os mutantes, se comparados ao controle. Mesmo mostrando este resultado, 0s
mutantes wrky53, wrky89, stpl e edrl com valores menores de severidade de 26, 25, 24
e 17% estatisticamente néo diferiram do resultado de hsp90 se comparados ao controle
(Figura 6). Resultados semelhantes foram encontrados por Park et al. (2009) quando
foram comparados os ecdétipos de A. thaliana suscetiveis com ecoOtipos resistentes a
distintos isolados de M. oryzae. Os resultados desses autores demonstraram que existe
diferenca entre os sintomas, onde o ecdtipo Col-0 mostrou maior suscetibilidade aos
dois isolados de M. oryzae, KJ201 e 70-15, enquanto que o ecOtipo Ws-0 foi mais

suscetivel ao isolado HJ201.

O mutante do gene osracl mostrou severidade de 5%, e diferiu estatisticamente
do controle, cujo resultado foi similar aos mutantes spl11 (8%) e sgtl (13%) (Figura 6).
Apesar dos resultados observados demonstrarem que OsRAC1 e Slp1l sdo importantes
para resisténcia de O. sativa a M. oryzae (0s mutantes apresentaram sintomas) esperava-
se que estes demonstrassem percentual maior de severidade se comparados aos outros
mutantes e ao controle. O gene OsRAC1 é um sinalizador de membrana e pode nao ser o
Unico a ativar o mesmo complexo de defesa da planta. Neste caso, poderia ter a sua
funcdo sobreposta com outro gene, 0 que estaria mantendo 0s percentuais baixos de
severidade da doenca. No caso do gene Spll, as lesdes espontaneas geradas por este
gene podem ter ocorrido na fase biotrofica do fungo, acabando por ndo propiciar o largo
desenvolvimento do fungo nos tecidos. Neste caso, o fungo poderia estar mimetizando
uma reacao de hipersensibilidade e por fim paralisando o desenvolvimento da doenca na

maior parte dessas lesdes, resultado este ndo esperado para este mutante.



47

Col-0  wrky53  splll sgtl  osracl edrl stpl  hsp90  wrky89

FIGURA 7. Sintomas em plantas mutantes e ecétipo Columbia (Col-0) de A. thaliana
causados por M. oryzae, 5 dias apos a inoculagéo.

4.2.2 Avaliacdes dos eventos microscopicos dos mutantes de A. thaliana x M.

oryzae

A avaliacdo dos eventos microscopicos da interacdo A. thaliana x M. oryzae foi
realizadas em distintos momentos ap6s a inoculacdo. Foi realizada uma caracterizagdo
de cada um dos eventos analisados em A. thaliana. As células vegetais de A. thaliana

apresentaram-se em formato irregular, em média com 100 um de diametro.

O ec6tipo Columbia, o qual mostrou auséncia de sintomas, foi avaliado de
acordo com 0s mesmos parametros usados para 0s mutantes, porém ndo apresentou a
progressdo do desenvolvimento do fungo a nivel microscépico. Os esporos aspergidos
sobre suas folhas ndo germinaram, ndo formaram apressorios ou infectaram as células
(dados nédo apresentados). As causas para este fato ndo foram investigadas neste
trabalho, mas sabe-se que para que ocorra uma reacdo compativel, e o fungo encontre
condi¢cdes adequadas para seu estabelecimento, é necessario o reconhecimento do
hospedeiro pelo patdgeno. Dessa forma, pode-se sugerir que a sinalizagdo através da
membrana néo foi efetiva, 0 que culminou na paralisacdo de qualquer desenvolvimento

das estruturas do fungo sobre a superficie do hospedeiro.
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Para a caracterizacdo dos eventos, a germinagdo dos esporos foi considerada a
partir do surgimento do tubo germinativo nos polos do esporo. A formacdo de
apressorio pela simples presenca do apressorio melanizado na superficie da célula. Nos
casos onde 0s apressorios ndo infectavam a célula, estes se apresentavam em coloragéo
marrom bastante intensa e com alta turgidez. O processo de infeccdo foi observado tanto
através da epiderme, quanto no limite entre as células e através dos estdmatos. O inicio
da infeccdo deu-se pela penetracdo da hifa infectiva a partir do apressorio. Em muitas
observac@es, no momento inicial da infeccdo, quando a hifa infectiva adentra na parede
celular, o esporo apresenta-se sem turgidez e esta hifa em coloracdo azulada (Figura 8c).
A colonizacdo dos tecidos foi observada a partir do crescimento das hifas secundarias
no interior das células, e visualizadas em coloracdo azul. E a morte celular ocorreu mais
frequentemente nas células do meséfilo, as quais se apresentaram em coloracdo azulada
ou marrom, e com anatomia disforme (Figura 8). Observou-se que, apesar da
germinacdo e da formacdo do apressorio atingir, na maior parte das avaliacbes e dos

mutantes, 100% de freqliéncia, nem todos conseguem infectar e colonizar o tecido.

De acordo com os resultados das avaliagfes de microscopia dos mutantes de A.
thaliana, a germinacdo dos esporos tende a aumentar apos a inoculagdo, na maioria dos
mutantes (Figura 9). Nos mutantes edrl, hsp90, sgtl, stpl, spl1l e osracl, em 24 hai o
percentual de germinacédo alcangou 100%, sendo que em edrl, hsp90 e osracl todos os
esporos formam apressorios neste mesmo tempo. Apo6s 24 hai a germinacao apresentou
um decréscimo nos percentuais nestes mesmos mutantes. Este decréscimo pode estar
ocorrendo devido a desidratacio e morte do esporo com o passar do tempo,

impossibilitando sua germinacao.

Observou-se também que nos mutantes wrky53 e stpl houve um aumento nos

percentuais de formacao de apressorio de 24 hai a 120 hai, passando de 38% a 100%, e
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69% a 81%, respectivamente, enquanto nos demais mutantes a tendéncia foi a
diminuicdo do percentual. A diminuicdo da formacdo de apressorios pode estar

ocorrendo pelo mesmo motivo descrito para a germinacéo de esporos.

Os percentuais de infeccdo sdo menores do que a germinacdo e a formacéo de
apressorios. Nos mutantes stpl, edrl, wrky89, hsp90, spl11 e osracl os percentuais de
infeccdo acompanharam a tendéncia dos percentuais de germinacdo e formacdo de
apressorio, mas com frequéncias menores. Park et al. (2009) compararam 0 processo
inicial de desenvolvimento de M. oryzae entre O. sativa e ecotipos de A. thaliana, e
descobriram que as duas espécies quando em reacdes de resisténcia utilizam das
mesmas armas de defesa contra o patdgeno, a formacao de papilas, uma membrana de
consisténcia densa que impossibilita a colonizacdo dos tecidos através do impedimento
fisico da penetracao da hifa infectiva, logo ap6s a formacdo do apressorio. Porém, estes
resultados sdo referentes a analise das amostras ap6s 48hai, e foram relacionados
também ao aumento da expressdo dos genes de resposta tardia, € ndo relacionados a

resisténcia basal.
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FIGURA 8. Representacdo dos eventos microscopicos da interagdo M. oryzae X
mutantes de A. thaliana. (a) Germinacdo de esporos. (b) Formagéo do
apressorio; (c) Inicio da infeccdo; (d) Colonizacdo do tecido; (e) Morte
de células do mesdfilo. E: esporo; Tg: tubo germinativo; Ap: apressorio;
If: inicio da infeccdo; Hip: hifa infectiva priméria; His: hifa infectiva
secundaria.

Nos mutantes spl1l, sgtl e osracl os percentuais de infec¢do, colonizagdo e
morte tém valores aproximados dentro da avaliagdo de cada mutante, indicando que a
maior parte dos esporos que germinaram, formaram apressorio, infectaram as células,
conseguiram colonizar os tecidos e causar morte celular. Apesar deste resultado indicar
que estes sdo 0s mutantes com maior percentual de desenvolvimento apés a infeccao,
foram os que apresentaram 0s menores percentuais de morte celular em 6%, 3% e 1%,
respectivamente. Ao contrério, os mutantes wrky53, stpl, edrl, wrky89 e hsp90
demonstraram maior percentual de morte celular de 34%, 27%, 21%, 27% e 47%,

respectivamente, apesar da tendéncia de evolucdo dos percentuais de infecgéo,
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colonizacdo e morte celular ndo ser a mesma. No caso do mutante stpl, os percentuais
de colonizagdo e morte celular foram muito baixos e somente aumentaram em 24hai.
Este resultado pode indicar que o gene STP1 estd fortemente ligado a repressdo dos
processos de germinacdo do esporo, formacdo do apressorio e infeccdo do que aos

processos de colonizacdo e morte celular.

Os genes EDR1, WRKY89 e WRKY53 mostraram estar mais envolvidos no
impedimento da colonizagdo dos tecidos pelo fungo, atuando diretamente na repressao
dos processos de germinacdo do esporo, formacao de apressorio e infecgdo. Nota-se que
existe uma diferenca de mais de 30 pontos percentuais entre os niveis de infecgdo e de
colonizagdo (18hai) (Figura 9), indicando que estes genes devem ser necessarios no
impedimento do pleno estabelecimento do fungo dentro do seu hospedeiro. O gene
EDR1 mostrou-se importante na ativacdo da defesa da planta. Nos mutantes edrl a
severidade foi de 17%, considerada baixa, mas nédo diferente significativamente dos
mutantes de hsp90. Nos eventos microscopicos avaliados, este mutante mostrou alta
freqiéncia de formacdo de apressorio e infec¢do, que ndo foram acompanhadas das
freqUéncias de colonizacdo e morte celular. Com este resultado é possivel ponderar que
este gene pode estar envolvido na ativacdo de respostas dos primeiros estagios da
interacdo com M. oryzae, onde o fungo pode ou ndo encontrar condi¢Ges adequadas

para aderir ao hospedeiro.
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FIGURA 9. Ocorréncia de eventos microscopicos na interacdo entre M. oryzae e A.

thaliana em 0, 4, 18, 24 e 120 hai dos mutantes wrky53, hsp90, osracl,
splll, sgtl, wrky89, stpl e edrl. Legenda: =*': germinacdo do esporo;
=#= . formacdo do apressério; ~*—!: infeccdo da célula; = :
colonizagdo do tecido; =1 morte celular.
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De forma global, a partir da analise dos eventos microscopicos, € possivel
afirmar que os dados concordam com os resultados de severidade. Os mutantes que
apresentaram aumento do percentual de morte celular ao longo das horas de coletas,
logo apos 4hai, sdo 0s mesmos onde se observou maior severidade, hsp90, wrky53 e
wrky89. Somente nos mutantes hsp90 e wrky53 os percentuais foram muito similares,
em destaque para hsp90 que obteve os mais altos percentuais de infeccdo, colonizacéo e

morte celular a partir de 4hai.

O gene HSP90 faz parte do complexo desencadeador de respostas de defesa que
é ativado por OsRACL1. Os resultados demonstraram que sua auséncia aumentou a
severidade dos mutantes, ao contrario do que se observou e do que se esperava nos
mutantes de osracl, e dos mutantes de sgtl, que também faz parte deste mesmo
complexo. Dessa forma, pode-se inferir que o gene HSP90 tem papel independente e
fundamental para que a ativacdo da resposta de defesa através de OsSRAC1 seja
transduzida corretamente e a funcdo do complexo seja efetiva. Estes resultados
corroboram os de Kanzaki et al. (2003) em plantas de tabaco inoculadas por P. cichori,

ja relatados neste trabalho.

Os genes WRKY 53 e WRKY 89 fazem parte da familia de genes WRKY, e em
estudos anteriores (Delteil et al., 2012; Lan et al., 2012; Berri et al., 2009) mostraram
estar relacionados com respostas de defesa rapidas, nas primeiras horas apds a
inoculacdo. No presente estudo, 0s mutantes destes genes apresentaram desempenho
regular, pois ndo mostraram diferenca de comportamento nas horas iniciais do processo
infectivo (germinacdo, formacdo de apressorio e infecgdo) dos demais mutantes, mas as
freqUéncias de colonizacdo e morte celular a partir de 24hai sdo mais semelhantes ao
mutante hsp90. Com estes resultados pode-se inferir que estes genes séo importantes em

todos os estagios do processo infectivo. Acrescenta-se ainda que estes genes podem
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estar sinalizando o final de uma cascata de respostas ativada por genes R, 0s quais terdo
niveis elevados de expressdo depois das respostas de resisténcia basal, dias apos a
infeccdo e ndo s nas horas inicias, atuando em dois momentos distintos da reacao de

resisténcia.

4.3. Avaliacao das Isolinhas de O. sativa

Isolinhas de O. sativa foram avaliadas quanto a expressdo espacial e temporal
dos genes escolhidos. A relacdo entre as alteracdes sintomaticas e microscopicas foram
analisadas assim como foi realizado com os mutantes de A. thaliana, em resposta a
infeccdo por M. oryzae. Foram realizadas avaliacbes de severidade, dos eventos
microscopicos e de expressdo dos genes escolhidos para este trabalho nestas isolinhas.
Em alguns casos foi possivel observar uma breve relacdo entre a resposta de defesa

através da acdo dos genes de maior efeito, Pi5, Pil e Pi1l2 com os genes selecionados.

4.3.1 Avaliacdes de severidade de Brusone das isolinhas de O. sativa x M.
oryzae

Os sintomas de M. oryzae em plantas de O. sativa apresentaram-se como
pontuacdes amarronzadas no inicio da infeccdo e em reacdes de resisténcia. A medida
que a doenca evoluiu, estas pontuacdes aumentaram em area na folha e iniciaram a
formagéo de um halo amarelado nas bordas da lesdo com o centro acinzentado e
pequenas pontuagdes escuras (centro esporulativo) (Figura 11). Nas isolinhas mais
suscetiveis, as lesdes evoluiram rapidamente para um aspecto mais seco, causando o

enrolamento da folha, e posteriormente morte.
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As avaliagdes de severidade seguiram o padrdo segundo Hayashi et al. (2009),
que determina notas para classificacdo de reacdes de suscetibilidade ou resisténcia
nestas isolinhas. As notas padrdo para cada uma sdo: nota 1 para a isolinha IRBL5-M-
Pi5 , nota 5 para a isolinha LTH, nota 2 para a isolinha IRBL1-CL- Pil e nota 4 para a
isolinha IRBL12-M — Pil2 (Figura 4) . De acordo com as avalia¢Ges feitas em casa de
vegetacdo, as isolinhas apresentaram as seguintes notas frente a inoculacdo com o
isolado 41: nota 0 IRBL1-CL- Pil, nota 0 IRBL5-M- Pi5, nota 5 LTH e nota 4 para
IRBM12-M — Pil2 (Figura 9). Diante do exposto pode-se observar que o padrdo de
severidade de cada isolinha ndo difere muito do apresentado por Hayashi et al. (2009),
inoculadas com o isolado 41. As isolinhas IRBL1-CL- Pil e IRBL5-M- Pi5 podem ser
consideradas resistentes ao isolado 41, e as isolinhas LTH e IRBM12-M — Pi12 podem

ser consideradas suscetiveis.
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FIGURA 10. Severidade das isolinhas IRBL1-CL- Pil, IRBL5-M- Pi5, LTH e
IRBM12-M — Pil2 inoculadas com o isolado 41 da colecdo de M.
oryzae, segundo sistema de notas construido por Hayashi et al. (2009).
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Com base nestes resultados, tanto das reagcdes com o isolado 41 quanto com 0s
39 isolados da colecdo, é possivel afirmar que as isolinhas IRBL1-CL — Pil e IRBL5-M
— Pi5 mostraram um comportamento resistente a infeccdo por M. oryzae, com a
progressao mais lenta das lesbes, porém ndo caracterizando reacdes de
hipersensibilidade, que seriam reacdes relacionadas a resisténcia basal. Quanto as
isolinhas LTH e IRBL12-M - Pil2 pode-se afirmar que sdo suscetiveis, pois
apresentaram a progressdo mais rapida das lesbes e maior severidade. Dessa forma,
pode-se inferir que os genes de resisténcia presentes nas isolinhas tém forte influéncia
em seu comportamento de resposta a infeccdo por M. oryzae, independente do isolado

inoculado, caracterizando o tipo de reagéo de resisténcia ou suscetibilidade.

IRBL5-M LTH IRBL1-CL IRBL12-M

FIGURA 11. Representagdo fotografica de sintomas causados pelo isolado 41 da
colecéo de M.oryzae em folhas das isolinhas de O. sativa IRBL5-M- Pi5,
LTH, IRBL1-CL - Pil e IRBL12 -M - Pil12.

4.3.2 AvaliacOes dos eventos microscopicos do processo infeccioso de M.
oryzae em O. sativa.
Da mesma forma como ocorrido nos mutantes de A. thaliana, quanto aos eventos
microscopicos, a infeccdo foi observada tanto diretamente através da epiderme, quanto

no limite entre as células e através dos estdmatos. A caracterizacdo de cada um dos
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eventos analisados nas isolinhas de O. sativa estd exemplificado na Figura 12. Os
parametros para diferenciacdo de cada um dos eventos sdo 0s mesmos utilizados nas

avaliacOes de A. thaliana, e foram descritos anteriormente.

A partir dos resultados da avaliacdo dos eventos microscopicos (Figura 13) é
possivel afirmar que a germinacgdo dos esporos nas quatro isolinhas tende a aumentar ao
passar das horas. Em 24 horas ap0s a inoculagdo as isolinhas IRBL5-M-Pi5 e IRBL1-
CL-Pil atingem 57% de germinacdo, enquanto que as isolinhas LTH e IRBL5-M-Pi12

atingem percentual de 100% e 85%, respectivamente.

FIGURA 12. Representagdo dos eventos microscopicos da interacdo M. oryzae X
isolinhas de O. sativa. (a) Germinacdo de esporos. (b) Formacéo de
apressorio; (c) Inicio da infeccdo; (d) Colonizacdo do tecido; (e) Morte
de células do mesdfilo. E: esporo; Tg: tubo germinativo; Ap: apressorio;
If: inicio da infec¢do; His: hifa infectiva secundaria.
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Quanto a formacéo de apressorios, 0s percentuais tendem a aumentar ao passar
do tempo em todas as isolinhas, e os valores mais altos ocorrem em 120hai, exceto na
isolinha LTH, cujo percentual de 100% ocorre em 24hai. A formacdo de apressorios
atingiu 53% na isolinha IRBL5-M-Pi5, 44% na isolinha IRBL1-CI-Pil e 97% na

isolinha IRBL12-M- Pi12 em 120hai.

Os percentuais de infecgdo, colonizagdo e morte celular sdo maiores nas
isolinhas LTH e IRBL5-M-Pi12 em comparacdo as demais isolinhas. Estes trés eventos
seguem a mesma tendéncia de aumento de percentuais em todas as isolinhas, com
excecdo da isolinha IRBL12-M-Pil2 que possui a maior frequéncia de infeccdo
observada em 24hai (71%). A infeccdo atingiu 44% e 47% nas isolinhas IRBL5-M-Pi5

e IRBL1-CL-Pil, e 60% na isolinha LTH em 120hai.

Assim como na infeccdo, o percentual de colonizacdo foi mais alto nas isolinhas
LTH e IRBL5-M-Pi12, em 24hai ja atingiram 38% e 29%, chegando a 52% e 39% a
120hai, respectivamente. Nas isolinhas IRBL5-M-Pi5 e IRBL1-CL-Pil o méaximo

percentual em 120hai chegou a 25% e 22% de colonizacao.

A morte celular foi consideravelmente maior nas isolinhas LTH e IRBL5-M-
Pil2 em todos os tempos, e atingiu 31% e 20% em 24hai e 47% e 34% em 120 hai.
Enquanto que as isolinhas IRBL5-M-Pi5 e IRBL1-CL-Pil apresentaram percentuais de

1% e 2,5% em 24hai e 5% e 7% em 120hai.
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Ocorréncia de eventos microscopicos na interacdo entre M. oryzae e
isolinhas de O. sativa IRBL5-M-Pi5, IRBL1-CL-Pil, LTH e IRBL12-M-

Pil2. Legenda: =*=': germinacdo do esporo; =™ : formagdo do
apressorio; I infeccdo da célula; = : colonizacdo do tecido; =
morte celular.

Em uma anélise comparativa, as isolinhas IRBL12-M-Pil12 e LTH apresentaram

resultados similares quanto a avaliacdo das frequéncias dos eventos microscopicos, e

demonstram ter um perfil de suscetibilidade ao isolado 41 de M. oryzae. Ja as isolinhas

IRBL5-M-Pi5 e IRBL1-CL-Pil apresentaram um perfil de resisténcia a0 mesmo

isolado, com as menores freqléncias de infeccdo das células, colonizacgdo dos tecidos e

morte celular.

Em comparagdo a LTH e IRBL12-M-Pil2, os percentuais e a progressao

dos eventos ao longo dos tempos de coleta mostraram um perfil mais lento de
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desenvolvimento do fungo. Estes resultados reafirmam os resultados obtidos pela

avaliacédo de severidade da doenca realizados neste trabalho.

4.4 Quantificacdo da expressao relativa dos genes candidatos em plantas de

O. sativa

A fim de realizar a avaliacdo da expressdo relativa dos genes alvos em cada uma
das isolinhas, foi realizada a quantificacdo dessa expressao. Para observar a evolugédo da
expressao foram mensurados 0s niveis em quatro momentos: antes da inoculacdo e 4, 18
e 24 horas ap0s a inoculacdo. Todos 0s genes demonstraram variacdes nos seus niveis
de expressdo durante esta evolucdo (Figura 14), e apresentaram variacdo na interacdo
com a acdo dos genes de resisténcia de maior efeito das isolinhas, Pi5, Pil2 e Pil. Os

resultados da anélise estatistica estdo demonstrados no Apéndice 3.

Nas avaliacGes da isolinha LTH, como esperado, todos 0s genes apresentaram
expressao relativa em baixos niveis, dados estes que concordam com as avaliaces de
severidade e microscopia, e que caracterizam esta isolinha como suscetivel. Os
resultados obtidos mostraram que para o gene EDRL1 nas isolinhas IRBL5-M-Pib5,
IRBL1-CL- Pil e LTH ndo houve diferenca significativa entre si quanto a expressao
relativa em 24hai. Na isolinha IRBL12-M-Pil12, a partir de 18hai o gene aumentou 0s
niveis de expressao e em 24 hai a expressdo do gene foi 8 vezes maior se comparada a
expressdao do gene endogeno. Entre as medias dos niveis de expressdao na isolinha

IRBL12-M-Pil12 e as outras isolinhas houve diferenca significativa.

Ao comparar estes resultados com os observados na avaliagdo dos eventos
microscopicos e severidade do mutante edrl, observou-se uma relagdo conflitante. Os

resultados de expressdo relativa apontam para a regulacdo negativa da resposta de
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defesa, enquanto que os resultados de analise microscopica e severidade apontam para
regulacdo positiva, tornando os dados ndo conclusivos. Segundo os dados de literatura
apresentados anteriormente, existe uma variacdo no comportamento de regulacdo deste
gene, e se relacionados aos presentes resultados pode-se inferir que a cada novo
patossistema testado pode ocorrer uma interacdo diferente a nivel molecular das

respostas de defesa.

A expressdo relativa para os genes SGT1, SPL11 e OsRacl ndo mostrou
diferenca significativa entre nenhuma das isolinhas. Apesar disso, 0 nivel maximo de
expressao foi alcangado em 18 hai por SPL11 (expressdo 5x maior do que o0 gene
enddgeno), e em 24 hai por SGT1 e OsRacl (3x e 5x maior do que a expressao do gene
endogeno respectivamente) na isolinha IRBL12-M-Pil12. Para estes genes, os resultados
de andlise de severidade dos mutantes e eventos microscopicos mostraram fraca relacéo
com respostas de defesa basal (baixo percentual de severidade, infeccéo, colonizacdo e
morte celular), apesar de apresentarem resultados de regulacdo positiva em comparacao
com as plantas controle do ec6tipo Columbia (Figura 14), e anteriormente relatados na

literatura.

Na anélise de expressao dos genes STP1 e HSP90 os niveis foram maiores em 24
hai na isolinha IRBL5-M-Pi5 (4 vezes e 55 vezes, respectivamente), cujos resultados de
reacOes de resisténcia e avaliacdo de sintomas caracterizaram a isolinha como uma das
mais resistentes a infeccdo por M. oryzae. Porém ndo mostraram diferenca significativa
de expressdo relativa na isolinha IRBL1-CL-Pil, cujo gene pode estar liderando as
respostas de defesa. Como esperado, partindo dos resultados obtidos nas avaliagfes dos
mutantes, o gene HSP90 confirmou potencial ligacdo com a resisténcia basal, visto que
mostrou a expressao aumentada justamente na isolinha resistente ao M. oryzae, IBRL5-

M-Pi5 em 18 hai, 0 que mostra uma resposta rapida a tentativa de infeccéo pelo fungo.
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Os resultados da avaliacdo de expressao relativa para o gene STP1 concordam com 0s
obtidos nas avaliacGes dos mutantes, apesar da baixa freqiiéncia de colonizacdo e morte
celular observada em microscopia. Estes resultados apontam para a relagdo do aumento
da expressdo deste gene em momentos especificos da interacdo, determinando a

diminuigéo da capacidade de colonizagdo do fungo e de causar morte celular.

A expressdo relativa do gene WRKY53 avaliada na isolinha IRBL1-CL-Pil
mostrou diferenca significativa em relagcdo as demais isolinhas. Os niveis de expressdo
foram aumentados a partir de 18 hai, e em 24 hai a expressao foi 33 vezes maior em
comparagdo com a expressdao do gene enddgeno. A isolinha IRBL1-CL-Pil, assim
como a isolinha IRBL5-M-Pi5, demonstrou resisténcia em resposta a infeccdo por M.
oryzae. Ao comparar os resultados de microscopia dos mutantes de A. thaliana com 0s
dados acima obtidos, nota-se que as frequiéncias de colonizacdo e morte celular a partir
de 18 hai ocorrem a0 mesmo passo que 0 aumento dos niveis de expressdo do gene
WRKY53 na isolinha IRBL1-CL-Pil, caracterizada como resistente. Dessa forma, este
gene demonstra potencial ligagdo com a regulacdo das respostas anteriores ao
estabelecimento de M. oryzae dentro do hospedeiro, e em momentos de resposta rapida,
relacionados a resisténcia basal. Segundo Delteil et al. (2012) e Chen & Ronald (2011),
0 gene WRKY53 esta ligado a defesa de plantas, mas ndo havia confirmagfes de que
poderia estar atuando ja nos primeiros tempos apds o inicio do processo infectivo. Os
resultados aqui apresentados mostram evidéncias de que este gene pode estar ligado a

defesa basal.
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Os valores de expressao para o gene WRKY89 diferiram significativamente entre
si quando confrontados entre a isolinha IRBL5-M-Pi5 e as demais isolinhas. No entanto
o grafico aponta para um aumento do nivel de expressdo relativa 4hai, sendo 4 vezes
maior do que o enddgeno. Apds 18 hai os niveis de expressdo caem a quase 0, e em 24
hai aumentam para 2,5 vezes. Ainda que observada diferenca estatistica, os niveis de
expressao relativa sdo considerados baixos em relacdo a expressdo do gene enddgeno.
Embora os dados acima apresentados apontem para baixa relagdo com respostas de
defesa basal, os resultados de avaliacdo da severidade e de eventos microscopicos nos
mutantes de A. thaliana mostram que o gene WRKY89 tem potencial participacdo nas
respostas de defesa basal, e pode estar agindo na repressdo do estabelecimento de M.

oryzae nas células de O. sativa.

4.5 Fluxo de acéo do genes

A partir dos resultados obtidos neste trabalho um fluxo da acdo dos genes que
apresentaram resultados relevantes na investigacdo da resisténcia basal a M. oryzae foi
formulado. Este fluxo de acdes demonstra exatamente onde cada gene pode estar
atuando na interacdo, em cada um dos momentos do processo infectivo: germinacéo do
esporo, formacdo do apressorio, infeccdo da célula hospedeira, colonizacdo do tecido e

morte celular.

O gene STP1 mostrou principalmente um potencial para a repressdo dos
processos de germinacdo do esporo, formacdo do apressorio e infeccdo das células.
Apesar dos resultados de severidade apontarem para um aumento dos percentuais na

auséncia do gene, as analises de microscopia indicam aumento na colonizagdo e morte
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celular somente a partir de 24hai. O gene STP1 mostrou respostas independentes ao

gene da isolinha IRBL1-CL-Pil.

O gene WRKY89, apesar de apresentar-se promissor nas avaliac6es de severidade
dos mutantes de A. thaliana, ndo manteve a mesma linha de resultados nas avaliagdes
de expressdo génica das isolinhas de O. sativa pelo baixo nivel de expressdo. Porém,
segundo as avaliagBes microscopicas do mutante wky89, o gene WRKY89 demonstra
regular negativamente a germinacdo do esporo, formacdo de apressorio, infeccéo,

colonizacao e morte celular.

O gene HSP90 e o gene WRKY53, nas avaliagdes dos mutantes, foram o mais
promissores quanto a conexdo com as respostas de defesa basal, demonstrando reprimir
todos os processos de germinacdo, formacdo de apressorio, infeccdo, colonizacdo e
morte celular (Figura 14). Os genes HSP90 e WRKY53 mostraram possuir respostas

dependentes ao gene da isolinha IRBL5-M-Pi5 e IRBL1-CL-Pil, respectivamente.



5 CONCLUSOES

Na investigacdo dos mecanismos de resisténcia basal da interacdo M. oryzae x O.

sativa foi possivel identificar:

- Os genes STP1, WRKY53, WRKY89 e HSP90 estdo envolvidos na resisténcia
basal de M. oryzae, atuando na paralisacdo do estdgio de infeccdo do fungo

contribuindo para a resisténcia nas primeiras horas ap6s a inoculacéo.

- Os genes WRKY53 e HSP90 atuam na regulacdo negativa de todas as etapas da
interacdo, e mostraram ser dependentes do gene de resisténcia de efeito maior na

isolinha IRBL1-CL-Pil e IRBL5-M-Pi5, respectivamente.

- O gene STP1 mostra indicios de estar ligado a repressdo da etapa de
germinacdo dos esporos, formacdo de apressério e infeccdo, evitando assim o
estabelecimento do fungo no hospedeiro. Este gene evidenciou ser dependente do gene

de resisténcia da isolinha IRBL5-M-Pi5.

- O gene WRKY89, embora tenha apresentado resultados de expressdo génica de
valores baixos, segundo os resultados de avaliagdo da severidade e de eventos
microscopicos nos mutantes de A. thaliana, mostrou fortes indicios de envolvimento na
promocdo de respostas de defesa basal, e pode estar agindo na represséo do

estabelecimento de M. oyzae nas células de O. sativa.
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- Para todos os genes que apresentaram potencial relacdo com a regulacdo da
resisténcia basal sdo necessarios aprofundamentos das avaliagdes nos primeiros
momentos em 4hai, como a observacdo da formacgdo de papilas e espécies reativas de

oxigénio.
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7 APENDICES

APENDICE 1. Tabela comparativa dos genes escolhidos para as duas espécies de
estudo, O. sativa e A. thaliana.

GENE ESPECIE TIPO DE %QUER MAX. PRODUTO FUNCAO
TRANSFORMACAO Y IDENT. ou GENE
EDR1 O. sativa -- -- regulador negativo
Arabidopsis  Insercdo de T-DNA 90% 48% EDR1 de respostas da via
do etileno
HSP90 O. sativa -- -- transducdo do
Arabidopsis  Insercdo de T-DNA 99% 91% Proteina de sinal de imunidade
choque contra dado por OsRAC1
calor 90.2, 81.2
OsRacl O. sativa -- -- proteina G
Arabidopsis  Insercdo de T-DNA 88% 83% ARAC7 sinalizadora da
superficie da
celula
SGT1 O. sativa -- -- transdugdo do
Avrabidopsis  Insercdo de T-DNA 63% 71% SGT1b, sinal de imunidade
dado por OsRAC1
SPL11 O. sativa - - gene mutante que
mimetiza leséo
Arabidopsis  Insercdo de T-DNA 94% 58% PUB13
STP1 Arabidopsis  Insercdo de T-DNA -- -- -- fatores de
O. sativa -- 92% 69% Transportador transcri¢do na
de sinalizagdo de
monossacarideo  respostas de defesa
3 bidticas e abidticas
WRKY53 | O. sativa -- -- Fator de fatores de
transcricéo transcricéo na
33-WRKY33  sinalizagdo de
Arabidopsis  Insercdo de T-DNA 88% 46% -- respostas de defesa
bidticas e abidticas
WRKY89 | O. sativa Fator de fatores de
transcricéo transcricéo na
46 — WRKY 46  sinalizacéo de
Arabidopsis  Insercdo de T-DNA 69% 32% -- respostas de defesa

bidticas e abidticas
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APENDICE 2. Sequéncias FASTA de mRNA de Oryza sativa e A. thaliana dos genes
EDR1, HSP90, OsRAC1, SGT1, SPL11, STP1, WRKY 89 e WRKY53.

EDR1

Oryza sativa

>gi[32394964|gb|AY167575.1| Oryza sativa (japonica cultivar-group) EDR1 (EDR1) mRNA, complete cds
GCGGAGACGTGGTTGACGAGATGAAGAATCTGTTCAAGAGTAAGATCAAGTGGCAGCACCGGTCGAAC
GACCCCGCGTCGTCGCAGGGGCAGGGGCAGGGGCTGCCGCAGCGACGCCGCCGTCGCCATCGCCGGCG
AGCTCCCCGTCGGGGGGGCCGCCTGCGCTATCCGTGTCGACGGTATCGTCGTCGTCCCCTTCCGCCGCC
GCGACGCCGACGGGGGCTGGCTGCGGCGGGGCCGGGCAGGTGGGGGTGGGGGAACGGGTGGGGAGGAT
TACATGTTGTCGGAGGAGGAGTTCCAGATGCAGCTGGCGATGGCACTGTCGGCGTCCAACAGCGAGTG
CGTGGGCGACCTGGACGGGGAGCAGATCAGGAAGGCCAAGCTGATAAGCCTCGGCAGGGGCAACCGC
TTCGCCGCCGTCCGGGACGACGAGCAAACCGCGGATGCGCTCTCCCGCCGCTACCGGGACTACAACTTT
CTTGATTACCATGAGAAAGTTATTGATGGCTTCTATGACATTTTTGGCCCCTCTATGGAATCATCAAAGC
AAGGGAAGATGCCATCACTAGCAGATCTTCAAACGGGCATAGGCGACCTGGGTTTTGAAGTCATCGTA
ATCAATCGTGCCATTGATACCACCTTACAGGAGATGGAACAAGTTGCACAATGTATCCTGCTTGACTTT
CCTGTTGCAAATATTGCAGCCTTAGTTCAAAGAATAGCCGAGCTTGTTACAGATCACATGGGTGGACCT
GTGAAAGATGCAAATGACATGCTCACTAGATGGCTAGAGAAAAGCACTGAGCTAAGAACCTCACTACA
CACAAGTTTGTTGCCTATTGGCTGCATCAAGATAGGTCTGTCTCGTCACCGTGCCCTACTTTTCAAGATT
CTCGCTGATAGTGTTGGCATTCCTTGCAAGCTTGTCAAAGGGAGTAATTATACTGGTGATGATGATGAT
GCTATCAACATAATAAAGATGAATGAAAGGGAGTTTTTGGTTGATCTCATGGCTGCTCCCGGTACTCTT
ATTCCATCAGATGTCTTAAGTTGGAAGGGCAACTCATTAAATTCTAATGCAAGACTCACCCAGAATCCA
TTGGCTGGGTCATCAAGTACAACTGATTCTAATCTCAGTGCCAATGCATTACCACCCGGACATAAAGGT
GGCCAACTGCCTTTATTTAGCAGTGGCGATTGGATATTGGCCAGTCAATCTGGATATGAAAAAGATGGA
GCCACCACATCTTCACAGGCCTCTTCAAGTGGCACAACATCTGTTGCTGCTGGAAGCGCTTTTGATAGTT
CTTGGACATTAGTTTCTCATGGACAATCAGATGATCCATCAACCTCTGCTGGTATGTCAGCACAGCAGA
AAGTTATACTTCCAGGTGGAGAACATCCATGGAATGAGAATATAAATGCGCGAAATGAGAATATAAAA
CTTGTTTCAGATTTACAAGGGAATTCAGAGTCCATCAACTTATTTGCCGACCTTAATCCTTTTGGGGGTA
GGGAGCCCAAAAGGACTTCAGTGCCATTAAATGGGCCAGATAATAGAAATAATGAGTTGCAAAGACGC
AGAGAGAATGTAGTCCCTAGCACACGAAGACCCCAGCAGCGATTAGTTATGAAAAACTGGTCTCCTTA
CAATGATGTTTCCAACAACAAGCAGTACAATTATGTTGAGGATTCATTTGCACGTAGAAATATTGGTGA
TAATGCTGCATCATCATCTCAGGTGGCACGGCCATCTGCAAAAAATACTAATCTTAATGTTGGAGTGCG
CACTGATACACCATACATGGCAGCTCATAATTATGATAATAGTATGGCTGGTTCCTCTGCAATGAAGAT
GACTTCTACAGCTGGGATTGGGAAGGTTCCTGATAAGGTTCTGTACGGTGATTTGGACAAGGGCCTTAC
TAATTCTAGACTGGGGGATCAACCACCGATAGAAAGACATAAATGGGGCAATTCTGTAGAAGGAAGGA
TTCCAACAGGCACAGTTCACAATCAAGCAAAAGAACACAAGGAGAACTTCGATGGAAAGCAAGACAA
TAAGAAGTTACATCCTGATCCAAAGAAATCCCCACTTGACAGATTCATGGACACATCAATGCCATCAAG
GAACCCTGAATCCGTTTCACCATCCTTTGCTAGGTCACACAAGCTAGACACCATGTTCGACGATGTGTC
TGAATGTGAAATTCATTGGGAAGATCTTGTGATTGGTGAAAGGATTGGCTTAGGTTCATATGGAGAGGT
GTACCGTGCTGATTGGAATGGAACAGAAGTAGCTGTCAAGAAATTCTTGGATCAAGATTTCTATGGTGA
TGCTTTGGATGAATTCCGGAGTGAAGTGCGGATTATGCGTCGACTGCGTCATCCAAATATTGTTCTCTTC
ATGGGTGCTGTTACTCGTCCTCCAAACTTATCTATTGTATCTGAGTATCTTCCAAGGGGAAGCTTATATA
AGATCCTTCACCGTCCTAATTGCCAAATTGACGAGAAGCGTAGAATTAAAATGGCCCTTGATGTGGCCA
AAGGAATGAATTGCCTCCATATTAGTGTACCAACAATTGTTCATCGGGATCTTAAATCACCAAACTTGC
TGGTTGACAACAACTGGAATGTGAAGGTTTGTGATTTTGGACTTTCACGCTTGAAGCACAGTACATTCT
TATCATCCAAATCCACTGCTGGAACTCCGGAGTGGATGGCACCTGAGGTCTTGCGGAATGAACAATCAA
ATGAAAAGTGTGATGTTTACAGCTTTGGTGTCATCTTGTGGGAATTAGCAACACTTAGGATGCCATGGA
GTGGAATGAATCCAATGCAAGTTGTTGGGGCAGTCGGCTTCCAGGACAAGCGGCTCGATATTCCCAAG
GAAATTGATCCTCTAGTTGCAAGGATCATATGGGAATGCTGGCAGAAGGATCCAAATTTGCGGCCCTCG
TTTGCACAGTTAACCAGTGCTTTGAAGACTGTCCAAAGGCTAGTAACCCCTTCTCACCAGGAGTCCCAG
AGCCCTCCTGTGCCTCAAGAAATATGGGTGAATTCTTCCACCCCTTGATGTTGAGGGGCATTCCACTCTC
AAAATTGTGAGTAATTATTGATGATTGTTGCTGTTAAGTTTGTTCAAGTCTGCAAATGTGGGCGCACTGT
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Continuacdo APENDICE 2. Sequéncias FASTA de mRNA de Oryza sativa e A. thaliana
dos genes EDR1, HSP90, OsRAC1, SGT1, SPL11, STP1,
WRKY 89 e WRKY53.

AGATTCTAGCGGCCCTAATGGTAGACATCCCTGCTGCCGCGACAAAAGAACCCAGCAGTAGAGTATGT
ATAGAGACTATAGTCATCGACCAAAACGATGACCCGAAGAAGAAATCCAGTCTGTGGCATCTCATTTTT
CAAAAAAA

A. thaliana: Acesso AT1G08720

ATGAAGCATATTTTCAAGAAGCTACACAGAGGTGGGAATCAAGAGCAGCAGAATCGAACCAACGATGC
AGCTCCTCCATCGGATCAAAATCGGATTCACGTTTCTGCTAATCCTCCTCAAGCAACCCCTTCGTCAGTC
ACTGAGACGCTTCCGGTGGCCGGAGCTACTTCTTCTATGGCCTCTCCTGCTCCAACCGCTGCTTCGAACC
GTGCGGATTACATGTCTTCTGAGGAGGAGTATCAAGTGCAGTTAGCCCTAGCGATCAGTGCTTCGAATT
CGCAGTCCAGTGAGGATCCGGAGAAGCATCAGATCCGAGCGGCGACGCTTCTGAGCTTAGGAAGCCAT
CAACGGATGGATTCAAGGAGGGATTCATCGGAGGTGGTAGCCCAGAGGTTATCGAGACAGTACTGGGA
ATATGGCGTGCTTGACTATGAGGAGAAAGTTGTCGATAGTTTCTACGACGTATACAGTCTATCCACAGA
CTCCGCAAAGCAGGGAGAAATGCCATCGCTGGAAGATCTTGAAAGCAATCATGGCACACCTGGCTTTG
AAGCTGTAGTTGTAAATCGACCTATTGATTCTTCCCTGCATGAGTTGCTAGAAATCGCAGAGTGTATTG
CACTGGGTTGTTCTACTACCAGTGTTAGTGTGTTGGTACAGAGGCTGGCTGAGCTTGTCACCGAGCATA
TGGGTGGATCTGCGGAAGATTCCAGTATAGTATTGGCAAGGTGGACTGAAAAAAGCAGCGAGTTCAAG
GCAGCATTGAATACTTGCGTATTCCCTATTGGATTTGTAAAGATTGGTATCTCAAGGCATCGTGCTCTGC
TTTTCAAGGTTTTGGCAGATAGTGTCAGGTTACCTTGTAGGTTGGTAAAAGGTAGCCACTACACAGGCA
ATGAGGATGATGCTGTGAACACGATAAGACTGGAAGATGAAAGAGAGTACTTGGTTGATCTTATGACA
GATCCTGGGACGCTTATACCCGCTGATTTTGCAAGTGCTAGTAATAACACCGTTGAGCCATGTAACTCA
AATGGAAACAAATTTCCTACAGCTCAGTTTTCAAATGACGTGCCAAAGCTCTCAGAAGGTGAAGGAAG
TAGTCACAGTTCTATGGCCAACTATAGTTCTTCTTTGGATAGAAGGACAGAGGCTGAAAGGACAGATTC
TTCATACCCAAAGGTGGGACCACTTCGGAACATAGACTATAGTTCTCCTTCTAGCGTAACTAGTTCTACT
CAGTTGGAGAACAATTCCTCAACAGCAATTGGAAAGGGGAGTCGAGGAGCCATAATTGAATGTTCAAG
AACAAACATGAATATAGTTCCTTACAATCAGAACAGTGAGGAAGACCCAAAAAACCTTTTCGCAGACC
TTAATCCATTTCAAAATAAGGGAGCTGACAAGCTGTATATGCCCACTAAATCAGGTTTGAATAACGTTG
ATGATTTTCATCAACAGAAAAATAATCCTCTGGTTGGTAGATCACCTGCGCCAATGATGTGGAAGAATT
ACAGTTGCAATGAAGCCCCAAAGAGAAAGGAGAATAGTTATATAGAAAATCTTCTCCCGAAACTCCAC
CGTGATCCTCGTTATGGAAACACTCAATCCTCATATGCTACCTCAAGCTCCAATGGAGCTATTTCCTCAA
ATGTGCATGGCAGAGACAATGTGACATTTGTGTCACCGGTTGCTGTACCATCATCCTTCACATCCACTG
AAAATCAGTTTAGACCAAGTATAGTGGAGGATATGAACAGAAACACCAACAATGAACTAGATCTTCAG
CCTCATACTGCTGCTGTGGTACATGGACAACAGAATGATGAATCTCACATCCATGATCACAGAAAGTAC
ACAAGTGATGACATATCCACTGGCTGTGATCCGAGGCTTAAGGATCACGAAAGTACAAGTTCATCTCTT
GATTCTACATCCTACCGGAATGATCCTCAAGTTCTTGATGATGCAGATGTTGGTGAATGTGAAATTCCTT
GGAATGATCTCGTTATTGCGGAGAGAATAGGATTAGGGTCCTATGGAGAGGTCTATCATGCTGACTGGC
ATGGCACGGAAGTTGCTGTCAAGAAATTTTTGGACCAGGACTTCTCAGGTGCTGCTTTAGCCGAGTTCA
GAAGCGAAGTACGGATTATGCGAAGATTGCGTCATCCAAATGTTGTATTCTTCCTTGGGGCTGTTACTC
GTCCTCCAAATCTTTCCATCGTCACAGAGTTTCTGCCTAGAGGAAGCTTGTATCGAATCCTTCATCGGCC
CAAATCTCACATTGACGAGCGGCGCCGGATTAAAATGGCCCTTGACGTGGCAATGGGGATGAACTGCT
TACACACCAGTACACCGACAATTGTTCATCGTGATCTCAAAACACCAAACCTTTTGGTTGATAACAACT
GGAATGTTAAGGTCGGTGATTTTGGGTTGTCTCGCTTAAAGCACAATACTTTTTTATCCTCCAAATCAAC
TGCTGGAACGCCTGAATGGATGGCTCCAGAAGTTCTACGCAATGAGCCCTCAAATGAAAAGTGTGATG
TGTACAGTTTCGGGGTAATACTTTGGGAACTAGCAACATTGAGATTACCATGGAGAGGAATGAACCCA
ATGCAAGTAGTTGGAGCAGTTGGGTTCCAGAATCGGCGGCTTGAGATCCCCAAGGAACTTGATCCTGTG
GTGGGAAGGATCATCCTGGAATGTTGGCAAACGGATCCGAATCTGCGGCCGTCATTTGCTCAGCTGACG
GAAGTGCTGAAGCCTTTGAACCGGCTTGTACTTCCTACACCACAATAG
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HSP90

Oryza sativa

>0i|39104467|dbj|AB111810.1| Oryza sativa Japonica Group Hsp90 mRNA for heat shock protein 90, complete cds
TCCATCTCGCGTCCTCTCGGAAACCCCTCCAAACCCTAGCCGCCTCTCGTTTCTTCTCCTCCTCTCCACGC
CCCCGAGATCTCAGGAGCACAGGAGGAGGAAGCCATGGCGTCGGAGACCGAGACGTTCGCCTTCCAGG
CCGAGATCAACCAGCTGCTGTCCCTCATCATCAACACCTTCTACTCCAACAAGGAGATCTTCCTCCGCG
AGCTCATCTCCAACTCCTCCGATGCATTGGATAAGATTAGGTTCGAGAGCCTCACGGACAAGAGCAAGC
TCGATGCGCAGCCGGAGCTGTTCATCCACATTGTCCCCGACAAGGCTAGCAACACCCTGTCGATCATCG
ACAGTGGTGTCGGCATGACCAAGTCGGACCTCGTCAACAACCTCGGTACCATCGCCAGGTCGGGGACC
AAGGAGTTCATGGAGGCGCTCGCTGCTGGTGCTGATGTGTCCATGATTGGGCAGTTTGGTGTCGGGTTC
TACTCCGCCTACCTCGTTGCTGAGAGGGTTGTTGTGACCACCAAGCACAACGACGACGAGCAGTATGTG
TGGGAGTCACAGGCCGGTGGGTCCTTCACTGTTACACGTGATACCTCTGGTGAGCAGCTTGGACGGGGT
ACTAAGATCACCCTCTACCTCAAGGATGATCAGCTGGAATACCTTGAGGAACGTCGCCTCAAGGATCTG
GTGAAGAAGCATTCTGAGTTCATCAGCTACCCTATCTCCTTATGGACTGAGAAGACAACCGAGAAGGA
GATTTCTGATGATGAAGACGAGGAAGAGAAGAAGGATGCTGAGGAGGGAAAGGTTGAGGATCTTGAT
GAGGAGAAGGAAGAGAAAGAGAAGAAAAAGAAGAAGATCAAGGAAGTCTCTCATGAGTGGAACGTG
ATGAACAAGCAGAAACCTATTTGGTTGAGGAAGCCAGAGGAGATCACCAAGGAAGAGTATGCTGCATT
CTACAAGAGCTTGACAAACGACTGGGAGGAACATCTGGCTGTCAAGCACTTCTCTGTGGAGGGTCAGC
TTGAATTCAAGGCCATCCTGTTTGTACCAAAGAGAGCGCCATTTGACCTCTTTGACACCAGGAAGAAGC
AAAACAACATCAAGCTGTACGTACGCCGGGTGTTTATCATGGACAACTGTGAGGAGTTGATCCCAGAG
TGGCTCAGCTTTGTCAAGGGCATTGTTGATTCTGAAGACCTTCCCCTCAACATCTCACGTGAGATGCTCC
AGCAGAACAAGATCCTGAAGGTGATCCGCAAGAACCTTGTGAAGAAGTGCGTGGAGCTCTTCTTTGAG
ATCGCTGAGAACAAGGAAGACTACAACAAGTTCTACGAGGCCTTCTCCAAGAATCTCAAGCTTGGCAT
CCATGAGGACTCCACCAACAGGACCAAGATTGCTGAGCTCCTGAGGTATCACTCCACCAAGAGTGGTG
ATGAGTTGACCAGCCTCAAGGACTACGTAACCCGGATGAAGGAGGGCCAGAGTGAGATCTATTACATC
ACTGGTGAGAGCAAGAAGGCTGTTGAGAACTCCCCCTTCCTTGAGAAGCTGAAGAAGAAGGGTTATGA
AGTCCTGTACATGGTTGATGCCATTGATGAGTACGCTGTTGGTCAGCTTAAGGAGTTTGAAGGCAAGAA
GCTCGTCTCTGCCACCAAGGAAGGTCTGAAGCTTGATGAGAGTGAGGACGAGAAGAAGCGGCAGGAG
GAACTCAAGGAGAAGTTCGAGGGTCTGTGCAAGGTGATCAAGGAGGTGCTCGGTGACAAGGTGGAGA
AGGTTGTTGTCTCTGACCGTGTGGTGGACTCTCCCTGCTGTCTAGTCACTGGGGAGTATGGCTGGACTGC
TAACATGGAGAGGATCATGAAGGCCCAGGCTCTGAGGGACTCCAGCATGGCCGGCTACATGTCGAGCA
AGAAGACCATGGAGATCAACCCGGAGAATTCCATCATGGACGAGCTCCGCAAGCGTGCCGATGCTGAC
AAGAACGACAAGTCTGTGAAGGACCTGGTGATGCTGCTCTTCGAGACTGCCCTCCTGACCTCCGGCTTC
AGCCTTGAGGACCCCAACACCTTCGGCACCAGGATCCACCGGATGCTCAAGCTCGGCCTGAGCATCGA
CGAGGACGAGTCTGCTGAGGCTGACGCCGACATGCCGCCGCTGGAGGACGACGCCGGCGAGAGCAAG
ATGGAGGAGGTCGACTAAGCGCCATGGTTGTCATTCGGCCCCCATCTCCTGGAGCCCTAGTTCTCTATA
GCTTTATCTGACTCTGTGCTCTTCGCCATTTTTGCTATGCTGGATGTATCGGTATTGCCGTATCTTAGCGC
CTGAACATTTCGTGGTATTTGCTCAAACAGTTACGTTTTAAATTTAAATATGCTAGTTAATTAATCCAGA
ATCTGTATTTT

A. thaliana: Acesso AT5G52640

ATGGCGGATGTTCAGATGGCTGATGCAGAGACTTTTGCTTTCCAAGCTGAGATTAACCAGCTTCTTAGC
TTGATCATCAACACGTTCTACAGCAACAAAGAAATCTTCCTCCGTGAGCTCATCAGTAACTCTTCTGAT
GCTCTTGACAAGATCCGATTTGAGAGCTTAACGGATAAGAGCAAGCTCGATGGACAGCCTGAACTCTTC
ATTAGATTGGTTCCTGACAAGTCTAATAAGACGCTCTCAATTATTGACAGTGGTATTGGCATGACCAAA
GCAGATTTGGTGAACAACTTGGGAACCATTGCGAGGTCTGGAACAAAAGAGTTTATGGAGGCGCTTCA
AGCTGGAGCTGATGTAAGCATGATAGGACAATTTGGTGTTGGTTTCTACTCTGCTTATCTTGTTGCAGAG
AAGGTTGTTGTCACTACAAAGCACAATGATGATGAACAATACGTTTGGGAGTCTCAAGCTGGTGGTTCC
TTCACTGTCACTAGGGATGTGGATGGGGAACCACTTGGTAGAGGAACTAAGATCACCCTCTTCCTTAAG



78

Continuacdo APENDICE 2. Sequéncias FASTA de mRNA de Oryza sativa e A. thaliana
dos genes EDR1, HSP90, OsRAC1, SGT1, SPL11, STP1,
WRKY 89 e WRKY53.

GACGATCAGCTTGAATACTTGGAGGAGAGGAGACTCAAAGACTTGGTGAAGAAGCACTCTGAGTTCAT
CAGTTACCCTATCTACCTTTGGACCGAGAAAACCACCGAGAAGGAGATCAGTGACGATGAGGATGAAG
ATGAACCAAAGAAAGAAAACGAAGGTGAGGTTGAAGAAGTTGATGAGGAGAAGGAGAAAGATGGTAA
AAAGAAGAAGAAAATCAAGGAAGTCTCTCACGAGTGGGAACTCATCAACAAGCAGAAACCGATCTGG
TTGAGGAAGCCAGAAGAGATCACTAAGGAAGAGTATGCTGCTTTCTACAAGAGCTTGACCAATGACTG
GGAAGATCACTTAGCCGTGAAACACTTCTCAGTGGAGGGTCAGCTAGAATTCAAGGCCATTCTCTTTGT
ACCAAAGAGAGCTCCGTTTGATCTCTTTGACACGAGGAAGAAGTTGAACAACATCAAGCTTTATGTCAG
GAGGGTGTTCATTATGGACAACTGTGAAGAGCTAATCCCAGAGTACCTCAGCTTTGTGAAAGGTGTTGT
TGACTCTGATGACTTGCCACTCAACATCTCTCGTGAGACGCTTCAACAGAACAAGATCCTTAAGGTGAT
CAGGAAGAATCTAGTGAAGAAGTGCATTGAGATGTTCAACGAGATTGCTGAGAACAAAGAGGACTACA
CCAAATTCTATGAGGCTTTCTCCAAGAATCTCAAATTGGGTATCCATGAAGACAGTCAGAACAGGGGA
AAGATTGCTGATCTTCTACGGTACCACTCCACAAAGAGTGGTGATGAAATGACGAGCTTCAAAGATTAC
GTCACAAGGATGAAGGAAGGTCAAAAGGACATTTTCTACATCACTGGTGAAAGCAAAAAGGCGGTGGA
GAATTCTCCCTTCTTGGAGAGGCTGAAGAAGAGAGGATACGAGGTACTTTACATGGTGGATGCGATTG
ACGAATACGCTGTTGGACAATTGAAGGAGTATGACGGTAAGAAACTTGTTTCTGCGACTAAAGAAGGC
CTCAAACTTGAAGATGAGACCGAAGAAGAGAAGAAAAAGAGGGAAGAGAAGAAGAAGTCCTTCGAGA
ATCTGTGCAAGACGATTAAGGAAATTCTCGGGGACAAGGTTGAGAAGGTTGTGGTCTCAGACAGGATT
GTGGACTCTCCCTGCTGTCTAGTAACTGGTGAATATGGATGGACTGCAAATATGGAGAGGATTATGAAG
GCACAGGCGTTGAGAGATAGCAGCATGAGTGGTTACATGTCGAGCAAGAAAACAATGGAGATCAACCC
CGACAACGGTATAATGGAGGAGCTCAGGAAGAGAGCTGAAGCAGACAAGAATGACAAGTCTGTTAAA
GATCTTGTCATGTTGCTGTATGAGACAGCTTTGTTGACGTCTGGATTCAGTCTTGATGAACCGAACACTT
TTGCTGCTAGGATTCACAGGATGTTGAAGTTGGGTCTGAGTATTGATGAGGATGAGAACGTTGAGGAA
GATGGTGATATGCCTGAGTTGGAGGAGGACGCTGCTGAAGAGAGCAAGATGGAGGAAGTCGACTAA

OsRAC1

Oryza sativa

>gi|5902925|dbj|AB029508.1| Oryza sativa mRNA for small GTP-binding protein OsRacl, complete cds
GTGAGAGTGAACAAGAGATAAGCTAAGCTAGTACAGCAACCAGCAAGAACAAAGAAGAGTGGCCGGA
GTGGGCGGGGGAGATGAGCTCGGCGGCGGCGGCGACGAGGTTCATCAAGTGCGTCACCGTGGGGGAC
GGCGCGGTGGGGAAGACGTGCATGCTCATCTGCTACACCTGCAACAAGTTCCCCACCGATTACATCCCC
ACCGTGTTCGACAACTTCAGCGCCAATGTCTCCGTGGACGGGAGCGTCGTCAACCTCGGCCTCTGGGAC
ACTGCAGGTCAGGAGGATTACAGCAGGTTGAGGCCTCTGAGCTACAGGGGAGCCGATGTGTTCATCCT
GTCCTTCTCCCTGATAAGCAGGGCGAGCTATGAGAATGTTCAGAAGAAGTGGATGCCAGAGCTTCGCC
GGTTTGCGCCTGGTGTTCCTGTAGTTCTTGTTGGAACCAAGTTGGATCTCCGTGAAGATAGGGCCTATCT
TGCTGATCATCCAGCTTCTTCCATAATAACAACGGAGCAGGGAGAAGAACTGAGGAAGCTAATAGGAG
CGGTCGCCTACATCGAATGCAGCTCCAAGACACAGAGAAACATTAAAGCTGTTTTCGACACTGCCATCA
AAGTGGTGCTTCAACCTCCAAGACATAAGGATGTAACCAGAAAGAAACTCCAATCAAGCTCCAATCGG
CCAGTAAGGCGGTACTTTTGCGGAAGCGCTTGTTTCGCGTAGTCAATAACCAAGAAGAAAAAAATGTG
GTTTTTGTTCCATCACCATGATGTTCAGATGGCCCCATGGATCTACTCAGAATGGGATAGAAGATCATG
GTTGAATCAACATTGCTTGCAGCTAGGAGGAAACTTCTAGTTCTCTTTTTTTCTGCAGTGGAGCTCCTTT
TGTTTCTCCTTTCTCTTTTTTTTCTTATGTCGTAAAAGCTCCAGAAAGTTTTACCCTTGGTAATAAGATGT
GCTCTTCTGGATGGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

A. thaliana: Acesso AT4G28950

ATGAGTGCTTCGAAGTTCATAAAATGTGTTACTGTTGGAGATGGGGCTGTTGGGAAGACATGTATGCTT
ATCTGTTACACTAGCAACAAGTTTCCTACTGATTATATACCGACTGTGTTCGACAATTTCAGTGCCAATG
TAGCTGTGGATGGACAAATCGTTAATTTAGGGCTATGGGACACTGCCGGTCAAGAAGATTACAGTAGG
TTAAGACCATTGAGTTATAGAGGAGCTGATATCTTCGTCTTAGCCTTTTCGCTTATTAGCAAGGCGAGTT
ACGAAAATGTACTCAAGAAGTGGATGCCTGAACTTCGTCGGTTTGCGCCAAATGTTCCCATAGTTCTTG
TTGGTACAAAGCTAGATCTCCGGGATGACAAGGGATACCTCGCGGATCACACCAATGTCATTACCTCTA
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CTCAGGGAGAGGAATTGAGGAAGCAAATTGGTGCAGCTGCTTATATTGAGTGTAGTTCCAAGACTCAA
CAAAATGTGAAAGCAGTGTTTGATACAGCGATCAAGGTGGTTCTTCAGCCTCCAAGGAGGAAAGAGGT
CCCGAGGAGGAGGAAGAATCATAGAAGATCCGGTTGCTCCATTGCGAGTATTGTCTGTGGAGGTTGCA
CCGCTGCTTAA

SGT1

Oryza sativa
>gi|6581057|gb|AF192467.1| Oryza sativa Sgtl (Sgtl) mRNA, complete CDs

CCCCCACCCGCATCCCCCGGCCTCCTCACCGCAGCCGCAAAAGCCAAGCCGCCATGGCAACCGLCCGCC
GCGTCGGATCTGGAGAGCAAGGCCAAGGCGGCCTTCGTCGACGACGACTTCGAGCTCGCCGCCGAGCT
CTACACGCAGGCAATCGAGGCCAGCCCCGCCACCGCCGAGCTCTACGCCGACCGCGCCCAGGCCCATA
TCAAGCTAGGCAACTACACTGAGGCTGTAGCTGATGCTAACAAGGCCATTGAACTTGACCCATCAATGC
ACAAGGCTTATCTTCGTAAAGGCGCTGCATGTATACGACTGGAGGAGTATCAAACTGCAAAAGCAGCT
CTTGAATTGGGTTACTCGTTCGCATCTGGTGACTCAAGGTTTACTCGCCTAATGAAGGAGTGTGATGAG
CGCATTGCTGAGGAGCTTACTGAAGTCCCTGTTAAGAAGGCTGAAGATGGAGCAGCTGCCCCCTCTGTT
GCTTCTTTTGTTGAGGAAAAGGATGATGCTGCAAACATGGATAATACACCACCAATGGTAGAAGTGAA
GCCAAAATACAGGCACGACTTCTACAACAGTGCTACAGAAGTTGTATTGACAATTTTTGCAAAGGGTGT
TCCTGCTGAGAATGTTGTTGTTGATTTTGGTGAACAAATGTTAAGTGTGTCGATTGAAGTCCCTGGAGA
GGAGCCGTACCATTTTCAGCCTCGTCTGTTTTCTAAGATCATCCCTGAGAAAAGCAGATACCAAGTGCT
ATCCACGAAGGTTGAAATAAGACTGGCTAAAGCTGAACAGATTACATGGACCTCACTTGATTATGATA
AAAAACCAAAGGCTGTTCCACAAAAGATAATCCCTCCAGCTGAATCGGCCCAGAGGCCATCATATCCTT
CCTCAAAATCCAAGAAAGACTGGGATAAACTGGAAGCTGAAGTTAAAAAGGAGGAGAAGGAGGAGAA
GCTTGAAGGCGATGCTGCATTGAACAAATTTTTCCGTGACATCTACAGTGATGCTGATGAAGACATGCG
ACGAGCAATGATGAAATCTTTTGTTGAATCTAACGGTACTGTTCTGTCGACCAATTGGAAAGATGTTGG
CTCGAAGAAGGTAGAGGGAAGCCCACCTGATGGGATGGAGCTTAAGAAATGGGAGTACTAAGATCTCG
GNTCGTGCCATGCTGTAAATTCGNTATCGGCCTGAGTCATCACTTGGCTGGAGAATTC

A. thaliana: Acesso AT4G11260

ATGGCCAAGGAATTAGCAGAGAAAGCTAAAGAAGCTTTTCTAGATGATGACTTCGATGTTGCTGTTGAC
TTATACTCCAAAGCCATTGACTTGGATCCCAATTGCGCCGCCTTCTTCGCCGATCGTGCTCAGGCCAACA
TCAAAATCGATAACTTCACTGAAGCTGTTGTAGATGCGAACAAAGCCATTGAGTTGGAGCCAACGTTGG
CAAAAGCCTATCTCAGAAAGGGCACTGCTTGTATGAAGCTAGAAGAATATAGTACTGCTAAAGCAGCC
CTGGAAAAGGGAGCTTCTGTTGCACCGAATGAACCAAAGTTTAAGAAGATGATAGATGAATGCGATCT
TCGTATTGCAGAAGAAGAGAAAGATTTGGTTCAGCCGATGCCACCGAGTTTGCCTTCAAGCTCTACAAC
ACCACTAGCAACGGAAGCTGATGCTCCTCCTGTTCCAATTCCTGCAGCACCTGCCAAACCGATGTTCAG
GCACGAGTTCTACCAGAAACCAGAAGAAGCGGTGGTGACAATTTTCGCCAAAAAAGTACCTAAGGAGA
ACGTAACTGTCGAGTTTGGTGAGCAGATTCTGAGTGTTGTCATTGATGTTGCTGGAGAGGAAGCTTATC
ATCTCCAGCCGAGATTGTTCGGGAAGATAATACCAGAGAAGTGCAGATTTGAAGTATTGTCGACCAAA
GTTGAGATCCGTCTTGCGAAAGCAGAGATAATCACCTGGGCCTCCCTTGAATATGGTAAAGGGCAAAG
TGTTTTGCCCAAACCCAATGTCTCATCAGCGCTGTCGCAGAGACCAGTGTACCCATCTTCTAAGCCAGC
AAAAGACTGGGACAAGTTGGAAGCTGAAGTGAAGAAACAGGAGAAGGATGAGAAGCTTGATGGAGAT
GCAGCTATGAACAAATTTTTCAGCGACATATACTCGAGTGCAGATGAAGACATGAGGCGGGCAATGAA
CAAATCATTTGCAGAGTCGAATGGGACGGTACTGTCGACAAACTGGAAAGAAGTTGGGACTAAGAAAG
TGGAGAGCACTCCACCAGATGGCATGGAGCTCAAGAAGTGGGAGTATTGA
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SPL11

Oryza sativa

>(gi|51038702:<1-336, 2823-2939, 3034-3468, 3564->4760) Oryza sativa (japonica cultivar-group) cell death-related
protein SPL11 (Spl11) gene, complete cds mMRNA
ATGGCCGGCGACCGAGCGGAGGAGGAGGAGGGGGAGGCGCCGCCTCCGGAGGLCGLCGTGLLCGLGGLEE
CGGTGGAGAGGGTGGCGGCGGCGGTGGAGGCCGTGGCGGCGGGGGCGGGGGCGGGGGCGGGGGAGTA
CCGGAACGCGTACAGGCGGCAGCTGCTCGCGCTGTCGCGGCGGATTCGGCTGCTGGGGCCCTTCGTGG
AGGAGCTCCGGGAGCGGAGGCGGGGGGAGGGGGAGGGGGAGGAGGAGGAGCGGGLGLTGGLGLLGL
TCGCCGACGCGCTCGAGGCGGCGCTCGCGCTGCTCCGGCTCGGCCGCGAGGGGAGCAGGATCTCCTTG
GTTCTTGAGAGGGACAGCGTAATGAAAAAGTTTCAGGGAGTAATTTTGCAGCTGGAACAAGCTCTGTG
CGACATTCCGTACAATGAATTGGATATATCAGATGAAGTTAGAGAGCAGGTTGAGTTAGTGCACGCAC
AGCTCAAAAGAGCAAAAGAACGGATTGATATGCCTGACGATGAATTCTACAATGATCTACTATCTGTAT
ATGACAAGAACTATGACCCAAGTGCAGAACTGGCTATTCTTGGAAGATTGTCAGAAAAGCTACACTTG
ATGACAATCACCGATCTCACGCAAGAATCACTCGCCTTACATGAGATGGTCGCATCCGGCGGTGGTCAG
GACCCAGGAGAACACATTGAGAGAATGTCAATGCTACTGAAGAAGATTAAGGATTTTGTGCAAACACA
GAACCCTGACATGGGGCCTCCTATGGCTTCCAGGGTATTGGATTCAAATGGGGATTCAAGGCCTATAAC
CATTCCTGACGAGTTCCGATGTCCAATTTCTCTTGAGCTGATGAAGGATCCTGTTATAGTGTCTACAGGG
CAGACATATGAGCGGGCATGCATTGAGAAATGGATAGCATCAGGCCATCATACCTGCCCAACCACGCA
ACAGAAGATGTCAACCTCAGCATTGACGCCAAACTATGTCCTTAGAAGTCTCATTTCCCAGTGGTGTGA
AACCAATGGGATGGAGCCACCAAAGCGCTCAACCCAGCCTAACAAGCCTACGCCTGCATGCTCTTCGA
GTGAACGTGCTAACATCGATGCTCTGCTATCTAAGTTATGCTCTCCAGACACTGAGGAGCAGAGATCAG
CTGCTGCAGAGCTTCGCCTCCTTGCAAAGCGGAATGCAAACAACCGGATTTGCATTGCTGAGGCAGGTG
CCATTCCCTTGCTATTGAGTCTGCTGTCCTCATCTGACCTACGGACTCAAGAACATGCAGTTACTGCCCT
TCTGAACCTCTCCATACATGAGGACAATAAGGCAAGCATCATATCATCTGGTGCTGTCCCAAGCATAGT
CCATGTTCTGAAGAATGGCAGCATGGAGGCACGGGAGAATGCTGCGGCCACACTTTTTAGTCTCTCAGT
GATTGATGAATATAAAGTGACAATTGGAGGGATGGGGGCTATCCCTGCGCTTGTAGTGCTGTTAGGCGA
GGGTAGCCAGCGGGGGAAGAAGGATGCAGCAGCAGCTCTCTTCAACTTGTGTATATACCAAGGGAACA
AGGGACGAGCGATTCGAGCTGGCCTTGTGCCACTCATCATGGGGCTGGTGACCAACCCCACAGGAGCG
CTCATGGATGAGGCTATGGCAATACTCTCCATACTATCCAGCCACCCTGAGGGCAAGGCAGCGATTGGG
GCGGCAGAGCCTGTCCCTGTGCTTGTGGAGATGATCGGAAGCGGAACCCCGAGAAATCGAGAGAATGC
TGCGGCTGTCATGCTACATCTGTGCAGTGGAGAGCACCATCTTGTGCATTTAGCTCGTGCGCAGGAGTG
CGGGATCATGGTCCCGTTGCGGGAGCTGGCTTTGAACGGCACCGATAGGGGGAAGAGGAAGGCTGTGC
AGCTGCTCGAGCGGATGAGCAGATTCCTAGTCCAGCAACAAGAGGAACAGGAGTCCCAGTCGCAAGCC
TCCGCGCAGGTCCCTCCTCAGGCCACCCCTGAGCAGGTCCCGGAAAATGACATCCCTGAACAATTGGAC
AGCCCAGCGTCTCAATACCCTATGGTTGTATGA

A. thaliana: Acesso AT3G46510

ATGGAGGAAGAGAAAGCTTCTGCTGCACAGAGCTTAATCGATGTAGTTAACGAGATTGCTGCGATTTCT
GATTATCGTATAACAGTGAAGAAGCTTTGTTATAATCTAGCGAGGAGATTAAAGCTGCTTGTTCCTATG
TTTGAGGAAATTAGAGAAAGTAACGAACCGATCAGCGAAGATACGTTGAAGACTTTGATGAATTTGAA
GGAAGCTATGTGTTCAGCGAAGGATTATCTCAAATTTTGTAGCCAAGGGAGCAAGATTTATCTGGTGAT
GGAGAGGGAACAAGTGACAAGTAAATTGATGGAGGTGTCTGTTAAGTTAGAACAATCTTTAAGCCAGA
TTCCATATGAAGAACTCGATATATCGGATGAAGTTAGAGAACAGGTTGAGCTGGTTCTTAGTCAGTTTC
GGCGAGCTAAAGGAAGAGTAGATGTATCAGATGATGAGCTATATGAAGATCTTCAGTCGCTTTGCAAC
AAAAGTAGTGATGTAGATGCTTATCAGCCTGTGCTAGAGCGGGTTGCGAAGAAGTTACATTTGATGGA
GATTCCTGACCTAGCTCAAGAATCAGTGGCTCTGCATGAAATGGTTGCTTCAAGCGGTGGAGATGTTGG
TGAAAATATTGAGGAGATGGCAATGGTATTAAAGATGATTAAGGATTTTGTGCAGACGGAGGATGATA
ATGGCGAGGAGCAGAAAGTAGGAGTTAACTCTAGAAGCAATGGACAGACTTCTACGGCAGCGAGTCAG
AAGATACCTGTGATTCCTGATGATTTTCGCTGTCCGATTTCGCTGGAAATGATGAGAGATCCAGTTATTG
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TTTCATCAGGGCAGACATACGAACGCACATGTATTGAGAAATGGATAGAAGGTGGACACTCGACATGT
CCAAAAACACAGCAGGCGCTAACAAGCACAACCCTCACACCAAACTATGTTCTCCGTAGTCTCATAGCT
CAGTGGTGCGAGGCCAACGATATTGAGCCTCCAAAGCCTCCGAGCAGTTTAAGACCCAGAAAAGTATC
GTCCTTCTCATCTCCCGCAGAAGCGAACAAGATTGAAGATCTTATGTGGAGACTTGCGTACGGAAACCC
CGAGGACCAACGATCTGCAGCTGGGGAAATCCGCCTTCTTGCAAAACGAAATGCAGACAACCGCGTGG
CCATAGCCGAAGCTGGAGCCATACCTCTTCTCGTAGGTCTCCTCTCAACTCCTGATTCTCGTATTCAAGA
ACATTCGGTAACAGCTCTTCTAAACCTCTCCATATGTGAGAACAACAAAGGAGCCATTGTTTCAGCTGG
AGCTATTCCTGGTATAGTTCAAGTGCTTAAGAAAGGAAGCATGGAGGCCAGAGAGAATGCGGCGGCTA
CACTTTTCAGTCTATCAGTGATCGATGAAAATAAAGTGACTATCGGTGCCTTAGGAGCAATTCCGCCAC
TCGTTGTATTACTTAATGAAGGTACACAAAGAGGCAAGAAAGATGCTGCTACTGCACTCTTTAACCTCT
GTATATACCAAGGAAACAAAGGAAAAGCTATACGTGCAGGAGTGATTCCCACGTTGACTAGACTCTTG
ACAGAGCCCGGAAGCGGAATGGTCGATGAGGCACTCGCGATTTTGGCGATTCTCTCTAGCCACCCCGA
AGGAAAAGCAATCATAGGATCCTCTGATGCAGTCCCAAGTTTGGTTGAGTTTATCAGAACTGGCTCGCC
TAGAAACAGAGAAAACGCAGCTGCTGTTCTAGTCCACCTCTGTTCTGGAGACCCACAACATCTTGTCGA
AGCGCAGAAACTCGGCCTTATGGGTCCATTGATAGATTTAGCTGGAAATGGGACGGATAGAGGGAAAC
GAAAAGCAGCGCAGTTGCTTGAACGCATCAGCCGTCTCGCTGAACAGCAGAAGGAAACGGCTGTGTCA
CAACCGGAAGAAGAAGCTGAACCAACACATCCAGAATCCACCACAGAAGCTGCAGATACTTAA

STP1

Oriza sativa

>gi[11991113|dbj|AB052885.1| Oryza sativa OsMST3 mRNA for monosaccharide transporter 3, complete cds
ATGGCCGGCGGCGCGGTGGTGAGCACGGGGGCAGGCAAGGACTACCCTGGCAAGCTCACCCTCTTCGT
CTTCTTCACATGCGTCGTCGCCGCCACCGGTGGTCTCATCTTCGGATATGACATCGGTATATCAGGTGGT
GTGACGTCCATGGACCCGTTCCTGAGGAAGTTCTTCCCGGAGGTGTATCGGAAGAAGCAGATGGCGGA
CAAGAACAACCAGTACTGCAAGTACGACAACCAGCTGCTGCAGACCTTCACCTCGTCGCTCTACCTCGC
CGCCCTCGTCTCCTCCTTCTTCGCCGCCACCGTCACCCGCGTCCTCGGCCGCAAGTGGTCCATGTTCGCC
GGCGGCCTCACCTTCCTCATCGGCGCCGCCCTCAACGGCGCCGCCGAGAACGTCGCCATGCTCATCGTC
GGTCGTATCCTCCTCGGTGTCGGCGTCGGCTTCGCCAATCAGTCGGTGCCGGTGTACTTGTCGGAGATG
GCGCCGGCTCGGCTGCGGGGGATGCTGAACATCGGGTTCCAGCTGATGATCACCATCGGCATCCTGGCG
GCGGAGCTGATAAACTACGGGACGGCGAAGATCAAGGCCGGGTGGGGATGGCGGGTGAGCCTGGCGC
TGGCCGCCGTCCCCGCCGCCATCATCACCCTCGGCTCCCTCTTCCTCCCGGACACCCCCAACTCGCTCAT
CGACAGGGGCCACCCGGAGGCGGCGGAGCGCATGCTCCGGCGCATCCGCGGCTCCGACGTGGACGTGT
CGGAGGAGTACGCGGACCTGGTGGCGGCGAGCGAGGAGTCGAAGCTGGTGCAGCACCCGTGGCGCAA
CATCCTCCGCCGCAAGTACCGCGCCCAGCTCACCATGGCCATCTGCATCCCCTTCTTCCAGCAGCTCACC
GGGATCAACGTCATCATGTTCTACGCCCCCGTGCTGTTCGACACCCTGGGCTTCAAGAGCGACGCGTCG
CTCATGTCCGCCGTCATCACGGGCCTCGTCAACGTCTTCGCCACGCTGGTGTCCATCTTCACCGTGGACC
GCCTCGGCCGCCGCAAGCTGTTCCTGCAGGGCGGGGCGCAGATGGTGGTGTGCCAGGTGGTGGTGGGG
ACGCTGATCGCCGTCAAGTTCGGGACGAGCGGCATCGGCGACATCCCCAAGGGGTACGCGGCGGTGGT
GGTGCTCTTCATCTGCATGTACGTGGCAGGGTTCGCGTGGTCGTGGGGCCCACTGGGGTGGCTCGTCCC
CAGCGAGATCTTCCCGCTGGAGATCCGGCCGGCGGGGCAGAGCATCAACGTGTCGGTGAACATGCTCT
TCACCTTCGTCATCGCGCAGGCCTTCCTCACCATGCTCTGCCACATGAAGTTCGGCCTCTTCTACTTCTT
CGCCGGATGGGTCGTCATCATGACCGTCTTCATCGCCCTCTTCCTCCCCGAGACCAAGAACGTCCCCAT
CGAGGAGATGGTGCTCGTCTGGAAGTCCCACTGGTTCTGGCGCCGATTCATCGGAGACCACGACGTCCA
CGTCGGCGCCAACCACGTCTCCAACAATAAGCTCCAACCATAA

A. thaliana: Acesso AT1G11260

ATGCCTGCCGGTGGATTCGTCGTCGGGGATGGCCAAAAGGCTTATCCCGGCAAACTCACTCCCTTTGTT
CTCTTCACTTGCGTTGTTGCTGCCATGGGCGGTCTCATCTTCGGATACGATATCGGAATCTCCGGTGGTG
TGACGTCTATGCCGTCTTTCCTCAAGCGATTCTTCCCGTCGGTGTATCGGAAACAACAAGAGGACGCGT
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CAACGAACCAGTACTGTCAGTACGATAGCCCGACGCTAACGATGTTCACATCGTCTCTATATCTAGCGG
CGCTAATTTCGTCGCTGGTGGCTTCCACCGTGACAAGAAAGTTCGGACGGCGGCTCTCGATGCTCTTCG
GCGGCATACTCTTCTGCGCCGGAGCTCTCATCAATGGTTTCGCCAAACATGTTTGGATGCTCATCGTCGG
TCGTATCTTGCTTGGTTTCGGTATCGGTTTCGCTAATCAGGCTGTGCCACTGTACCTCTCTGAGATGGCT
CCATACAAATACAGAGGAGCTTTAAACATTGGTTTCCAGCTCTCAATTACAATCGGAATCCTCGTCGCC
GAAGTGCTAAACTACTTCTTCGCCAAGATCAAAGGCGGTTGGGGATGGCGGCTCAGTCTCGGAGGCGC
GGTGGTTCCTGCCTTGATCATAACCATCGGCTCCCTCGTCCTCCCTGACACTCCCAATTCAATGATCGAG
CGTGGCCAACACGAAGAAGCCAAAACCAAGCTCAGACGAATCCGTGGTGTCGATGACGTCAGCCAAGA
GTTTGACGATTTGGTCGCCGCTAGTAAAGAGTCGCAGTCGATAGAGCACCCGTGGAGAAACCTCCTCCG
CCGCAAGTACCGACCACATCTCACAATGGCCGTTATGATTCCGTTCTTTCAACAGCTAACCGGAATCAA
TGTGATTATGTTTTACGCTCCGGTTTTGTTCAACACCATTGGTTTCACGACCGATGCTTCTCTCATGTCCG
CTGTGGTCACTGGCTCGGTTAACGTGGCCGCTACGCTTGTTTCTATCTACGGTGTTGACAGATGGGGAC
GTCGGTTTCTCTTTCTTGAAGGTGGTACACAAATGCTTATATGCCAGGCTGTGGTTGCAGCTTGCATAGG
GGCCAAGTTTGGGGTAGACGGGACCCCTGGTGAGCTACCAAAGTGGTATGCTATAGTGGTTGTAACGTT
CATTTGCATCTATGTGGCGGGTTTTGCGTGGTCGTGGGGCCCACTAGGGTGGTTAGTACCGAGTGAAAT
CTTCCCGTTGGAGATAAGGTCGGCGGCGCAGAGTATCACCGTGTCCGTGAACATGATCTTCACGTTCAT
TATCGCGCAAATCTTCTTGACGATGCTTTGTCATTTGAAGTTTGGGTTATTCCTTGTTTTCGCCTTTTTCG
TGGTGGTGATGTCGATCTTTGTATACATTTTCTTGCCGGAGACGAAAGGGATTCCGATAGAGGAGATGG
GTCAAGTGTGGAGGTCACACTGGTATTGGTCAAGGTTTGTGGAGGATGGTGAGTATGGGAATGCGCTTG
AGATGGGCAAGAACAGTAACCAAGCTGGAACGAAGCATGTTTGA

WRKY 53

Oryza sativa

>0s0590343400 class=Sequence position=chr05:16150266..16152633 (+ strand)
ACTCCCGTCTCGTCGTCTCGTTCTCGTCTCCGATCACTCTCCTCCTCATCTTCGTCACGGTCTCCTCGCTT
CGCTAGCTCGCTTGCTTGCTGGCTGAGCTGTGGTACGCTCGCCATGGCGTCCTCGACGGGGGGGTTGGA
CCACGGGTTCACGTTCACGCCGCCGCCGTTCATCACGTCGTTCACCGAGCTGCTGTCGGGGGGCGGTGG
GGACCTGCTCGGCGCCGGCGGTGAGGAGCGCTCGCCGAGGGGGTTCTCCAGAGGCGGAGCGAGGGTGG
GCGGCGGGGTGCCCAAGTTCAAGTCCGCGCAGCCGCCGAGCCTGCCGCTCTCGCCGCCGCCGGTGTCGC
CGTCGTCCTACTTCGCCATCCCGCCGGGGCTCAGCCCCACCGAGCTGCTCGACTCCCCCGTCCTCCTCAG
CTCCTCCCATGTGCGTTCCGCGTGACACACCTTCATCTTCTTCTTCTACCTTTAGTGCGCAATTGCTGTGT
AGTGTGGTGCTGATGATGATCCATGGCGTTTGTGCGTGTTTGTGCTTTTCAGATCTTGGCGTCCCCGACC
ACCGGTGCAATCCCGGCTCAGAGGTACGACTGGAAGGCCAGCGCCGATCTCATCGCTTCTCAGCAAGA
TGACAGCCGCGGCGACTTCTCCTTCCACACCAACTCCGACGCCATGGCCGCGCAACCGGCCTCTTTCCC
TTCCTTCAAGGTACGTACAAATGCTTCAGCTCATCTAGCTCAACCCAAGCTGAATAAACTGTTGACAGT
CTAGCTCACCTTGGTTCATGTACGCTTGTGCTGGAGCAGGAGCAAGAGCAGCAAGTG GTCGAGTCGA
GCAAGAACGG CGCCGCCGCC GCGTCGAGCA ACAAGAGCGG
CGGCGGCGGGAACAACAAGCTGGAGGACGGGTACAACTGGAGGAAGTACG GGCAGAAGCA
GGTGAAGGGGAGCGAGAACCCGAGGAGCTACTACAAGTGCACCTACAACGGCTGCTCCATGAAGAAG
AAGGTGGAGCGCTCGCTCGCCGACGGCCGCATCACCCAGATCGTCTACAAGGGCGCACACAACCACCC
CAAGCCGCTCTCCACCCGCCGCAACGCCTCCTCCTGCGCCACCGCCGCCGCCTGCGCCGACGACCTCGC
GGCGCCCGGCGCGGGCGCGGACCAGTACTCCGCCGCGACGCCCGAG AACTCCTCCG
TCACGTTCGGCGACGACGAG GCCGACAACG CATCGCACCG CAGCGAGGGC GACGAGCCCG
AAGCCAAGCG CTGGTAAGCC TCACATCATCACTCAAATCA GCAATCGAAG CGTAATATCT
CCATGCGTGT GCGTGTGTTC TTCTTGGGTC TCATGGATGT
CATGGTTTTCAGGAAGGAGGATGCTGACAA CGAGGGCAGC TCCGGCGGCA  TGGGCGGCGG
CGCCGGCGGCAAGCCGGTGC GCGAGCCGAGGCTTGTGGTG CAGACGCTGA GCGACATCGA
CATCCTCGAC GACGGCTTCC GGTGGAGGAA GTACGGCCAG AAGGTCGTCAAGGGCAACCC
CAACCCAAGG TAATCAATCA ATCAAGCTGA TCAAAATCCG TCGATTAGTC GATTAATCAT
ATCTGTTCTTGCGTCTCTAA TAATCAAATC TGTTCTTGAA TCGCAGGAGC TACTACAAGT
GCACGACGGTGGGCTGCCCG GTGCGGAAGCACGTGGAGCG GGCGTCGCAC GACACGCGCG
CCGTGATCAC CACCTACGAG GGCAAGCACA ACCACGACGT CCCGGTCGGCCGCGGCGGCG
GCGGCGGACGCGCCCCGGCGCCGGLGLCGL CGACGTCGGG GGCGATCCGG CCGTCGGCCG
TCGCCGCCGCCCAGCAGGGG CCCTACACCC TCGAGATGCT CCCCAACCCC GCCGGCCTCT
ACGGCGGCTACGGCGCCGGC GCCGGCGGCGCCGCGTTCCC GCGCACCAAG GACGAGCGGC
GGGACGACCT GTTCGTCGAG TCGCTCCTCT GCTAGTCGAG CCGAGCCGAGCCGAGCTGAG
CTGGGCCCCA CATCCCCCTG CTCGCCACGT GGCGTATTTT CGCCTCGCCG TATACGTACG
GCCGTATAGCGTACGTATAC ACGCTCGCAC GCCCTGCCCA ACACGGCAAT ACACACATAC
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ATACTCTCGT ACACACGTAG TAGCATACATATACAGTATA GTAGGTGGTA GTGGTAGCTA
GCTAGGGAGT GAGATCCAAT TTGTTGATTC GTTGCAGGCC ACTGCCACGTGGGCCACACC
GGAAACAGTACACGCGTATA CACCACACTT GGGATACGCG TACGTACGCA CATGTACACG
TAGTTTTGTGCCTTTGTAAC TGCTGAGAGA CAGGTCAAAT AAGACTGATG AATTTTTC

A. thaliana: Sequéncia equivalente: >gi|21105638|gb|AF509499.1| Arabidopsis thaliana WRKY transcription factor
33 (WRKY33) mRNA, complete cds
ATGGACAATAGCAGAACCAGACAAAACATGAATGGTTCTGCTAATTGGTCACAACAATCCGGAAGAAC
ATCTACTTCCTCTTTGGAAGATCTTGAGATACCAAAGTTCAGATCTTTTGCTCCTTCTTCAATCTCTATCT
CTCCTTCTCTTGTCTCTCCTTCCACTTGTTTCAGTCCCTCTCTTTTTCTCGATTCCCCTGCTTTTGTCTCCTC
CTCTGCTAACGTTCTAGCTTCTCCAACCACAGGAGCTTTAATCACAAACGTAACTAACCAGAAAGGTAT
AAATGAAGGAGACAAGAGCAACAACAACAACTTTAACTTATTCGATTTCTCATTCCACACACAATCATC
AGGAGTTTCTGCTCCGACCACAACTACAACTACAACTACAACTACAACAACAACAAACAGTTCTATCTT
TCAATCTCAGGAACAACAGAAGAAGAACCAGTCAGAACAATGGAGCCAAACCGAGACTCGTCCAAAC
AATCAAGCTGTATCTTACAATGGAAGAGAGCAAAGGAAAGGAGAGGATGGTTACAATTGGAGAAAGT
ACGGACAAAAACAGGTGAAAGGAAGTGAGAATCCTCGGAGTTACTATAAGTGTACTTTCCCTAATTGT
CCAACGAAGAAGAAAGTGGAGAGATCTTTGGAAGGTCAGATCACAGAGATTGTGTATAAAGGAAGCC
ACAACCATCCTAAACCTCAGTCTACTAGAAGATCTTCTTCGTCTTCTTCGACTTTTCATTCAGCTGTGTA
CAATGCCAGTTTGGATCATAATCGTCAAGCTTCTTCTGATCAGCCTAATTCCAATAATAGCTTTCATCAG
TCTGATTCCTTTGGGATGCAACAAGAGGATAATACTACTTCTGATTCTGTTGGTGACGATGAGTTCGAA
CAAGGCTCATCGATTGTCAGCAGAGACGAAGAAGATTGTGGGAGTGAACCTGAAGCAAAGAGATGGA
AAGGGGACAATGAAACAAATGGTGGGAATGGTGGTGGAAGCAAGACAGTGAGAGAGCCGAGAATCGT
AGTGCAGACAACGAGTGAT
ATTGACATTCTTGACGACGGTTACAGATGGAGAAAATACGGCCAGAAAGTCGTTAAGGGAAACCCAAA
TCCAAGAAGCTACTACAAGTGCACAACCATCGGTTGTCCAGTGAGGAAACATGTGGAGAGAGCATCAC
ACGACATGAGAGCAGTAATCACAACCTACGAAGGGAAACACAACCACGATGTTCCTGCAGCTCGTGGT
AGCGGTTACGCCACAAACAGAGCACCACAGGATTCGTCTTCAGTCCCGATTAGACCAGCTGCTATTGCT
GGTCACTCCAACTACACTACTTCTTCTCAAGCACCATATACACTTCAGATGCTGCACAACAACAACACT
AATACCGGGCCTTTTGGTTACGCCATGAACAACAATAACAACAACAGCAACCTTCAAACGCAACAAAA
CTTTGTTGGTGGTGGATTCTCTAGAGCAAAGGAAGAACCAAACGAGGAGACCTCATTTTTCGATTCGTT
TATGCCCTGA

WRKY 89

Oryza sativa
>gi|55139439|gb|AY781112.1| Oryza sativa (indica cultivar-group) WRKY DNA-binding protein (WRKY89)
mRNA, complete cds

TAGTGACTGTCAAGTAGTGATCAACATGATAGAGCACCAAAAGGCTCTCATGGTGGAGCTGCGTGGCATGGCCATGC
CATTACTTCCGAGCGACAATGAACAAGCCAAGCTTGCTCTTCAACTCTTGGGAGATATATTGAGTTGCTCAGATAAGG
CTATCTCCATGCTAGAACTTGGTGGAGACACTAAAAAGCTGACCAATCTTGTTGGAGGTAAGAGAAAAGGTGACAAG
CATAGCATGGACAACCACAACTTGGAGGAGGAAGCTAAAGAAAGTGTTAGCAAGAGAAGAAAGAATGCAGAACAC
ACAGGTTCAACTGTGGCTCAAGCACCTCACAATGATGGACATCAATGGAGGAAGTATGGTCAGAAATGGATCTCTAG
AGCAAAACATTCCAGGAGCTACTATAGGTGTGCCAATAGTAAAGTGCAAGGCTGTCCTGCTACAAAGACAGTGCAAC
AAATGGATTCCAGTGGAAATGGAACATCAAAGTTGTTCAACGTTGACTACTATGACCAACACACATGCAGGGGAGAT
GGCATAGCCGATCCATATGTTGTCGACACAGCCCATCACAGTATGGAACCTATCAATCAAAACGAATGCAATAGCCC
TACACTTGAACACGAAGCCCATGAAGTTCAAGATGAAAGATTTGAAAACTTGTGTATGGTACAAAATATGCCAGAGT
ATTTGATAGATTTTGAATTGGAGAGAGCCTTCGAGTTTATTGTGAACTCACCATTGGGTTCTGAGCATTGGACGTTCG
ATGATTCAATAAGATGTGAGCACAGTCCAATATGCATATGGGGATGA

A. thaliana. Sequéncia equivalente: WRKY46| AT2G46400

ATGATGATGGAAGAGAAACTTGTGATCAACGAATTGGAACTAGGGAAAGAGCTTGCTAACCGATTGATGAACAATCT
CAAACACACTTCTTCTGTCGATTCCAACAAAACCTTGATCTCTGATATCCTCCGTATTTACCAGAATGCCATTTTCATG
TTGAGCTTCAACCAAGACAAGAACATCCTTAAGCGAAGCCTTGAGATCGATGGAAAAGATTCTAAAAACGTCTTCAA
AAAGAGGAAAGTATCGGAGAAGAACACAGAGAAAGTTAAGGTTTTTGTTGCAACAGAACAAGAAAATGGCTCTATT

GATGATGGTCACTGCTGGAGAAAATATGGGCAAAAAGAGATTCATGGATCCAAAAATCCTAGAGCATATTACAGATG
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ACGCATCGATTCACACAAGACTGTTTAGCAGTGAAGCAAGTTCAGAAATCAGACACAGATCCTTCCCTTTTCGAAGT
GAAGTATCTCGGAAACCACACTTGTAACAACATCACATCCCCGAAGACGACGACGAACTTCTCTGTTTCATTGACGA
ACACGAACATCTTTGAAGGAAACAGAGTACATGTTACAGAGCAATCGGAAGACATGAAACCGACCAAGTCCGAAGA
AGTGATGATAAGCCTTGAAGATCTGGAGAACAAGAAGAACATTTTCAGAACGTTTTCTTTCTCTAACCATGAGATTGA
GAACGGTGTGTGGAAAAGTAACCTTTTCTTGGGAAATTTCGTGGAAGATCTTTCTCCTGCAACATCAGGGTCTGCAAT
TACCAGCGAGGTTTTATCTGCACCTGCTGCTGTTGAGAATTCCGAAACTGCAGATTCGTATTTCTCGTCTTTGGACAAT
ATTATCGATTTCGGACAGGATTGGTTGTGGTCGTAG

APENDICE 3. Anélise estatistica da expressdo relativa dos genes EDR1, OsRacl,
SGT1, HSP90, STP1, WRKY89, WRKY 53 e Splll. Letras diferentes
acima das barras tém diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5%
de nivel de significancia; ns: ndo significativo.
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Continuacio APENDICE 3. Analise estatistica da expressio relativa dos genes EDR1,
OsRacl, SGT1, HSP90, STP1, WRKY89, WRKY 53 e
Splll. Letras diferentes acima das barras tém diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de nivel de
significancia; ns: ndo significativo.
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Continuacdo APENDICE 3. Analise estatistica da expressio relativa dos genes EDR1,
OsRacl, SGT1, HSP90, STP1, WRKY89, WRKY 53 e
Splll. Letras diferentes acima das barras tém diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de nivel de
significancia; ns: ndo significativo.
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